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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

Spannungsgesteuerte Kaliumkanéle (Kv-Kanale) sind an der Regulation neuronaler und
kardialer Aktivitat beteiligt. Sie Offnen bei Depolarisation der Zelle und leiten unter
physiologischen Bedingungen Kaliumauswartsstrome, wodurch sie zur Repolarisation
beitragen. Kv-Kanale modulieren die Dauer von Aktionspotentialen und die Erregbarkeit der
Zellen. Die funktionellen Kanéle setzen sich aus vier a-Untereinheiten zusammen, die
gemeinsam eine zentrale Kanalpore bilden. Verschiedene Regulationsmechanismen kdnnen
die Kanalfunktion beeinflussen. Zu den physiologischen Regulationsmechanismen gehdren
unter anderem die durch endogene mehrfach ungesattigte Lipide induzierte Inaktivierung von
Kv-Kandlen, die RNA Editierung des Kvl.1l-Kanals, welche zu einem Austausch von
Isoleucin gegen Valin innerhalb der zentralen Pore fiihrt sowie die Inaktivierung durch
akzessorische Untereinheiten. Sowohl der zugrunde liegende Mechanismus der durch Lipide
induzierten Inaktivierung als auch die Folgen der Kvl.1 RNA Editierung sind bisher nur
ansatzweise bekannt und wurden in der hier vorliegenden Arbeit genauer untersucht. Zudem
wurde die Konformation des Inaktivierungspartikels der akzessorischen Kvp1.3-Untereinheit

und die Regulation der durch sie eingefuihrten A-Typ Inaktivierung analysiert.

Zunachst wurde der Mechanismus der Inaktivierung durch endogene Lipide wie
Arachidonsaure, Docosahexaensaure und Anandamid anhand verschiedener Methoden
untersucht. Die Charakteristika der Inaktivierung wie Kinetik, Kompetition mit dem
Porenblocker TEA und Beeinflussung durch Mutationen in der zentralen Pore sowie die in
silico Modelle zeigen, dass eine physikalische Blockade der offenen Kanalpore den

wabhrscheinlichsten Mechanismus der Inhibition durch Lipide darstellt.

Untersuchungen der funktionellen Folgen der Kvl.1 RNA Editierung ergaben, dass editierte
Kanale eine verminderte Sensitivitit gegeniiber Porenblockern aufweisen. Dazu zahlen
sowohl die Substanzen 4-Aminopyridin (4-AP) und Psoralen-4, welche experimentell und
klinisch genutzt werden, als auch die in dieser Studie neu als Porenblocker identifizierten
Lipide und deren verwandte Substanzen. Zudem konnte gezeigt werden, dass editierte
Kv1.1-Untereinheiten durch Heteromerisierung die Pharmakologie und Lipidsensitivitat aller

Kvl-Kanale modulieren kénnen.

Im Rahmen der funktionellen Charakterisierung von editierten Kvl1.1-Kanalen wurde in
verschiedenen Expressionssystemen eine Verringerung der StromgrtRe als Folge der
Editierung beobachtet. Daraufhin wurde die molekulare Grundlage dieser Stromverringerung

untersucht. Messungen auf Einzelkanal- und Ganzzellebene sowie Quantifizierung der
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Proteinmenge ergaben, dass die Editierung weder Veranderungen im Offnungs- und
Schliel3verhalten noch in der Gesamtmenge der Kanalproteine zur Folge hat. Es konnte
jedoch eine signifikant verminderte Oberflichenexpression der editierten Kv1.1-
Kanaluntereinheiten nachgewiesen werden, die wahrscheinlich fir den geringeren
Gesamtstrom verantwortlich ist. Diese Ergebnisse beschreiben erstmals eine Modulation des
intrazellularen Transportes der Kvl.1-Kanaluntereinheiten durch RNA Editierung.

Eine pathophysiologische Relevanz der RNA Editierung des Kvl.1-Kanals wird in
Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der Epilepsie vermutet. Eine Quantifizierung der
Kv1l.1 Editierungsrate im entorhinalen Cortex chronisch epileptischer Ratten des Kainat-
induzierten Tiermodells zeigte eine erhOhte Editierungsrate im Vergleich zu gesunden
Kontrolltieren. Die epileptischen Tiere zeichnen sich durch eine Resistenz gegeniber
100 uM des iktogenen Kv-Kanalblockers 4-AP aus, einer Konzentration, die in gesunden
Kontrolltieren epileptiforme Potentiale auslost. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Auswirkungen der erhthten Editierungsrate auf diese Konzentration an 4-AP anhand
elektrophysiologischer Versuche im Expressionssystem untersucht. Wahrend eine
Beeinflussung des Zeitverlaufes oder der Spannungsabhéangigkeit des 4-AP Blocks durch die
beobachtete Erhdéhung der Editierungsrate ausgeschlossen werden konnte, wurde eine
signifikante Verminderung der 4-AP Sensitivitat festgestellt. Diese, auf der erhdhten
Editierungsrate beruhende, verminderte 4-AP Sensitivitdt von Kvl-Kandlen liegt vermutlich

der veranderten 4-AP Sensitivitat der epileptischen Tiere zugrunde.

Neben der RNA Editierung wurden im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit Aspekte der
Inaktivierung von Kv1-Kanélen untersucht. KvB1-Untereinheiten kbnnen nach Assoziation mit
Kvl-Kanalen eine schnelle A-Typ Inaktivierung hervorrufen. Anhand elektrophysiologischer
Versuche und Molecular Modelling wurde die Konformation bzw. der Bindungsmodus des
Inaktivierungspartikels der KvB1.3-Untereinheit analysiert. Die Ergebnisse zeigen, dass der
KvB1.3-Inaktivierungspartikel wahrend der Bindung innerhalb der zentralen Pore des Kv1.5-
Kanals am wahrscheinlichsten in einer Haarnadelkonformation vorliegt. Zudem konnte ich
zeigen, dass die KvB1.3-induzierte Inaktivierung durch Phosphoinositide reguliert werden

kann.




Summary

SUMMARY

Voltage-gated potassium channels (Kv-channels) participate in the regulation of neuronal
and cardiac activity. They open upon depolarization of the cell and conduct potassium
outward currents under physiological conditions, thus contributing to repolarization. Kv-
channels modulate action potential duration and cell excitability. Functional channels are
composed of four a-subunits that jointly form a central channel pore. Different regulatory
mechanisms can influence channel function. Amongst others, the physiological regulatory
mechanisms include inactivation of Kv-channels induced by endogenous lipids, the RNA
editing of the Kv1.1-channel, which leads to an exchange of isoleucine for valine within the
central pore, as well as inactivation induced by accessory subunits. The underlying
mechanism for lipid-induced inactivation and the consequences of Kvl.1 RNA editing are
only partly understood and were examined in more detail in the present study. Furthermore,
the structure of the inactivation particle of the accessory Kvp1.3-subunit and the regulation of
inactivation by this subunit were analyzed.

First, the mechanism of channel inhibition by endogenous lipids like arachidonic acid,
docosahexaenoic acid and anandamide was analyzed with the help of different methods.
The characteristics of the inactivation such as kinetics, competition with the pore blocker TEA
and influence by mutations in the central pore as well as the in silico models suggest that a
physical occlusion of the open channel pore is the most likely mechanism for channel

inhibition by lipids.

Examination of the functional consequences of Kvl.1 RNA editing showed that edited
channels exhibit a reduced sensitivity to pore blockers. This applies to the substances
4-Aminopyridine (4-AP) and Psoralen-4, which are used for experimental and clinical
purposes, as well as to the lipids and related substances that have been newly identified as
pore blockers in this study. Furthermore, it could be demonstrated that edited Kv1.1 subunits
can modulate the pharmacology and lipid sensitivity of all Kvl-channels through

heteromerization with other Kv1l channel subunits.

In the course of the functional characterization of edited Kvl.1-channels a reduced current
amplitude due to the editing was observed in different expression systems. Thereupon, the
molecular correlates of this current reduction were investigated. Recordings on single-
channel and whole-cell level and quantification of protein amount revealed that the editing
does not cause changes neither in gating nor in the total amount of channel protein.

However, a significantly diminished surface expression of edited Kvl.1-channel subunits
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could be detected, which is likely to be responsible for the reduced total current. These
results describe for the first time a modulation of intracellular transport of Kvl.1-channel
subunits by RNA editing.

A pathophysiological relevance of Kvl.1 RNA editing is assumed in the context of epilepsy. A
guantification of the extent of Kv1.1 editing in the entorhinal cortex of chronic epileptic rats
from the kainic acid induced animal model showed an increased editing ratio in comparison
to healthy control animals. Characteristic of epileptic animals is a resistance to 100 uM of the
ictogenic Kv-channel blocker 4-AP, a concentration that induces epileptiform potentials in
healthy control animals. In the present work, the effects of the increased editing ratio on this
4-AP concentration were examined in electrophysiological experiments in an expression
system. While any influence of the observed increase in editing ratio on the time course or
voltage-dependence of 4-AP block could be ruled out, a significant reduction of 4-AP
sensitivity was detected. This reduced 4-AP sensitivity of Kvl-channels which is caused by
the elevated editing ratio is presumably the basis of the altered 4-AP sensitivity of epileptic

animals.

Furthermore, aspects of the inactivation of Kv1l-channels were examined in the course of this
study. KvB1l-subunits can induce fast A-type inactivation when attached to Kvl-channels.
The conformation (or rather the binding mode) of the inactivation particle of the KvB1.3-
subunit was analyzed by means of electrophysiological experiments and molecular
modelling. The results suggest that the Kv1.3 inactivation particle most probably adopts a
hairpin conformation when bound within the central pore of the Kv1.5-channel. Moreover, |

could show that the KvB1.3-induced inactivation can be regulated by phosphoinositides.




Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die physiologische Funktion der Kaliumkanale

lonenkanale sind transmembranare Proteine, die sich durch ihre Selektivitat fir bestimmte
lonen und eine steuerbare Anderung der Leitfahigkeit fir diese lonen auszeichnen.
lonenkandle modulieren somit die Aktivitat erregbarer Zellen. Die Gruppe der Kaliumkanéle
spielt eine wichtige Rolle bei der Repolarisation, der Hyperpolarisation und der
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials der Zelle. lhr Offnen bewirkt unter
physiologischen Bedingungen einen Ausstrom von K'-lonen aus der Zelle, was eine
Verschiebung des Membranpotentials in Richtung des Kaliumgleichgewichtspotentials
bewirkt. Das Kaliumgleichgewichtspotential hangt von dem Verhéaltnis der intra- und
extrazellularen Kaliumkonzentrationen ab und betrégt in Neuronen ca. - 70 mV und in
Skelett- und Herzmuskeln ca. -90mV (Schmidt & Thews, 2007). Da das
Ruhemembranpotential der meisten Korperzellen hauptsachlich durch Kaliumleitfahigkeiten
bestimmt wird, ist es nahe dem Kaliumgleichgewichtspotential angesiedelt. Innerhalb der
grol3en Gruppe der Kaliumkandle gibt es verschiedene Kanalfamilien mit unterschiedlichen
Topologien und Funktionen.

1.2 Die Gruppe der spannungsgesteuerten Kaliumkanale

1.2.1 Allgemeines Funktionsprinzip

Allen spannungsgesteuerten Kaliumkanalen (Kv-Kanélen) ist gemeinsam, dass sie bei
Depolarisation der Membran (ber ein bestimmtes Schwellenpotential hinaus 6ffnen
(Aktivierung). Bei Repolarisation der Membran schlieen sie (Deaktivierung) und einige
Mitglieder der Kv-Kanalgruppe zeigen zusétzlich eine Inaktivierung bei anhaltender
Depolarisation. Die Kinetik der Aktivierung, Inaktivierung und Deaktivierung hangt stark von

der Kanalzusammensetzung ab.
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1.2.2 Aufbau der Kv-Kanale

1.2.21 Aufbau der a-Untereinheiten

Ein funktioneller Kanal besteht aus vier Kv a-Untereinheiten. Die a-Untereinheiten der Kv-
Kanale koénnen in 12 Kv-Kanalfamilien (Kv1l-Kv12) eingeteilt werden (Gutman et al, 2005).
Alle Kv-Kanéle haben eine sehr ahnliche Topologie: Eine a-Untereinheit weist sechs
Transmembrandomanen (S1-S6) und einen intrazellularen N- und C-Terminus auf. Die vierte
Transmembrandoméane (S4) besitzt mehrere positiv geladene Aminoséaurereste in Form von

basischen Argininen (R) und Lysinen (K) (Abb. 1.1 A) und kann Anderungen in der

Abb. 1.1: Struktur und Funktion von Kv-Kanélen. A) Die a-Untereinheiten von Kv-Kanélen besitzen sechs
Transmembrandoméanen (S1-S6) und eine Porenschleife (P), welche an der Bildung der oberen Porenregion
und des Selektivitatsfilters beteiligt ist. Die T1-Doméane dient der Interaktion zwischen den a-Untereinheiten im
Kanaltetramer und der Anlagerung von akzessorischen B-Untereinheiten. Das S4-Segment besitzt positiv
geladene Aminosaurereste und dient als Spannungssensor. B) Ein funktioneller Kv-Kanal besteht aus vier a-
Untereinheiten. Die S5- und S6-Segmente (weil3) sowie die Porenschleifen bilden die zentrale Pore. Die S4-
Segmente (schwarz) dienen als Spannungssensoren. C) Zur Veranschaulichung sind nur drei Untereinheiten
gezeigt, man blickt in die zentrale Pore des Kanals (modifiziert nach Nerbonne, 2000). D) Innerhalb der
Porenschleife zwischen dem S5- und S6-Segment der a-Untereinheiten von Kv-Kanélen befindet sich die
Porenhelix (P). Auf diese folgt der Selektivitatsfilter, welcher durch die Aminosaureabfolge Glycin-Tyrosin-
Glycin (GYG) gebildet wird. Die a-Helix des S6-Segmentes wird durch das Motiv Prolin-Valin-Prolin (PVP)
unterbrochen. Diese Unterbrechung fungiert womdglich als molekulares ,Gelenk®. E) Ein schematisches Modell
der vier S6-Segmente im tetrameren Kanal; die Biegung der S6-Segmente im Bereich des PVP-Motives stellt
eine Engstelle im unteren Bereich des Kanals dar (modifiziert nach Sansom et al, 2002). F) Funktionelle
Kanaltetramere kdnnen entweder als Homomere vorliegen, die nur einen Subtyp an a-Untereinheiten
beinhalten (links), oder als Heteromere, welche a-Untereinheiten verschiedener Subtypen einer Kanalfamilie
aufweisen (rechts).
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transmembranaren Spannung in Konformationsédnderungen des Kanals umsetzen. Somit
dient sie als Spannungssensor der Kv-Kanale (Bezanilla, 2000). Die Assemblierung der a-
Untereinheiten zu funktionellen Kanaltetrameren wird durch eine N-terminale

Tetramerisierungsdomane (T1) vermittelt (Yi et al, 2001).

1.2.1.2 Struktur und Funktion im Bereich der inneren Kanalpore

Die S6-Segmente bilden die Seitenwande der zentralen Pore (Abb. 1.1 B und C). Der
Selektivitatsfilter, welcher die hohe Selektivitat fir K'-lonen vermittelt, befindet sich im
aufsteigenden Teil der Porenschleife zwischen dem S5- und S6-Segment und besteht aus
der Aminoséaureabfolge Threonin-Valin-Glycin-Tyrosin-Glycin (TVGYG). Diese
Aminosaureabfolge wird als Konsensus-Sequenz der Kaliumkandle bezeichnet (Abb. 1.1 D),
da sie in (fast) allen Kaliumkanalen konserviert ist (Doyle, 1998). Der Selektivitatsfilter (GYG)
stellt den engsten Teil der Pore dar und bildet mit den Sauerstoffatomen der
Carbonylgruppen vier Bindungsstellen fur K*-lonen. Die Carbonyl-Sauerstoffatome der vier
Untereinheiten eines Kanals ersetzen die Sauerstoffatome der Hydrathille, die das K*-lon in
Lésung umgibt, sodass das K*-lon den Selektivitatsfilter ohne Hydrathiille passiert (Zhou et
al, 2001a).

Eine weitere Engstelle in der Pore des Kanals befindet sich in der Nahe der intrazellularen
Offnung und wird durch das ebenfalls stark konservierte Prolin-Valin-Prolin (PVP)-Motiv
gebildet. Die Aminoséaure Prolin unterbricht helikale Strukturen und fuhrt somit ,Knicke* ein
(von Heijne, 1991). Durch das PVP-Motiv im S6-Segment wird die a-Helix des
Transmembransegmentes auf einem kurzen Abschnitt unterbrochen, wodurch eine Art
bewegliches ,Gelenk® entsteht, welches dynamische Konformationsédnderungen des Kanals
ermoglicht (Abb. 1.1 D). Es wird vermutet, dass in diesem Bereich zumindest zeitweise eine
Engstelle im Kanal entstehen kann und das PVP-Motiv somit am Offnungs- und
SchlieBverhalten der Kv-Kanéle beteiligt ist (Abb. 1.1 E) (Sansom et al, 2002).

1.2.1.2 Homomere und heteromere Kv-Kanale

Wie bereits erwdhnt sind funktionelle Kv-Kanéle Tetramere (Abb. 1.1 B). Ein Kanaltetramer
kann als Homomer aus vier identischen a-Untereinheiten vorliegen (z.B. vier Kvl1.1-
Untereinheiten) oder als Heteromer, welches verschiedene Untereinheiten einer Kanalfamilie
beinhaltet (z.B. Kv1.1- und Kvl.4-Untereinheiten) (Abb. 1.1 F). Die Heteromerbildung
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beschréankt sich jedoch auf die a-Untereinheiten innerhalb einer Kv-Kanalfamilie, sodass
Kv1-Untereinheiten nicht mit solchen aus den anderen Familien (Kv2-Kv12) heteromerisieren
(Li et al, 1992; Shen & Pfaffinger, 1995).

1.2.3 Die Familie der Kvl-Kanéale

Die hier vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Kvl-Kanalfamilie. Diese umfasst acht
Mitglieder (Kv1.1-Kv1.8), die unterschiedliche Expressionsmuster im Organismus zeigen. In
humanen Neuronen und Gliazellen sind hauptsachlich die Untereinheiten Kv1.1, Kv1.2,
Kv1l.3 und Kv1.4 zu finden, welche dort auch Heteromere bilden kdnnen (Song, 2002;
Coleman et al, 1999). Auch andere Organe zeigen charakteristische Expressionsprofile der
Kvl1-Untereinheiten: Im Herzen sind vorwiegend Kv1.5- (Snyders et al, 1993), in der Niere
Kvl1l.2- und Kv1.3- (Wang, 2004) und in Lymphozyten ebenfalls Kv1.3-Untereinheiten
exprimiert (Beeton & Chandy, 2005).

1.2.3.1 Offnungs- und SchlieBverhalten der Kvl-Kanéle

Die Kv1-Kanale sind homolog zum Shaker-Kanal der Drosophila, welcher als erster Kv-Kanal
1987 kloniert wurde (Kamb et al, 1987). Der Shaker-Kanal besitzt einen N-terminalen
Inaktivierungspartikel, der von der zytoplasmatischen Seite in die offene Pore des Kanals
eindringt und diese blockiert. Dies fuhrt zu einer schnellen Inaktivierung des Kanals im
einstelligen bis zweistelligen Millisekunden-Bereich und reduziert so den Stromfluss. Diese
Art der Inaktivierung wird A-Typ oder, aufgrund der Lage des Inaktivierungspartikels, auch N-
Typ Inaktivierung genannt. Von den Mitgliedern der Kvl-Kanalfamilie weist nur der Kv1.4-
Kanal eine solche N-terminale Inaktivierungsdoméane auf und unterliegt somit einer A-Typ

Inaktivierung.

Eine weitere Inaktivierungskomponente bei Kv-Kanédlen ist die sogenannte C-Typ
Inaktivierung. Diese bleibt auch bei N-terminal trunkierten Kanalen bestehen. Die
Bezeichnung C-Typ Inaktivierung geht darauf zuriick, dass man zunachst einen zweiten
Inaktivierungspartikel im C-Terminus des Kanals vermutete. Verschiedene Studien konnten
zeigen, dass dies nicht zutrifit und stattdessen die Inaktivierung auf einer
Konformations&nderung des Kanals im oberen S6-Segment und der Porenschleife, also im
Bereich der extrazellularen Porendffnung, beruht (Molina et al, 1997; Hoshi et al, 1991).

Wabhrscheinlich ist daran ein partieller Porenkollaps im Bereich des Selektivitatsfilters
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beteiligt (Kurata & Fedida, 2006). Die C-Typ Inaktivierung ist in der Regel wesentlich
langsamer als die A-Typ Inaktivierung, wobei die Zeitkonstanten beider Inaktivierungsformen
zum einen von der Kanalzusammensetzung, aber auch von der membranaren und
intrazellularen Umgebung abhéngig sind. Kanale, welche nur eine langsame C-Typ
Inaktivierung aufweisen, werden als verzégerte Gleichrichter (engl.: ,delayed recitifier®)
bezeichnet. Bei Repolarisation der Zelle werden die Kanale wieder geschlossen. Dieser
Vorgang wird Deaktivierung genannt und ist mechanistisch gesehen das Gegenstiick zur
Aktivierung, da sie durch die Rickbewegung des Spannungssensors aufgrund der
Repolarisation ausgelost wird.

1.2.3.2 Akzessorische KvB-Untereinheiten modulieren Kinetik, Transport
und Spannungsabhangigkeit von Kvl-Kanalen

Die A-Typ Inaktivierung wird durch Inaktivierungspartikel vermittelt. Im Falle des Shaker- und
des Kvl.4-Kanals sind diese Inaktivierungspartikel im N-Terminus der Kanal-a-
Untereinheiten lokalisiert (Abb. 1.2 A). Neben den kanalbildenden a-Untereinheiten besitzen
funktionelle Kv-Kanale meist akzessorische Proteine, die an das Kanaltetramer aus a-
Untereinheiten binden und dessen Funktion und/oder intrazellularen Transport modulieren.

Die wichtigsten akzessorischen Proteine von Kvl-Kanalen sind KvBl- und Kvp2-

A B C

N-Term
N-Term +50mY +50mV

10 pA 10 pA

200ms 200ms 200ms

Abb. 1.2: Strukturelle Grundlagen der A-Typ Inaktivierung. A) Der N-terminale Inaktivierungspartikel
induziert eine schnelle A-Typ Inaktivierung der funktionellen Kanéle (siehe Beispielstrom, unten). B) o-
Untereinheiten, die keinen Inaktivierungspartikel besitzen, weisen nur eine langsame C-Typ Inaktivierung auf
(siehe Beispielstrom, unten). C) Akzessorische [-Untereinheiten, welche einen Inaktivierungspartikel
aufweisen, fuhren nach Anlagerung im Bereich der T1-Doméne ebenfalls eine schnelle A-Typ Inaktivierung bei
den betroffenen Kandlen ein (siehe Beispielstrom, unten). Abbildungen in den Boxen wurden modifiziert nach
Robertson, 1997.
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Untereinheiten. Diese binden an die T1-Domane im N-Terminus der a-Untereinheiten. Die N-
terminale T1-Doméane der Kandle dient somit neben der Tetramerisierung auch der
Anlagerung von akzessorischen KvB-Untereinheiten (Sewing et al, 1996). Kristallstrukturen
des Kvl.2-Kanals der Ratte haben gezeigt, dass pro Kanal-a-Untereinheit eine f3-
Untereinheit im Kanalkomplex vorhanden ist (1:1 Stéchiometrie) (Long et al, 2005).

Es gibt drei KvB1-Untereinheiten (KvB1.1-Kv1.3), die auf alternatives Splei3en des selben
Gens zurickzufihren sind (England et al, 1995) und alle einen N-terminalen
Inaktivierungspartikel besitzen. Der C-Terminus dient der Bindung an die T1-Domé&ne der a-
Untereinheiten und ist konserviert (Abb. 1.2 C) (Leicher et al, 1998). Den a-Untereinheiten
der verzogerten Gleichrichter-Kanéle der humanen Kvl-Kanalfamilie (alle Kvl-Kanéle mit
Ausnahme des Kv1.4) fehlt ein N-terminaler Inaktivierungspartikel, sie weisen daher keine
schnelle Inaktivierung auf (Abb. 1.2 B). Durch Anlagerung der akzessorischen Kvf1-
Untereinheiten entsteht ein Kanalkomplex, welcher aufgrund der Inaktivierungspartikel der
KvB1-Untereinheiten eine A-Typ Inaktivierung aufweist (Abb. 1.2 C). Kvp2-Untereinheiten
besitzen keinen Inaktivierungspartikel und fiigen folglich keine A-Typ Inaktivierung ein.
Sowohl KvB1- als auch KvB2-Untereinheiten haben Effekte auf den ER-Export und somit die
Oberflachenexpression von Kvl-Kanélen (Campomanes et al, 2002), zudem kénnen sie die
Aktivierungsschwelle der Kanale zu negativeren Potentialen verschieben (Heinemann et al,
1996; Peters et al, 2009).

Es gibt drei alternative ,erste Exone“ des

1 5 10 ) : : :
hKvB13 MLAARTGAAGS KvB1-Gens, sodass sich die drei
hKvp1.2 MHLYKPACAD I SpleiRvarianten der KvB1-Untereinheit
hKvB1.1 MQVSTACTEHN (KvB1.1-KvB1.3) in ihrer N-terminalen Struktur

Abb. 1.3: N-terminale Aminoséauresequenzen unterscheiden (Abb. 1.3). In diesem Bereich

der drei Spleivarianten von KvB1. Die fur die . . . .

A-Typ Inaktivierung verantwortlichen N-Termini befindet sich auch der Inaktivierungspartikel.

von KvBl.1, KvBl.2 und KvBl.3 besitzen Der C-Terminus, der fiir die Interaktion mit den

aufgrund des SpleiBens  verschiedene

Aminoséuresequenzen. Kanal-a-Untereinheiten von Bedeutung ist, ist
hingegen konserviert. Alle KvpB1-

SpleiRvarianten kdnnen eine A-Typ Inaktivierung induzieren, die verschiedenen Sequenzen
ihrer Inaktivierungspartikel fihren jedoch zu Unterschieden in den Parametern der
Inaktivierung. So wurde beispielsweise beschrieben, dass KvB1.2 eine potentere

Inaktivierung verschiedener Kvl-Kandle hervorruft als Kv1.3 (Wang et al, 1996).
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1.2.3.3 Regulation der KvB1-induzierten A-Typ Inaktivierung

Der Prozess der A-Typ Inaktivierung wird einerseits von der Zusammensetzung der
Kanalkomplexe aus a- und f-Untereinheiten bestimmt. Andererseits gibt es verschiedene

intrazellulare Einflusse, welche die A-Typ Inaktivierung modulieren kénnen.

Eine wichtige Rolle spielen die intrazelluldre Calcium-Konzentration [Ca*;] sowie das
oxidative Potential (Jow et al, 2004; Wang et al, 1996). Die Inaktivierung durch Kv1.1 und
KvB1.2 ist sensitiv gegeniiber Oxidation. Durch Applikation oxidierender Substanzen kann
die A-Typ Inaktivierung aufgehoben werden. Dies ist auf Cysteinreste innerhalb der N-
Termini zurtckzufihren (C7 bei Kvp1.1 bzw. C8 bei KvB1.2) (Wang et al, 1996). Kv(31.3
weist in diesem Bereich keine Cysteinreste auf (siehe Abb 1.3) und spricht nicht auf

Anderungen des oxidativen Potentials der Umgebung an (Wang et al, 1996).

Die KvB1.1 vermittelte Inaktivierung von Kvl.1-Kandlen wird zudem durch Erhdéhung von
[Ca*]] antagonisiert. Diese Regulation durch Calcium wird durch den N-Terminus von Kvp1.1
vermittelt. Der molekulare Mechanismus dieser Regulation ist noch unbekannt. Es wurde
jedoch gezeigt, dass der Calcium-Effekt unabhangig von oxidativen Einfliissen ist (Jow et al,
2004).

1.2.3.4 Blockade der inneren Kanalpore durch TEA und 4-AP

Die innere Pore der Kvl-Kanale ist hochkonserviert. Das heil3t alle Kv1-Subtypen besitzen
nahezu identische Aminosauresequenzen in ihren S5- und S6-Segmenten sowie in der
dazwischenliegenden Porenschleife. Substanzen, die durch Bindung in der inneren
Kanalpore Kv-Kandle blockieren, sind daher bezilglich der verschiedenen Kvl-Subtypen
relativ unselektiv (Nguyen et al, 1994). Klassische Blocker der offenen Kanalpore dringen
von der zytosolischen Seite in diese ein und machen sie undurchlassig fiir Kaliumionen. Zu
den klassischen Blockern der offenen Pore von Kvl-Kanalen zahlen 4-Aminopyridin (4-AP)
und Tetraethylammonium (TEA). Beide Substanzen weisen jedoch noch weitere

Blockmechanismen auf, die im Folgenden erlautert werden.

Wie zu erwarten ist, konnen 4-AP und TEA nur dann die innere Pore blockieren, wenn die
Kanale zuvor durch Depolarisation getffnet wurden (Bouchard et al, 1995; Choi et al, 1993).
Umgekehrt kann eine Blockade durch 4-AP mittels Auswaschen des Blockers auch nur dann

aufgehoben werden, wenn die Kanale geo6ffnet sind, da 4-AP ansonsten in der Pore
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eingeschlossen ist (Choi et al, 1993). Die Anwesenheit von TEA in der zentralen Pore
verhindert hingegen das vollstandige Schlie3en des Kanals, was zu einer verlangsamten
Deaktivierung fuhrt, da TEA die Pore zuerst verlassen muss, bevor der Kanal schlief3t.
Experimentell spiegelt sich dies in einer Uberkreuzung der Deaktivierungsstrome (transienter
Strom wahrend des SchlieBens) vor und nach TEA-Applikation wider (Choi et al, 1993).
Dieses Verhalten ist bei 4-AP nicht zu beobachten, 4-AP scheint vielmehr wéahrend der
Deaktivierung in der Pore zu verbleiben (Rasmusson et al, 1995). Eine Verlangsamung der
Deaktivierung kann somit als Indiz fur eine Blockade innerhalb der zentralen Poren
angesehen werden, ist aber kein zwingendes Charakteristikum. Wahrend 4-AP bei
extrazellularer Applikation durch die Membran diffundieren kann, ist TEA nicht
membrangangig und muss folglich intrazellular appliziert werden, um die innere Pore
blockieren zu kénnen (MacKinnon & Yellen, 1990; Choi et al, 1993). TEA besitzt zuséatzlich
eine Bindungsstelle im extrazellularen Porenbereich von Kv-Kanalen, sodass auch eine
Blockade des Kanals von auRen moglich ist (MacKinnon & Yellen, 1990). 4-AP scheint
neben der Blockade der offenen Kanalpore ebenfalls weitere Blockmechanismen
aufzuweisen, eine zusatzliche Blockade des geschlossenen Kanalzustandes durch 4-AP
wird diskutiert (Yao & Tseng, 1994, Bouchard et al, 1995). Sowohl 4-AP als auch TEA sind
somit beide nicht ausschlieRlich als Blocker der inneren Kanalpore anzusehen (Claydon et
al, 2007; Yao & Tseng, 1994).

1.2.35 Anwendung des Blockers 4-AP

Sowohl TEA als auch 4-AP werden experimentell zur Blockade von Kv-Kanélen genutzt. Sie
werden eingesetzt um verschiedene Kv-Strome in nativen Geweben elektrophysiologisch zu
isolieren. So sind die meisten Kvl-Kanale hochaffin fir 4-AP und ihre ICso-Werte liegen im
Bereich zwischen 10 pM und 600 pM, wahrend ein Grof3teil der Kv2-, Kv3- und Kv4-Kanale
ICso-Werte fur 4-AP im millimolaren Bereich aufweisen (Gutman et al, 2005). Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Sensitivitaten gegentber Blockern kann zwischen einzelnen Kv-Familien
unterschieden werden (Nguyen et al, 1994; Shieh & Kirsch, 1994). 4-AP wird zudem klinisch
eingesetzt: Seit 2010 ist es unter dem Namen Ampyra® in den USA, und seit September
2011 als retard Praparat unter dem Namen Fampyra® auch in Deutschland, zur Behandlung
von Gehbeschwerden bei Patienten mit Multipler Sklerose (MS) zugelassen. MS ist eine
Erkrankung des zentralen Nervensystems, bei der vermutlich aufgrund von
Autoimmunreaktionen die Myelinscheiden neuronaler Fortsdtze abgebaut werden.

Physiologisch umgeben Myelinscheiden Membranabschnitte neuronaler Fortsatze und
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dienen der elektrischen Isolation dieser Bereiche. Aktionspotentiale entstehen nur in den
Bereichen zwischen den Myelinscheiden, die als Ranvier'sche Schnurringe bezeichnet
werden (saltatorische Erregungsleitung). Dies ermdglicht eine schnelle Weiterleitung der
Erregung innerhalb der neuronalen Fortsatze. Bei Demyelinisierung liegen Kv-Kanéle frei,
die sonst unter der Myelinscheide verborgen sind. Zudem andert sich die Lokalisation der
Kv-Kandle innerhalb des Fortsatzes (Judge & Bever, 2006). Es entsteht eine groRere
Kaliumleitfahigkeit und die saltatorische Erregung ist gestort, was die Effektivitdt der
Aktionspotentialweiterleitung mindert. Die Symptome der Erkrankung h&ngen davon ab,
welcher Teil des zentralen Nervensystems betroffen ist und reichen von Sensibilitats- und
Sehstorungen bis hin zu Ataxien (Stérungen der Bewegungsablaufe) und Spastiken. 4-AP
wird hauptsachlich zur Linderung von Gangataxien eingesetzt. Sein therapeutischer Nutzen
wird dabei der Blockade von Kv-Kandlen im Bereich demyelinisierter neuronaler Fasern

zugeschrieben (Barten et al, 2010).

1.2.3.6 Regulation von Kaliumkanélen durch ungesattigte Fettsauren und
ihnen verwandte Substanzen

Die Membranen eukaryotischer Zellen bestehen aus verschiedenen Phospholipiden. Diese
bestehen aus Glycerin, welches mit Fettsdauren und Phosphorséaure verestert ist. Die drei
Hydroxylgruppen des Glycerins werden mit sn-1, sn-2 und sn-3 bezeichnet (sn steht fiir die
stereospezifische Nummerierung). Die Hydroxylgruppe an Position sn-3 ist mit
Phosphorséaure verestert, an den anderen beiden Positionen befinden sich Fettsduren. Die
langkettige mehrfach ungesattigte Fettsdure Arachidonsaure (AA) befindet sich haufig an der
Position sn-2 von Phospholipiden. Die Phospholipase A, (PLA,) hydrolysiert die Acyl-Gruppe
an der Position sn-2 und setzt somit Arachidonsaure frei (Gijon & Leslie, 1999). Es gibt
mehrere strukturell unterschiedliche Formen von PLA,-Enzymen, die sich in ihrem
Expressionsmuster und in der Regulation ihrer Aktivitdt unterscheiden. Sie kénnen grob in
Calcium-abhangige und Calcium-unabhangige, sowie in zytosolische und sekretorische
PLA,-Enzyme unterteilt werden. Die ubiquitar exprimierte cPLA, (engl.: ,cytosolic PLA)")
scheint eines der Hauptenzyme fir die Freisetzung von Arachidonsaure als Antwort auf
Zellstimulation zu sein. Sie wird durch Phosphorylierung aktiviert und durch erhdhte
intrazellulare Ca**-Level an die Zielmembran rekrutiert (Seeds et al, 1999). Eine weitere
Calcium-abhangige Form ist die sPLA; (engl.: ,secretory PLA,"), welche extrazellular wirkt.
Die Calcium-unabhangige iPLA, (engl.: ,independent PLA;‘) wurde in Makrophagen
entdeckt. Sie ist vermutlich konstitutiv aktiv, gewéhrleistet ein konstantes Level an freien

Fettsduren und reguliert die Verfugbarkeit von Arachidonsdure (Seeds et al, 1999). Der
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Arachidonsaurehaushalt der Zelle wird somit multifaktoriell reguliert. Verschiedene endogene
und synthetische Substanzen, die der Arachidonsaure &hneln, sind physiologisch

beziehungsweise experimentell von Bedeutung.

Docosahexaensaure (DHA) ist ebenso wie Arachidonséure eine endogene Fettsaure und
Hauptbestandteil der Membranphospholipide. Das Ethanolamid der Arachidonsaure,
Anandamid (N-arachidonyl-ethanolamin; AEA), wird wie Arachidonsdure und DHA aus
neuronalen Membranen durch die Aktivierung von Phospholipasen freigesetzt. Die
Phospholipid-Vorstufe des Anandamid stellt das N-arachidonyl-phosphatidylethanolamin
(NAPE) dar (Di Marzo et al, 1994). Durch Aktivierung einer NAPE-hydrolysierenden
Phospholipase (NAPE-PLD) wird Anandamid abgespalten. Es gibt jedoch auch alternative,
NAPE-PLD unabh&ngige Wege der Anandamidfreisetzung (Okamoto et al, 2009). Freies
Anandamid kann die Zellmembran passieren und extrazellular die Cannabinoid-Rezeptoren
vom Typ 1 (CB1-Rezeptoren) benachbarter Zellen aktivieren, es zahlt somit zu den
endogenen Cannabinoiden.

Eicosatetraensdure (ETYA) ist ein synthetisches Analogon der Arachidonsaure, welches
durch die Abbauwege der Arachidonséure in der Zelle jedoch nicht metabolisiert wird. ETYA
ist daher stabiler als Arachidonsdure und wird experimentell zur Inhibition des
Arachidonsauremetabolismus, sozusagen als ,falsches Substrat, und generell zur
Untersuchung der Effekte von langkettigen mehrfach ungesattigten Fettsduren (HUFAS)
genutzt (Tobias & Hamilton, 1979; Keller et al, 1993).

Fettsduren wurden schon mehrfach mit der Regulation von lonenkanélen in Zusammenhang
gebracht. So werden TRAAK- und TREK-Kanéle, welche zur Familie der K,P-Kanéle (Zwei-
Porendoménen Kaliumkanéle) gehdren, durch mehrfach ungeséttigte Fettsduren wie
Arachidonsaure aktiviert, jedoch nicht durch gesattigte Fettsauren (Franks & Honoré, 2004;
Fink et al, 1998). Kv-Kandle werden durch mehrfach ungesattigte Fettsduren hingegen
inhibiert (Honoré et al, 1994; Boland et al, 2009). Dies trifft sowohl auf Kanédle mit A-Typ
Kinetik als auch auf ,delayed rectifier' Kv-Kanéle zu (Oliver et al, 2004). Anandamid, DHA
und ETYA zeigen in Bezug auf die Regulation der Kaliumkanédle meist ein &hnliches
Verhalten wie Arachidonsaure selbst (Oliver et al, 2004; Boland et al, 2009). Der
Mechanismus der Inhibition von Kv-Kanélen durch mehrfach ungesattigte Fettsduren wird

derzeit diskutiert.
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1.3 RNA Editierung

Das Phanomen der RNA Editierung wurde erstmals 1986 fir ein mitochondriales Protein in
parasitdren Protozoen der Gattung Trypanosoma beschrieben (Benne et al, 1986). Die
Gruppe von Benne beschreibt eine Insertion zusatzlicher Basen auf pra-mRNA-Ebene, die in
der DNA-Sequenz des entsprechenden Gens nicht kodiert sind. Seither wurden
verschiedene Formen von Sequenzvarianten auf RNA-Ebene beschrieben. So werden
mittlerweile Modifikationen, Deletionen oder Insertionen von mehreren oder einzelnen RNA-
Basen innerhalb eines pra-mRNA Molekiils unter dem Uberbegriff RNA Editierung
zusammengefasst (Maydanovych & Beal, 2006). Diese Editierungsprozesse werden von
spezifischen Enzymen Kkatalysiert und tragen zur Diversifizierung des Proteinpools in
Protozoen und Metazoen bei. Die physiologischen Funktionen der RNA Editierung sind
vielseitig. Vor allem neuronale Prozesse scheinen entscheidend durch RNA
Editierungsprozesse beeinflusst zu werden, da eine Vielzahl neuronal exprimierter Proteine
einer RNA Editierung unterliegt. Auch die evolutiondre bzw. phylogenetische Konservierung
bestimmter RNA Editierungsstellen neuronaler Proteine in verschiedenen Organismen deutet
auf eine wichtige Funktion dieser Editierungen fir die Organismen hin (Hoopengardner et al,
2003).

1.3.1 Basenmodifikation durch ADARs und CDARs

In hoheren Eukaryonten ist die Basenmodifikation die vorherrschende Form der RNA
Editierung (Maas & Rich, 2000). Eine Basenmodifikation kann beispielsweise in einer
hydrolytischen Abspaltung von
Aminogruppen bestehen. Dies

pra-mRNA Abb. 1.4: Schema eines RNA
Editierungskomplexes. Im hier — yerandert die Identitat der
gezeigten Beispiel ist die _
Editierungsstelle im Exon der préa- kodierenden RNA-Base. Es
MRNA gelegen. Im Intron gibt es . jen verschiedene Familien
einen Bereich, der zur

Editierungsregion  komplementar von Editierungsenzymen
ist, die ECS. Zwischen ECS (rosa)

und Editierungsstelle bildet sich identifiziert. Die Familie der

eine doppelstrangige Haarnadel- CDARS (engl.: cytidine
struktur aus, die durch das ADAR- _ '

Enzym erkannt wird. Abbildung desaminases acting on RNA")
gqoogjl'f'z'e” nach Keegan et al.  \atalysiert die Desaminierung

von Cytidinen (C) zu Uridinen

(V), wahrend die Familie der
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ADARs (engl.: adenosine desaminases acting on RNA) die Desaminierung von Adenosinen
(A) zu Inosinen () katalysiert. Auch Adenosine in tRNA (Transfer-RNA) konnen editiert
werden, dazu dienen sogenannte ADATS (engl.: ,adenosine desaminases acting on tRNA®).

Die RNA Editierung von Adenosinen durch ADARs stellt einen in hdéheren Eukaryonten
haufig beobachteten Rekodierungsmechanismus dar (Maas, 2010). Das entstehende Inosin
ist eine seltene RNA-Base und wird von der Translationsmaschinerie als Guanosin (G)
interpretiert. Somit fuhrt diese Editierung funktionell zu einem Austausch von A nach G in der
entsprechenden mRNA. Die Spezifitat der enzymatischen Editierung beruht weniger auf der
Sequenz des pra-mRNA Molekils, als auf der Sekundarstruktur, die die pra-mRNA
ausbildet. ADAR Enzyme erkennen doppelstrangige Bereiche in pra-mRNAs, die sich
zwischen der exonischen Editierungsstelle und einem zur Editierungsstelle komplementaren
RNA-Abschnitt, auch ECS (engl.: ,editing complementary sequence®) genannt, ausbilden
(Higuchi et al, 1993). Die ECS befindet sich meist in einem intronischen Bereich (Abb. 1.4).
Die Editierungsstelle kann auch in intronischen oder untranslatierten Bereichen der mRNA
liegen und dort die Regulation von Splei3vorgdngen beeinflussen oder die mRNA Stabilitat
modulieren (Rueter et al, 1999; Wang et al, 2004). Editierungen, die in exonischen Bereichen
stattfinden, fuhren hingegen meist auch zu einer Anderung der Bedeutung des betroffenen
Codons, sodass bei der Translation eine andere Aminosaure in die Peptidkette eingebaut

wird, als genomisch kodiert ist.

1.3.2 Die Familie der ADAR Enzyme

In Vertebraten wurden drei Gene kloniert, die fur ADAR Enzyme kodieren (ADAR1-3) (Maas
et al, 2003). Alle drei Mitglieder der ADAR-Familie weisen sowohl Bindedomanen fir
doppelstrangige RNA als auch eine Deaminasedomane auf. Die ADAR3 weist zusatzlich
eine Einzelstrang-RNA Bindedomane auf (Chen et al, 2000). ADAR1 und ADAR2 sind
nahezu ubiquitér im Organismus exprimiert, unter anderem stark im Gehirn (Wagner et al,
1990), wahrend die ADARS ausschlie3lich in bestimmten Hirnregionen exprimiert wird (Chen
et al, 2000). Des Weiteren unterscheiden sich die drei ADAR Enzyme in ihren
Substratspezifitaiten. ADAR1 und ADAR2 weisen einen unterschiedlichen, aber teilweise
Uberlappenden Substratpool auf, wahrend fir ADARS3 bisher keine Editierungsaktivitat fur
bekannte Editierungssubstrate nachgewiesen werden konnte (Chen et al, 2000). Die
Funktion der ADAR3 wird daher noch diskutiert.
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1.3.3 Neuronale Zielproteine der RNA Editierung durch ADAR Enzyme

Zu den bisher identifizierten neuronalen Zielen der ADAR Enzyme im Menschen gehoren
u.a. die GIuR-B Untereinheit des ionotropen AMPA-Rezeptors, der metabotrope 5-HT,c-
Rezeptor und die a-Untereinheit des Kvl.1-Kanals (Sommer et al, 1991; Burns et al, 1997;
Hoopengardner et al, 2003). Die funktionellen Folgen der GluR-B Editierung und der 5-HT c-
Rezeptor Editierung sind relativ gut bekannt (Streit & Decher, 2011).

1.3.3.1 Editierung der GluR-B Untereinheit an der Q/R Stelle

Die GIuR-B Untereinheit erfahrt durch die RNA Editierung einen Aminosaureaustausch von
Glutamin (Q) zu Arginin (R) in ihrer zweiten Transmembrandomane (TM2), welche an der
Bildung der Kanalpore beteiligt ist und somit Einfluss auf den lonenfluss hat (Abb. 1.5 A). Die
Editierungsstelle wird als Q/R Stelle bezeichnet. Funktionelle AMPA-Rezeptoren sind
Tetramere, die sich aus verschiedenen Kombinationen der Untereinheiten GIuR-A, GIluR-B,
GIuR-C und GIuR-D zusammensetzen kénnen. Wahrend alle AMPA-Rezeptoren eine Na'-
Leitfahigkeit aufweisen, wird die Leitfahigkeit der Rezeptoren fiir Ca** maRgeblich durch das
Vorhandensein von GIuR-B Untereinheiten im Tetramer und durch deren Editierungsstatus
an der Q/R Stelle bestimmt (Burnashev et al, 1992). Enthélt ein Rezeptortetramer editierte
GIuR-B Untereinheiten (GIuR-B (R)), so ist es impermeabel fiir Ca**-lonen.

Sind die vorhandenen GIuR-B Untereinheiten an der Q/R Stelle nicht editiert (GIUR-B (Q))
oder sind keine GIuR-B Untereinheiten im Tetramer vorhanden, so kann die Pore Ca**-lonen
leiten. Wahrscheinlich enthalt ein Grof3teil der AMPA-Rezeptoren GIuR-B Untereinheiten, da
diese Untereinheit zu den stark exprimierten GluR-Untereinheiten gehort (Pellegrini-
Giampietro et al, 1992). Die Editierungsrate der GIuR-B Untereinheiten ist vom
ontogenetischen Entwicklungsstatus abhangig. Im adulten Hirn liegen unter physiologischen
Bedingungen uber 99 % aller GluR-B Untereinheiten in editierter Form vor, weshalb dort die
AMPA-Rezeptoren impermeabel fiir Ca** sind (Pellegrini-Giampietro et al, 1992; Sommer et
al, 1991). Studien, bei denen das ADAR2-Enzym in Mausen aufgrund eines genetischen
Knock-outs fehlt, haben gezeigt, dass diese Editierung der GIuR-B pr&-mRNA unerlasslich
fiir die normale neuronale Entwicklung und fiir das Uberleben des Organismus ist (Higuchi et
al, 2000; Brusa et al, 1995). Neben der Regulation der lonenselektivitdt hat die RNA
Editierung der Q/R Stelle ebenfalls Einfluss auf die Pharmakologie der AMPA-Rezeptoren

(Streit & Decher, 2011). Wéahrend endogene Blockersubstanzen wie Spermin und Spermidin
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und das Joro-Spinnentoxin (JSTX) nur AMPA-Rezeptoren ohne editierte GIuR-B
Untereinheiten blockieren, kann die endogene Fettsdure Arachidonsaure (AA) nur solche
AMPA-Rezeptoren blockieren, welche editierte Untereinheiten enthalten (Abb. 1.5 B und C).
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Abb. 1.5: Die RNA Editierung der GluR-B-Untereinheit des AMPA-Rezeptors beeinflusst dessen
Pharmakologie. A) RNA Editierung der GIuR-B Untereinheit fihrt zu einem Aminosdureaustausch von
Glutamin (Q) nach Arginin (R) innerhalb der zweiten Transmembrandoméne (siehe Stern). Die Q/R
Editierungsstelle befindet sich im porenbildenden Bereich des AMPA-Rezeptors und nimmt Einfluss auf dessen
Pharmakologie. B) Rezeptoren, welche aus nicht editierten Untereinheiten bestehen, werden durch
intrazellulares Spermin sowie durch extrazellular verabreichtes Joro-Spinnentoxin (JSTX) blockiert, sind jedoch
gegenuber Blockade durch Arachidonsaure (AA) resistent. C) Rezeptoren, welche editierte Untereinheiten
enthalten, sind insensitiv gegenliber Spermin und JSTX, werden jedoch durch AA blockiert.

Verminderte Editierungslevel der GIuR-B Untereinheiten in Motoneuronen wurden bei
Patienten mit sporadischer Amyotropher Lateralsklerose (SALS) beobachtet. Der dadurch
verursachte erhéhte Ca**-Einstrom wirkt exzitotoxisch und wird daher mit dem fiir diese
Erkrankung charakteristischen Absterben der Motoneuronen in Verbindung gebracht, was
die pathophysiologische Bedeutung der GIluR-B Editierung verdeutlicht (Kawahara et al,
2004).

1.3.3.2 RNA Editierung des 5HT,c-Rezeptors an multiplen Stellen

Ein weiteres prominentes Beispiel fir die funktionelle Relevanz der RNA Editierung
neuronaler Proteine ist der metabotrope Serotonin-Rezeptor 5HT,c.. Die RNA dieses
Rezeptors kann an finf moglichen Stellen editiert werden, die sich auf drei Codons verteilen.
Die drei betroffenen Aminosaurepositionen befinden sich alle in der zweiten intrazellularen
Doméane. Je nach Editierungsmuster des mRNA-Molekils koénnen 24 verschiedene

Isoformen (durch Kombination verschiedener Aminosauren an den drei von der Editierung
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betroffenen Positionen)

Abb. 1.6: Der Serotonin-Rezeptor entstehen  (Abb. 1.6). In

S-HTyc 5-HTzc  besitzt  mehrere  RNA  hymanen Hirnproben konnten
Editierungsstellen. Es gibt funf ) )
maogliche Editierungsstellen, die auf drei bisher 20 dieser Isoformen

Codons der 5-HT,c-mRNA verteilt sind.
Die betroffenen Aminosaurepositionen
(siehe Sterne) befinden sich alle in der (Fitzgerald et al, 1999; Burns
zweiten intrazellularen Schleife des

nachgewiesen werden

et al, 1997; Dracheva et al,

P 4 Kanals, die an der Bindung der G-
VM / \ Proteine beteiligt ist. An jeder Position 2003). Der 5HT,c-Rezeptor
kdnnen je nach Editierungsmuster . .
N/D/S/G I verschiedene Aminosaurereste kann  zwei  verschiedene

agftreten (die Beschriftung folgt dem Signalkaskaden aktivieren:
Einbuchstaben-Code).

Zum einen ist er ein Gq
gekoppelter Rezeptor, sodass der PLC-IP; Signalweg aktiviert wird. Die drei
Aminosaurepositionen, die der Editierung unterliegen, befinden sich in dem intrazellularen
Bereich, an den G4-Proteine bei Aktivierung des Rezeptors binden. Zum anderen kann uber
eine bisher unbekannte Kaskade der PLA,-AA Weg aktiviert werden. Der 5HT,c-Rezeptor
kann auBerdem durch verschiedene Agonisten aktiviert werden. Welcher Signalweg dabei
vorwiegend aktiviert wird, hangt davon ab, welcher Agonist an den Rezeptor bindet. Dieses
Phanomen wird als Agonist-gesteuertes Handeln des Rezeptor-Stimulus (engl.: ,agonist-
directed trafficking of receptor stimulus®; ADTRS) bezeichnet. Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass das Editierungsmuster regulierend auf das ADTRS wirkt. So zeigen vollstandig
editierte Rezeptoren beispielsweise keine Praferenz fir einen der beiden Signalwege,
unabhangig vom aktivierenden Agonisten (Berg et al, 2001).

Unabhéngig von der Modulation des ADTRS wurde ferner gezeigt, dass Agonisten an
editierten Rezeptoren eine geringere Aktivierungspotenz aufweisen. Dies ist sowohl auf eine
geringe Affinitaten der editierten Rezeptoren fir die Liganden als auch fur die G-Proteine
zuriickzufuhren (Herrick-Davis et al, 1999). Es wird allgemein angenommen, dass das
neuronale serotonerge System an der Regulation der Stimmung beteiligt ist. Einige Studien
haben bereits Hinweise darauf geliefert, dass verédnderte Editierungsraten des 5HT,c-
Rezeptors mit bestimmten psychiatrischen Erkrankungen oder Symptomen Kkorrelieren
kénnten. So wurde unter anderem ein allgemeiner Trend zu erhéhten Editierungsraten des

5HT,c-Rezeptors bei Suizidopfern festgestellt (lwamoto et al, 2009; Gardiner & Du, 2006).
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1.3.4 RNA Editierung des humanen Kv1l.1-Kanals

Ein relativ neu entdecktes Ziel neuronaler humaner Kviil
RNA Editierung ist die a-Untereinheit des Kvl.1-
Kanals (Hoopengardner et al, 2003). Die intronlose
pr&-mRNA des Kanals wird innerhalb einer

exonischen Haarnadelstruktur an einem einzelnen

Adenosin durch das Enzym ADAR2 editiert. Diese N

Editierung hat einen Aminosdureaustausch an
Abb. 1.7: RNA Editierung des Kv1.1-
Kanals. Der humane Kvl.1-Kanal

Segment der Kanaluntereinheit zur Folge (Abb. 1.7).  unterliegt einer Editierung, die zu einem

. . . . Aminosaureaustausch von Isoleucin (I)
Die S6-Segmente der einzelnen a-Untereinheiten ., vaiin (V) in der Mite des S6-

sind an der Bildung der zentralen Pore des Segmentes fuhrt (siehe Stem). Das S6-
Segment ist an der Bildung der inneren

funktionellen Kanaltetramers beteiligt. Porenwand beteiligt.

Position 400 von Isoleucin (I) zu Valin (V) im S6-

Eine bisher beschriebene Folge dieser Editierung ist eine verringerte Affinitdt der Kanalpore
fur den Inaktivierungspartikel der KvB1.1-Untereinheit, welche sich in einer beschleunigten
Erholung von der Inaktivierung widerspiegelt (Bhalla et al, 2004). Uber eventuelle weitere
Auswirkungen der 1400V Editierung des Kvl.1-Kanals ist bisher nur wenig bekannt. Im
Rahmen meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass editierte Kanale einen geringeren
Ganzzellstrom aufweisen. Dazu wurde in Xenopus Oozyten die Stromgréf3e von Kvl.1- und
1400V-Kanalen untersucht. Bei gleichen Expressionsbedingungen (gleiche cRNA-Mengen an
Kv1.1 und 1400V, zeitgleich injiziert und gemessen) wurde die Gré3e der Ganzzellstrome am
zweiten Tag nach der Injektion gemessen. Die Strome der editierten Kanale zeigten im Mittel
nur ~ 40 % der StromgroRe, die flr nicht editierte Kandle erreicht wurde (Abb. 1.8) (Streit,
2008). Die molekularen Hintergriinde dieses Stromgrof3enunterschieds wurden bisher nicht

untersucht.

Abb. 1.8: Editierte Kvi1.1-Kanale zeigen Desweiteren habe ich in meiner
eine reduzierte Stromgréf3e in Xenopus

104rh Oozyten. Der Vergleich der Stromgrof3en Diplomarbeit begonnen, die
0.8 4 von nicht editierten (KVll) und editierten Pharmakologie der editierten
E (1400V) Kvl.1-Kanalen zeigt, dass die .
& 0,64 Editierung eine Reduktion des Stromes um Kvl.1l-Kandle zu untersuchen.
5] - 0 i i . . .
2 04l 61£5% bewirkt. Zur Bestimmung der — papej stelite sich heraus, dass die
T StromgréRen wurden gleiche Mengen an
(0] . . . .y . PP
€ o, Kvli.1 und 1400V-cRNA zeitgleich in 1400V Editierung die Sensitivitat
' Xenopus Oozyten injiziert. Nach 48 h d Kanal ib
0,0 - i Expressionszeit wurden die Stromgrdf3en in er anaie gegenuber
o TEVC-Messungen bei einem  verschiedenen Blockersubstanzen
s depolarisierenden Potential von + 40 mV
bestimmt (Streit, 2008). stark herabsetzt. Zu den Blockern
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mit verringerter Wirkung bei editierten Kanédlen zéhlen u.a. Psora-4 und 4-AP. Auch die
durch Arachidonséaure induzierte Inaktivierung wird durch die 1400V Editierung aufgehoben.
Letzteres war anhand der bisher postulierten Mechanismen der Arachidonsaurewirkung ein
eher unerwartetes Ergebnis (Streit, 2008).

Initial wurde angenommen, dass Arachidonsaure in der Membran vorliegt und durch eine
Interaktion mit dem Selektivitatsfilter des Kanals eine Inaktivierung auslést (Oliver et al,
2004). Somit ware kein direkter Kontakt mit der zentralen Kanalpore fur die Wirkung der
Arachidonséure von Noten. Die Beobachtung, dass die 1400V Editierung die
Arachidonsaure-Wirkung aufhebt (Streit, 2008), stellte den bisher angenommenen
Mechanismus der Stromreduktion von Arachidonséure in Frage, da die editierte Aminoséure
in der Mitte des porenbildenden S6-Segment lokalisiert ist und nicht Teil des
Selektivitatsfilters ist. Die Sequenz der inneren Pore aller Kvl-Kanéle ist identisch und somit
auch die Bindungsstelle fur Porenblocker. Die Bedeutung der editierten Aminoséureposition
fur die Wirkung der Arachidonséure wurde durch Mutation der homologen Stelle im Kv1.5-
Kanal (I508A) bestatigt (Streit, 2008). Zudem wurden durch systematische Mutationen im
S6-Segment des Kvl.5-Kanals funf weitere Aminoséauren identifiziert, deren Mutation zu
Alanin die Wirkung der Arachidonsaure vermindert (1502, V505, V512, P513 und V516)
(Streit, 2008). 1508 entspricht der Editierungsstelle 1400 im Kv1.1-Kanal. Der Abstand von 3-
4 Positionen zwischen den einzelnen Aminosauren lasst darauf schlieRen, dass sie auf der

gleichen Seite der Helix liegen. Der genaue Blockmechanismus blieb bisher ungeklart.
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Aspekte der physiologischen
und pharmakologischen Regulation von Kvl-Kandlen untersucht werden. Dazu sollten
hauptséchlich verschiedene elektrophysiologische und molekularbiologische Methoden,

sowie Fluoreszenzmikroskopie genutzt werden.

Ein Ziel bestand in der Aufklarung des Mechanismus der durch endogene mehrfach
ungesattigte Fettsduren und verwandte Substanzen induzierten Inaktivierung von Kv-
Kanalen. Die in meiner Diplomarbeit aufgestellte Hypothese, dass die endogene Fettsaure
Arachidonséaure in der inneren Kanalpore bindet und somit als Porenblocker dient, sollte
Uberprift werden.

Ein weiteres Ziel bestand darin, die Folgen der RNA Editierung des Kvl.1l-Kanals zu
analysieren. Zunachst sollte eine pharmakologische Charakterisierung erfolgen, bei der
verschiedene endogene und synthetische Blockersubstanzen sowie Toxine beztiglich ihrer
Wirksamkeit gegentber nicht editierten und editierten Kvl.1-Kanalen getestet werden. Dies
sollte Aufschluss Uber die physiologische und pharmakologische Relevanz der Kvl.1
Editierung geben. AnschlieRend sollte eine Charakterisierung der editierten Kvl.1-Kanéle
erfolgen, bei der die molekulare Grundlage fur die zuvor beobachtete Reduktion des
Ganzzellstromes editierter Kv1.1-Kanéle aufgeklart werden sollte.

Zur Untersuchung pathophysiologischer Aspekte der Kvl.1-Editierung stand ein Tiermodell
fur Epilepsie zur Verfigung, dessen chronisch epileptischen Tiere eine veranderte
Pharmakologie aufweisen, die bisher nicht erklart werden konnte. Im Rahmen der hier
vorliegenden Arbeit sollte daher die Kvl.1-Editierungsrate der epileptischen und gesunden
Tiere im entorhinalen Cortex verglichen werden. Das Ziel bestand darin, zu klaren ob eine
veranderte Kvl.1-Editierungsrate die unterschiedliche Pharmakologie epileptischer und

gesunder Tiere erklaren kann.

Neben den Aspekten der Pharmakologie und Kvl1.1-Editierung stellte ebenfalls die
Untersuchung der A-Typ Inaktivierung durch die Kvp1.3-Untereinheit einen Teilaspekt der
Arbeit dar. Hier wurde die Aufklarung der Konformation des Inaktivierungspartikels der

KvB1.3-Untereinheit angestrebt.
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2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Molekularbiologie

2.1.1 Bakterienstamme

Zur DNA-Vermehrung wurden Escherichia coli Zellen des Stammes DH5a (Genotyp: F
®80lacZAM15A (lacZYAargF) U169deoRrecAlendAlhsdR17 (r,m,") phoAsupE44thilgyrA
96relA1N) der Firma Invitrogen verwendet. Diese Zellen sind durch chemische
Vorbehandlung seitens des Herstellers kompetent flir DNA-Transformationen mittels
Hitzeschock (siehe 2.1.3).

Plasmide mit niedriger Transformationseffizienz wurden mittels Elektroporation in Bakterien
eingebracht (siehe 2.1.4). Dazu wurden elektrokompetente XL1-Blue MRF*'-Zellen
(Stratagene) verwendet. Diese besitzen folgenden Genotyp: A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F proAB laclZAM15Tn10 (Tet")].

2.1.2 Antibiotika

Alle verwendeten Plasmide trugen ein Resistenzgen gegen Ampicillin oder Kanamycin (siehe
2.2.6). Beide Antibiotika wurden als Pulver bezogen und zur Herstellung einer Stammlésung
in ddH,O geldst. Beide Stammldsungen hatten eine Konzentration von 100 mg/ml. Die
Stammldsungen wurden aliquotiert und bei - 20 °C gelagert. Die Endkonzentration der
Antibiotika in LB-Medium oder LB-Agar betrugen 100 pg/ml (Ampicillin) bzw. 50 pg/ml

(Kanamycin).

2.1.3 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien mittels Hitzeschock

80 pl DH5a-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 10 pl eines Ligationsansatzes (bzw. 10 -
100 ng einer Plasmid-DNA) zugegeben. Die Zellsuspension wurde vorsichtig mit der DNA

gemischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurde der Ansatz fur 1 min auf 37 °C
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erhitzt und anschlieBend fir weitere 2 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 900 ul LB-

Medium wurde der Ansatz fur 1 h bei 37 °C geschuttelt.

Danach wurde fir 5 min bei 5000 rpm zentrifugiert und der entstehende Medienlberstand
dekantiert. Das Bakterienpellet wurde in dem verbleibenden Medienrtickstand resuspendiert
und auf LB-Agarplatten (mit Antibiotikum) ausgestrichen. Die Inkubation der Platten erfolgte
U.N. bei 37 °C.

2.1.4 Transformation von Plasmid-DNA in Bakterien mittels Elektroporation

20 ul der elektrokompetenten XL1-blue MRF‘-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und 1-5 ul des
Ligationsansatzes zugegeben. Der Ansatz wurde in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette
(Elektrodenabstand: 2 mm) dberfuhrt. Mittels eines Elektroporationsgerats (,MicroPulser®,
BioRad) wurde ein elektrischer Puls appliziert. Unmittelbar nach der Elektroporation wurden
die Bakterien in 1 ml LB-Medium (RT) aufgenommen und 1 h bei 37 °C schuttelnd inkubiert.
Danach wurde die Bakteriensuspension auf einer LB-Agarplatte mit entsprechendem
Antibiotikum ausplattiert und 00.N. bei 37 °C inkubiert.

2.1.5 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die Kultivierung von Escherichia coli erfolgte G.N. bei 37 °C entweder in flissigem LB-
Medium als Schiuttelkultur oder ausgestrichen auf LB-Agarplatten. LB-Medium und LB-Agar
wurden jeweils als Fertigpulver bezogen und nach Herstellerangaben gelost. Zu
Selektionsgriinden wurde gegebenenfalls das LB-Medium bzw. die LB-Agarose vor
Gebrauch mit dem zur Selektion bendtigten Antibiotikum supplementiert.

2.1.6 Plasmidisolierung aus Bakterien im kleinen Mal3stab -
Minipraparation

Von Ubernachtkulturen auf LB-Agarplatten wurden einzelne Bakterienkolonien isoliert und in
2 ml LB-Medium (mit Antibiotikum) bei 37 °C als Schittelkultur G.N. inkubiert. Die
Bakterienkulturen wurden dann in 2 ml Eppendorf-GeféalRe tberfihrt und fur eine Minute bei
13000 rpm zentrifugiert. Der fliissige Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Zur

Isolierung der Plasmid-DNA aus den pelletierten Bakterienkulturen wurde das ,Plasmid Mini
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Kit 1 (E.Z.N.A.) verwendet und nach der zugehdérigen Anleitung verfahren. Eluiert wurde die
Plasmid-DNA in autoklaviertem ddH-0.

2.1.7 Plasmidisolierung aus Bakterien im gro3en Mal3stab -
Midipraparation

Die Anzucht der Bakterienkolonie erfolgte wie bei der Minipraparation, mit dem Unterschied,
dass die Ubernachtkultur in 50 ml Medium angesetzt wurde. Die Plasmidisolierung wurde

mittels des ,Plasmid Midi Kit* (QlAgen) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

2.1.8 Positionsgerichtete Mutagenese

Alle selbst erstellten Mutationen wurden mittels PCR-basierter positionsgerichteter
Mutagenese in den jeweiligen Plasmidhintergrund eingefiihrt. Fir jede Mutation wurden
spezifische Primer entworfen, die mit Hilfe von nicht-komplementaren Abschnitten die
gewinschte Mutation in den synthetisierten DNA-Strdngen hervorrufen. Die restliche
Primersequenz war komplementar zur Ausgangs-DNA und ermdéglichte die Anlagerung der
Primer. Alle weiteren Komponenten wurden dem Kit ,QuikChange II Site-Directed
Mutagenesis® (Stratagene) entnommen und die PCR nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Alle PCRs wurden in einem ,MJ Mini Gradient Thermal Cycler* (Bio-Rad)
durchgefihrt.

2.1.9 Enzymatischer Verdau von DNA

Zur Linearisierung von Plasmid-DNA (als Vorbereitung der in vitro Transkription) oder zur
Subklonierung von DNA-Fragmenten wurden Restriktionsendonukleasen verwendet. Diese
erkennen und spalten spezifische Sequenzabschnitte in DNA. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Endonukleasen wurden von Fermentas oder New England Biolabs (NEB)

bezogen und nach den Empfehlungen des Herstellers angewandt.

Zur Erstellung von Restriktionskarten eines Plasmids oder DNA-Fragmentes wurde die

homepage ,Web Map Preferences” (http://pga.mgh.harvard.edu/web apps/web map/start)

genutzt.
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2.1.10 Aufreinigung von DNA-Fragmenten

Zur Isolation einzelner DNA-Fragmente nach einem Restriktionsverdau mit zwei oder mehr
Endprodukten wurden diese durch Gelektrophorese aufgetrennt und die gewlinschte Bande
aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Die DNA wurde mit Hilfe des ,,QlAquick Gel Extraction
Kit” (Peqlab) nach Angaben des Herstellers aus der Agarose extrahiert. Zur Aufreinigung
eines DNA-Fragmentes nach einer Linearisierung (ein Produkt) wurde das ,Peq Gold Micro

Spin Cycle Pure Kit* (Peqglab) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.1.11 In vitro Transkription

Die Synthese von cRNA wurde mittels der ,mMESSAGE mMACHINE®-Kits* (Ambion)
durchgefiihrt. Je nach Vektor wurde entweder T7 oder Sp6 Polymerase verwendet. Fur

einen Reaktionsansatz von 15 pl wurden folgende Volumina eingesetzt:

2x dNTP/CAP (Sp6 oder T7) 7,5 pl
10x Reaktions-Puffer 1,5u
Linearisierte Plasmid-DNA 4,5 ul
Enzym-Mix (enthélt RNA Polymerase und RNAse Inhibitor) 1,5l

Der Transkriptionsansatz wurde fir 2 h bei 37 °C inkubiert. Es folgte ein Verdau mit 1 pl
TURBO DNAse | (2 U/ul, ebenfalls im Kit enthalten) fur 15 min bei 37 °C. Der Erfolg der
cRNA-Synthese wurde mittels Gelektrophorese auf einem 1,5 %-igen Agarosegel getestet.
Die cRNA-L6sung wurde bis zum Gebrauch bei - 20 °C gelagert.

2.1.12 Lithium-Chlorid-Prazipitation der cRNA

Die Quantifizierung synthetisierter cRNA wird durch Komponenten des Syntheseansatzes
gestort (z.B. Proteine und nicht eingebaute Nukleotide). Daher wurden cRNAs vor der
Quantifizierung aufgereinigt. Dazu wurde die CcRNA-Losung mit 25 pl LiCl-
Prazipitationslésung (7,5 M Lithium-Chlorid, 50 mM EDTA) und 30 pl RNAse freiem Wasser
gemischt und fir 30 min bei - 20 °C inkubiert. Ein Zentrifugationsschritt (30 min, 13000 rpm,
4 °C) diente der Pelletierung der cRNA. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
80 %-igem EtOH p.a. aufgenommen. Durch Zentrifugation fir 20 min bei 13000 rpm wurde
die cRNA erneut pelletiert und anschlielend das EtOH vollstandig entfernt. Auf diesen

Waschschritt folgte die Trocknung des Pellets fiir ca. 5 min bei 37 °C. Das Pellet wurde in
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15-20 ul RNAse freiem Wasser resuspendiert und die Qualitéat erneut auf einem 1,5 %-igen

Agarosegel Uberpriift (siehe 2.2.13).

2.1.13 Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA- oder RNA-Fragmenten wurden 1,5 %-ige
Agarosegele verwendet. Zu deren Herstellung wurden 1,5 g Agarosepulver (Sigma) in
100 ml eines 1 x TAE-Puffers (Zusammensetzung: 40 mM Tris; 40 mM Essigsaure; 1 mM
EDTA) durch Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Nach kurzer Abkihlung wurden vier
Tropfen Ethidiumbromid (Konzentration: 250 pg/ml) aus einer ,dropper bottle* (Roth)
zugegeben und durch Schwenken in der Lésung verteilt. Die flissige Agarose wurde in
Gelkammern gegossen. Nach Erkalten wurden die Gele bis zum Gebrauch bei 4 °C
aufbewahrt.

Die Elektrophorese wurde in einer mit TAE-Puffer gefillten Kammer durchgefiihrt. Die DNA-
bzw. RNA-Proben wurden mit ,6x DNA loading dye“ (Fermentas) gemischt und in die
Geltaschen Uberfiihrt. Zusatzlich wurde ein Langenstandardmarker ,Lambda DNA/Eco47I
(Avall)* (Fermentas) zur Bestimmung der FragmentgroRen aufgetragen. Zur Elektrophorese
wurde fur 10 bis 45 Minuten (je nach Anwendung) eine Spannung von 100 V angelegt.
AnschlieRend wurden die Gele zur Dokumentation auf eine UV-Transluminator (BXT-20.M,
UViltec) gelegt, fotografiert und ausgedruckt (DP-CF-011.C, Vilber Lourmat).

2.1.14 Quantifizierung von RNA und DNA

Die Konzentration von RNA- und DNA-Ldsungen wurde mit Hilfe eines UV-Spektrometers
(,Genequant®, Pharmacia Biotech) bestimmt. Dazu wurde die Lichtabsorption bei einer
Wellenlange von A = 260 nm gemessen. Eine OD von 1 entspricht bei dieser Wellenlange

einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul bzw. einer DNA-Konzentration von 50 ng/pl.
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2.1.15 Quantifizierung der RNA Editierung im entorhinalen Cortex

Zur Quantifizierung der RNA-Editierung im entorhinalen Cortex von epileptischen Ratten und
Kontrolltieren wurden cDNA-Proben genutzt, die mir von unserem Kollaborationspartner C.
Derst zur Verfigung gestellt wurden.

Diese cDNA-Fragmente wurden zwecks Vermehrung in das Vektorsystem pGEM-T Easy
(Promega) subkloniert. Dieses System hat den Vorteil, dass eine erfolgreiche Subklonierung
aufgrund einer blau-weil3 Selektion der Kolonien erfasst werden kann. Im ,leeren“ Vektor (bei
nicht erfolgreicher Subklonierung) kann durch IPTG (Isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid)
eine Expression des Enzyms B-Galaktosidase induziert werden, welches X-Gal (5-Brom-4-
Chlor-3-Indoxyl-B-D-Galactopyranosid) zu 5-Brom-4-Chlor-Indoxyl spaltet, das durch
Sauerstoff zu dem tiefblauen Farbstoff 5,5’-Dibrom-4,4’-Dichlor-Indigo oxidiert wird. Bei
erfolgreicher Subklonierung wird ein cDNA-Fragment in die multiple Klonierungsstelle
eingebaut, welche innerhalb des Gens fur die B-Galaktosidase liegt. Es kann keine
funktionelle B-Galaktosidase mehr exprimiert werden und die Blaufarbung durch IPTG und X-
Gal bleibt aus.

Kolonien, die keine blaue Farbung zeigten, wurden in Schittelkulturen kultiviert und
anschliel3end die Plasmid-DNA isoliert. Durch Sequenzierung der Plasmid-DNA im Brereich
der mutliplen Klonierungsstelle konnte quantifiziert werden, wie viele der zuvor

eingebrachten cDNA-Fragmente einer 1400V-Editierung unterlagen.

2.1.16 Sequenzierungen

Sequenzierungsreaktionen wurden von der Firma Seglab durchgefiihrt. Die Auswertung
erfolgte anhand der Programme Sequencher (Gene Codes) und ChromasLite

(Technelysium).

2.1.17 Proteinextraktion aus Xenopus Oozyten

Die Expression heterolog exprimierter lonenkanéle in Xenopus Oozyten wurde mit Hilfe einer
Extraktion der Gesamtproteine der Xenopus Oozyten und anschlieendem Nachweis des
heterolog exprimierten Proteins mittels Western Blot untersucht. Pro untersuchtem
Kanalkonstrukt wurden dazu ca. 48 h nach cRNA-Injektion (siehe unten) 20 Oozyten in ein
1,5 ml Reagiergefa tberfihrt und durch Zugabe von 400 pl TX-100 Lyse-Puffer (NacCl,
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150 mM; Tris/HCI, 20 mM; Triton-X-100, 1 %; Protease Inhibitor Cocktail (Roche), 10 ul; pH
7,5) und durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert (Zuzarte et al, 2007). Der
homogenisierte Ansatz wurde fur 5 min auf Eis inkubiert und anschlie3end fur 15 min bei
4 °C bei 13000 rpm zentrifugiert. Dadurch bildeten sich drei Phasen, von denen die mittlere,
klare Phase die geltsten Proteine enthielt. Diese Phase wurde abgenommen, in neue
Reagiergefale Uberfihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert. Die
Proteinlysate wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und anschlie@Rendem Western Blot
analysiert.

2.1.18 Auftrennung von Proteinen mittels SDS- Polyacrylamid-
Gelelektophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein Trenngel mit 10 % SDS verwendet. Dieses enthielt
2,15 ml Tris-HCI (1 M, pH 8,8), 1,5 ml H,O, 1,8 ml Acrylamid/Bisacrylamid, 28 ul SDS (20 %),
30 ul APS (40 %) und 12 ul TEMED. Das Sammelgel setzte sich wie folgt zusammen: 200 pl
Tris-HCI (1 M, pH 6,8), 2,5 ml H,O, 488 pl Acrylamid/Bisacrylamid, 16 pl SDS (20 %), 13 pl
APS (10 %) und 4,5 pl TEMED.

Von jeder Proteinlysat-Probe wurden 15 pl abgenommen und mit 3 pl 5 x Ladepuffer (62,5
mM Tris-HCI, pH 6,8, 20 % (v/v) Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,125 % (w/v) Bromphenolblau) vermischt. Der Ansatz wurde fiir 5 min bei 95 °C denaturiert.
Darauf folgte eine 3 mintige Zentrifugation bei 5000 rpm. Der gesamte Ansatz (18 ul) wurde
dann auf das SDS-Gel Uberfuhrt. Die Elektrophorese wurde zunéchst fir 30 min bei 30 mA
(konstanter Stromfluss) und dann fir weitere 60 min bei 40 mA (konstanter Stromfluss)

durchgefihrt.

2.1.19 Proteindetektion mittels Western Blot

Die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte mittels der semi-dry
Methode in einer Elektrophoresekammer (Biorad). Die Nitrocellulosemembran wurde in einer
Blockerldsung (Roti-Block (Roth) 1:10 verdiinnt in 1 x TBST (0,1 % Tween)) fur 2 h bei RT
inkubiert. Die Bindung des Erstantikorpers erfolgte U.N. bei 4 °C. Danach wurde drei mal fur
10 min in 1XTBST gewaschen. In der Zweitantikdrper-Losung (Antikdrper 1:8000 verdinnt in
1x TBST) wurde fir 1 h inkubiert und danach erneut drei mal fur 10 min in 1XTBST

gewaschen. Das Lumineszenzsubstrat wurde 5 min vor Auflegen des Rontgenfilms
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gleichmaRig Uber der Membran verteilt. Nach der Exposition wurde der Rontgenfilm
entwickelt (Entwicklerlésung G150, AGFA) und fixiert (Fixierlosung G359, AGFA).

2.1.20 Quantifizierung der aufgetragenen Proteinmenge durch
Analyse der Bandenintensitaten

n.K

-« Abb. 2.1: Prinzip der Software gestitzen
Analyse von Western Blot Ergebnissen. Die
! entwickelten  Rontgenfilme werden zunéchst

Rontgenfilm [l :.:_ eingescannt ulnd dann mittels des Progrgmms
' ImageJ analysiert. In der Software werden die zu

i analysiereden Bereiche ausgewahlt (gestrichelte
_____________ ¥ Boxen oben). Das Bandenmuster wird von dem

\l/ \l/ Programm in  ein  Amplitudenhistogramm

umgewandelt (gestrichelte Boxen unten). Die
o>  Flache unter der Kurve (schraffiert) gibt die
Bandenintensitat wider und wird zum Vergleich der
Proteinmengen herangezogen. n.K. = negativ

i i
Histogramm | | 22 b

V4 ! Kontrolle.
¥ iy e

Zur Bestimmung der Bandenintensitat wurden die entwickelten Réntgenfilme der Western
Blot Analyse eingescannt und mittels des Programms ImageJ (NIH) ausgewertet. Das
Programm ermoglicht die Ubersetzung der Banden jeder einzelnen Spur in ein Histogramm
(Abb. 2.1). Der Peak von Interesse (hier ein Doppelpeak) wird ausgewahlt und die Flache
unter der Kurve (engl.: ,area under the curve®; AUC) bestimmt (Abb. 2.1, schraffierter
Bereich). Der Wert, der sich fir die Flache unter der Kurve ergibt, kann als Maf3 fur die
Intensitat der Banden und somit fur die Menge des aufgetragenen Proteins angenommen
werden.

2.1.21 Oberflachenexpressionsanalyse in Xenopus Oozyten

Um die Expression heterolog exprimierter lonenkanéle an der Plasmamembran von Xenopus
Oozyten quantifizieren zu konnen, wurde zunéchst ein Hamagglutinin-Epitop mittels
positionsgerichteter Mutagenese (siehe 2.1.8) in den extrazellularen Kanalbereich
eingebracht. Ca. 48 h nach Injektion der Kanal-cRNA wurden die Oozyten dem folgenden
Protokoll unterzogen: Pro Konstrukt wurden ca. 30 Oozyten in einem Rundbodenréhrchen
(5ml, 75x12 mm, Sarstedt) in 400 ul Blockierlosung (ND96 versetzt mit 1 % Albumin
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Fraktion V (Roth)) fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Blockierlésung wurde anschlieRend
vollstandig abgenommen und die Oozyten in 200 pl Erstantikorperldsung (Ratte Anti-HA-
Antikorper (Roche) 1:100 verdinnt in Blockierlésung) aufgenommen. In dieser Lésung wurde
fur 1 h auf Eis inkubiert. Anschlie3end folgten, tber 30 min verteilt, sechs Waschschritte in je
ca. 2ml Blockierlésung. Diese Schritte wurden in 24-well Platten (Sartstedt) auf Eis
durchgefuhrt. Danach wurden die Oozyten erneut in Rundbodenréhrchen dberfuhrt und in
200 pl der Zweitantikdrperldsung (Ziege Anti-Ratte-lgG-Antikdrper, Meerrettich-Peroxidase
(engl.: ,horseradish peroxidase“; HRP) gekoppelt (Dianova), 1:500 verdinnt in
Blockierlésung) fur 1 h auf Eis inkubiert. Darauf folgte erneut ein Waschschritt in 24-well
Platten, hier jedoch 12 Waschschritte verteilt auf 60 min (siehe oben). Ein weiterer
Waschschritt, diesmal in ND96, wurde in 6-well (6-Loch) Platten durchgefiihrt. Dabei wurden
die Oozyten alle 15 min in ein neues well mit 5 ml ND96 Uberfuhrt. Die Quantifizierung des
gebundenen HRP-gekoppelten Zweitantikdrpers erfolgte mittels eines
Lumineszenzsubstrates (SuperSignal Femto ELISA Maximum Sensitivity Substrate, Thermo
Scientific), welches durch die Peroxidase gespalten wird. Die Substratspaltung fuihrt zu einer
Lichtemission bei 425 nm (Abb. 2.2). Die Lichtemission wurde mittels eines GloMax
Luminometers (Promega) gemessen. Dazu wurden die Oozyten einzeln in ein Reagiergefal
mit 20 pl des Lumineszenzsubstrates pipettiert und unverziglich mit der Messung der
Lichtemission begonnen. Die Lichtmenge wurde von dem Gerat in relativen Lichteinheiten
(engl: ,relative light units; RLU) angegeben. Fir jede Oozyte wurde der maximale RLU-Wert

bestimmt und als Ergebnis notiert.

Abb. 2.2: Funktionsprinzip der Hamagglutinin-Epitop
basierten Oberflachenexpressionsanalyse. In den
extrazellularen Bereich des zu untersuchenden Proteins
wird mittels Mutagenese ein Hamagglutinin-Epitop (HA)
eingefuihrt (rot). Ein spezifischer Erstantikdrper bindet
an das HA-Epitop und wird selbst durch einen zweiten
Antikorper erkannt, der an Merrettich-Peroxidase (HRP)
gekoppelt ist. Die HRP katalysiert die Spaltung eines
Lumineszenzsubstrates, wodurch Licht (hy) bei einer
Wellenlange von 425 nm emittiert wird.
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2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden HEK293- und HelLa-Zellen verwendet. Aufgrund vergleichsweise
geringer Expression endogener lonenkandle eignen sich beide Zelllinien flr
elektrophysiologische Untersuchungen heterolog exprimierter Kanale. HEK293-Zellen (engl.:
»,human embryonic kidney*) sind humane embryonale Nierenzellen, wahrend es sich bei
HelLa-Zellen um Epithelzellen handelt, welche aus einem Zervixkarzinom isoliert wurden.
Benannt wurden die Zellen nach Henrietta Lacks, der Patientin, aus der die urspringlichen

Zellen der Linie stammen. Beide Zelllinien sind adharent wachsend.

2.2.2 Kulturbedingungen

Sowohl HEK293- als auch HelLa-Zellen wurden in D-MEM (Dulbecco’s modified eagle
medium, Invitrogen) Kkultiviert, das mit 10 % FCS (engl.: ,foetal calf serum®) und 1 %
Penicillin/Streptomycin-Ldsung (Invitrogen) supplementiert wurde (wird im Folgenden als
,Vollmedium* bezeichnet). Die Zellen wurden in Nunclon 25 cm Kulturflaschen (Nunc) bei
37 °C in 5 %-iger CO,-Atmosphére in 5 ml Vollmedium kultiviert. Je nach Konfluenz wurden

die Zellen alle zwei bis finf Tage passagiert.

2.2.3 Passagieren der Zellen

Zunéchst wurde das Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt. Die am Flaschenboden
befindlichen Zellen wurden mit 4 ml 1 x PBS gewaschen. Dann wurde der Flaschenboden
mit 2 ml Trypsin/EDTA-L6sung (PAA) bedeckt, welches die Bindungen zwischen Zellen und
Flaschenboden |8st. Nach einminltiger Inkubation bei 37 °C lieRen sich die Zellen durch
leichtes Schwenken der Kulturflasche vom Boden ablésen. Die enzymatische Reaktion
wurde durch Zugabe von 8 ml Vollmedium abgestoppt und die Zellsuspension in ein 50 ml
Falcon uberfiihrt. Die Zellen wurden durch eine zweimindtige Zentrifugation bei 1500 rpm
pelletiert. Das Pellet wurde in 3 ml Vollmedium aufgenommen und die Zellsuspension wurde

auf neue Kulturflaschen bzw. -schélchen verteilt.
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2.2.4 Aussaen von Zellen

Alle Experimente mit Kulturzellen wurden in Kulturschalen mit 35 mm Durchmesser
durchgefuhrt. Dazu wurde ein Teil der Zellsuspension bei der Passagierung in einem
grolBeren Volumen Vollmedium aufgenommen und dies & 2 ml pro Kulturschale verteilt. Die
Zelldichte wurde dabei so gewahlt, dass die Zellen in den Schalen am néchsten Tag zu 60
bis 80 % konfluent waren. Fir elektrophysiologische Messungen wurden die Zellen zur
Transfektion in 35x10 mm Nunclon-Kulturschalen (Nunc) ausgesat, fir die
Fluoreszenzmikroskopie wurden Glasbodenschalen mit den gleichen MafRen (WillCo)

verwendet.

2.2.5 Transfektion

Alle Transfektionen wurden mit dem Transfektionsreagenz FUGENEG6 (Roche) durchgefiihrt.
Transfektionen wurden stets am Tag nach dem Aussaen der Zellen in die Schalen
durchgefuihrt. Die Zellen hatten zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von
60 bis 80 %. Vor Beginn der Transfektion wurde das Vollmedium in den Kulturschalen durch
DMEM mit 10 % FCS (Vollmedium ohne Penicillin/Streptomycin) ersetzt. Zur Transfektion
wurden zunéchst pro Kulturschale 100 ul DMEM (ohne Zusétze) und 3 pl FUGENES in einem
Eppendorfgefal? gemischt. Nach 5 min Inkubationszeit wurde diesem Ansatz die zu
transfizierende DNA zugegeben und der Ansatz erneut gemischt. Nach 20 min
Inkubationszeit wurden 100 pl des Transfektionsansatzes pro Kulturschale appliziert, ohne

dabei die Zellen am Boden zu beschadigen.
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2.2.6 Verwendete Plasmide

Folgende Plasmide wurden als Ausgangsprodukt fiir cRNA-Synthesen genutzt:

cDNA/Vektor Spezies Resistenz Riztan”;:qon Promotor
Kv1.1/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.1-1400V/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.1-HA/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.1-1400V-HA/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.2/pGEM Ratte Ampicillin Nhel T7
Kv1.3/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.4/pXOOM Ratte Neomycin/Kanamycin Nhel T7
Kv1.5/pSGEM human Ampicillin Nhel T7
Kv1.6/pGEM Ratte Ampicillin Nhel T7
Kvp1.3/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
Kvp1.3-R5K/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
Kvp1.3-R5C/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
Kvp1.3-R5Q/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
Kvp1.3-R5A/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
Kvp1.3 A2-10/ALMV human Ampicillin EcoRl SP6
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Folgende Plasmide wurden zur Transfektion von Kulturzellen verwendet:

cDNA/Vektor Spezies Resistenz
Kv1.1/pCDNA3.1 human Ampicillin/Zeocin
Kv1.1-1400V/pCDNA3.1 human Ampicillin/Zeocin
Kv1.4/pCDNA3.1 (+) Ratte Ampicillin
Kv1.1/pEGFP-C2 human Kanamycin
Kv1.1-1400V/ pEGFP-C2 human Kanamycin

2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Zusammensetzung der Losungen

ND96-Badldsung fur Messungen in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC):

NaCl 96 mM, KCI 2 mM, CaCl, 1,8 mM, MgCl, 1 mM, HEPES 5 mM (pH 7.5 mit NaOH bei
RT)

TEVC-Pipettenldsung:

3 M KCI

Aufbewahrungslésung fur Oozyten:

1 Liter ND96 wurde mit folgenden Substanzen supplementiert: 50 mg Gentamycin, 274 mg
Natrium-Pyruvat und 88 mg Theophyllin (pH 7.5 mit NaOH bei RT).

Patch-Clamp Badlésung (5 K):

NaCl 135 mM, KCI 5 mM, HEPES 10 mM, Glucose 10 mM, MgCl,*6H,O 1mM, NaH,PO,
0,33 mM, CaCl,*2H,0 1 mM, Na-Pyruvat 2 mM (pH 7,4 mit NaOH bei RT)
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Pipettenldsung fur Whole-cell Patch-Clamp:

KCl 60 mM, K-Glutamat 65 mM, EGTA 5 mM, MgCl,*6H,0 2 mM, K, ATP 3 mM, Na,GTP
0,2 mM, HEPES 5 mM (pH 7,2 mit KOH bei RT)

Blockerlésungen:

Alle verwendeten Blockersubstanzen wurden in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelést und in
dieser Form der jeweiligen Messlésung zugefligt. Die Endkonzentration an DMSO in der

Messlosung betrug stets weniger als 5 %o.

2.3.2 cRNA-Injektion in Xenopus Laevis Oozyten

Die bendétigte cRNA wurde mittels in vitro Transkription hergestellt (siehe oben). Die Injektion
der cRNA-L6sung erfolgte mit Hilfe von Glaskapillaren (,3,5" Drummond Replacement
Tubes®, Drummond Scientific Company). Die Kapillaren wurden mittels eines Pipettenziehers
»,DMZ-Universal Puller* (Zeitz) und durch manuelle Nachbehandlung an einer ,Microforge®
(Narishige) in die gewlinschte Form gebracht. Die Injektion erfolgte Anhand eines ,Nanoject
II* Mikroinjektors (Drummond Scientific Company). Die cRNA wurde in das Zytoplasma kurz
unterhalb der Zellmembran der Xenopus laevis Oozyten injiziert. Pro Oozyte wurde ein

Volumen von 50,6 nl injiziert.

2.3.3 Messungen in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC)

Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Bis zur Messung wurden die
Oozyten in  Aufbewahrungslésung (siehe unten) bei 18 °C gelagert. Alle
elektrophysiologischen Messungen an Oozyten wurden entweder mit einem ,Axoclamp
900A* Verstarker (Axon Instruments) in Kombination mit dem Analog/Digital-Wandler
,Digidata 1440A“ (Axon Instruments) oder anhand eines ,, TurboTEC-10CD* Verstarkers (npi)
kombiniert mit einem ,Digidata 1200 Series“ als Analog/Digital-Wandler (Axon Instruments)
durchgefuhrt. Die Datenerhebung und -auswertung erfolgte mit der Software ,pCLAMP*

(Molecular Devices) bzw. ,ClampFit“ (Molecular Devices).
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2.3.4 Einzelkanalmessungen in der On-cell Konfiguration

Die Einzelkanalmessungen wurden in HEK293-Zellen 24-30 h nach der Transfektion
durchgefuhrt. Die Kv1.1- bzw. 1400V-Kanal-DNA wurde in einen pCDNAS3.1-Vektor
subkloniert, dieser enthalt keine zusatzlichen Markerproteine, sodass die Kanale in ihrer
nativen Form exprimiert werden. Pro 35 x 10 mm Nunclon-Kulturschale wurde 1 pg der
Kanal-Plasmid-DNA eingesetzt. Die Transfektionseffizienz wurde anhand einer
Kotransfektion von EGFP (engl.: ,enhanced green fluorescent protein“) unter UV-Licht
kontrolliert. EGFP wird durch das UV-Licht angeregt und emittiert Licht bei ~ 508 nm (griin).
Nur homogen fluoreszierende Zellen wurden gemessen. Als Verstarker diente ein ,Axopatch
200B“ (Axon Instruments) in Kombination mit einem ,PCI-MIO 16-XE-10“ A/D Wandler
(National Instruments). Die Datenerhebung fand mittels einer institutseigenen Software statt,
welche auf dem Programmiersystem ,labview* (National Instruments) basiert (Musset et al,
2006). Als Bad- und Pipettenlosung diente die unter 2.3.1 beschriebene 5K*-Lésung. Die
Messpipetten wurden mit einem ,DMZ-Universal Puller* (Zeitz) aus Borosilikat-
Glasfilamenten ,GB150F-8P* (Science Products) gezogen. Der Pipettenwiderstand betrug
~ 10 MQ. Durch diese hochohmigen Pipetten mit kleinem Offnungsdurchmesser wurde die
Wahrscheinlichkeit erhoht, einen Membranfleck zu messen, welcher nur einen einzelnen
Kanal enthalt. Die Abtastfrequenz (engl.: ,sampling rate®) betrug 10 kHz, die Filterfrequenz
des Tiefpassfilters 3 kHz.

Das Ruhemembranpotential Kv1.1- oder 1400V-Kanal exprimierender Zellen betrug im Mittel
ca. -47mV. Das transmembrandre Potential (A@) beschreibt die Differenz zwischen
intrazellularem und extrazellularem Potential (¢; - ¢, = Agp). Um im Bereich des gemessenen
Membranflecks ein Ruhemembranpotential von -77mV zu erhalten wurden
daher in der On-cell Konfiguration extrazellular +30 mV angelegt
((- 47 mV)) - (+ 30 mV,) = (- 77 mV)). Eine Depolarisation auf + 53 mV wurde folglich durch
extrazellulares Anlegen von - 100 mV erreicht. Im Ergebnisteil wird zur Vereinfachung stets

nur das errechnete transmembranare Potential angegeben.

2.3.5 Ganzellstrommessungen in der Whole-cell Konfiguration

Ganzzellstrome wurden in HelLa-Zellen 24 - 30 h nach der Transfektion gemessen. Die
transfizierten Kanalkonstrukte waren mit einem N-terminalen EGFP-Markierung versehen.
Die Transfektion konnte daher anhand von UV-Licht Uberprift werden. Nur fluoreszierende

Zellen wurden gemessen. Bad- und Pipettenlésung sind unter 2.3.1. beschrieben. Die
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Pipettenlésung wurde vor Gebrauch sterilfiltriert (Filter: Cameo 3AS, Porengrof3e 0,22 uM,
Fisher Scientific). Die Messungen wurden mittels eines ,EPC10“ Verstarkers (HEKA)
durchgefuhrt. Zur Datenerhebung diente das Programm ,PatchMaster®* (HEKA) und zur
Analyse das Programm ,FitMaster (HEKA).

2.3.6 Statistische und weitere mathematische Auswertungen

Alle angegebenen Mittelwerte und Standardfehler sowie Signifikanzlevel wurden mit Hilfe
des Programms Excel (Microsoft) bestimmt. Zu vergleichende Datensatze wurden anhand
des Student t-Tests auf signifikante Unterschiede untersucht. Dabei gilt der p-Wert als Maf3
fur die Irrtumswahrscheinlichkeit, d.h. fur die Wahrscheinlichkeit, dass die untersuchten
Datensatze der gleichen Population entstammen. Je kleiner der p-Wert, desto grofRer die
Signifikanz. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als Zeichen fir Signifikanz festgelegt und mit

einem ™* markiert. P-Werte unter 0,01 bzw. 0,001 werden durch ™** bzw. "***" angezeigt.

Alle gezeigten Ausgleichsgeraden, die anhand von mathematischen Modellen bestimmt
wurden (Hill-Funktion, Boltzmann-Kurven) und die daraus hervorgehenden Werte wurden,
sofern nicht anders angeben, mit dem Programm OriginPro7 (OriginLab Corporation)
ermittelt. Dieses Programm wurden ebenfalls zur Erstellung von Abbildungen genutzt.

2.4  Fluoreszenzmikroskopie

Die Mikroskopie transfizierter Zellen erfolgte mittels eines Axio Observer.Z1
Fluoreszenzmikroskopes (Zeiss). Das EGFP, mit welchem die Kanale markiert waren,
konnte mit Hilfe einer UV-Lichtquelle und einem GFP-Filtersatz (Lot Nr. 38 HE, Zeiss)
sichtbar gemacht werden. Als Objektiv diente ein Plan-Apochromat 60x/1.40 Oil DIC (Zeiss).
Mittels einer AxioCam MRm Kamera (Zeiss) und der AxioVision Software (Zeiss) wurden die
Ergebnisse aufgezeichnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zur verénderten Pharmakologie editierter Kv1.1-
Kanéle

Die editierten Kvl.1-Kandle weisen eine verminderte Pharmakosensitivitdt gegenlber
verschiedenen Blockersubstanzen auf, die in der offenen Kanalpore binden (Streit, 2008).
Zudem sind die editierten Kvl.1-Kanale resistent gegentuber der Inaktivierung durch die
endogene Fettsaure Arachidonsaure (Streit, 2008). Ob dieses Phdnomen auch bei anderen
endogenen Fettsauren oder mit ihnen verwandten Substanzen beobachtet werden kann, ist

bisher unklar und wurde in den folgenden Experimenten weitergehend untersucht.

3.1.1 Auswirkung der 1400V Editierung auf die Stromreduktion durch
endogene Fettsauren

Zunachst wurden Kvl.1-Kandle in nicht edierter und editierter (1400V) Form in Xenopus
Oozyten exprimiert. Anhand von Messungen in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme
(TEVC) konnte die Blockierbarkeit der Strome durch verschiedene HUFAs bestimmt werden.
Die HUFAs Arachidonsadure, Eicosatetraensaure (ETYA) und Docosahexaensdure (DHA)
wurden mittels Badlésung in einer Konzentration von 10 uM appliziert. Die prozentuale
Abnahme des Stromes ergab sich aus dem Vergleich des Reststromes nach Applikation mit
dem Ausgangsstrom vor Substanzapplikation. Der nicht editierte Kvl1.1-Kanal wurde durch
alle drei getesteten HUFAs stark inhibiert (Abb. 3.1 A). Bei der gegebenen Konzentration von
10 uM hatte ETYA den grof3ten inhibitorischen Effekt (59 + 3 %), gefolgt von Arachidonsaure
(55 = 4 %) und DHA (49 = 3 %). Der editierte Kanal (Kv1.1-1400V) wurde hingegen durch alle
drei HUFAs gar nicht oder nur in geringem Malf3e blockiert (Abb. 3.1 A). Der Einfluss der
Kv1.1 Editierung an der 1400V Stelle ist folglich nicht auf die Wirkung der Arachidonsaure

beschrénkt, sondern lasst sich auch auf andere HUFAs lbertragen.
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3.1.2 Aufklarung des Blockmechanismus der HUFAs

In den folgenden Experimenten wurde der Mechanismus der Kanalinhibition durch HUFAs

und insbesondere durch Arachidonsaure detailliert untersucht.

3.1.2.1 Zeitverlauf der

intrazellulare Applikation

Arachidonsaurewirkung —

extrazellulare vs.

Tragt man die in TEVC-Versuchen ermittelte Reduktion des Stromes durch die HUFAs

gegen die Zeit auf, so wird deutlich, dass erst nach mehr als 10 min Applikation die

maximale Inhibition des Stromes erreicht wird (Abb. 3.1 B, oben). Es wurden zudem zwei

weitere Substanzen getestet, die in ihrer Struktur den HUFAs dhneln: Das Lipid Anandamid

(AEA) ist ein Ethanolamid der Arachidonsaure und besitzt somit den gleichen mehrfach

ungesattigten hydrophoben C20-Alkylrest.

Bei Applikation von Anandamid in TEVC-

Messungen wurde ebenfalls eine Blockade nicht editierter Kvl.1-Kandle beobachtet
(Abb. 3.1 B, oben). VDM11 ((5Z,82,11Z,14Z)-N-(4-Hydroxy-2-methylphenyl)-5,8,11,14-
eicosatetraenamide) ist keine endogene Fettsdure, ahnelt in seiner Struktur jedoch stark

A B
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—~ o
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< 807 kvia -
% CKv1.1-1400V 2 0,44 —2—vDM11
I % 0,24—0o—ETYA
3 @ 0,0 -LA=DHA ; ;
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Abb. 3.1: Inhibition von Kvl.1-Kanédlen durch endogene
Fettsduren. A) Inhibition von Kv1.1- und Kv1.1-l1400V-Kanélen in
TEVC-Messungen bei + 40 mV durch extrazellulare Applikation von
HUFAs (engl.: highly unsaturated fatty acids). Arachidonsdure (AA),
Eicosatetraensdure (ETYA) und Docosahexaensdure (DHA)
inhibieren den Kvl.1-Kanal in einer Konzentration von 10 pM zu
55+4 %, 59 +3 % und 49 + 3 %. Der editierte Kanal (Kv1.1-1400V)
wird unter gleichen Bedingungen hingegen kaum inhibiert. B) Bei
extrazellularer Applikation von HUFAs oder Anandamid (AEA) (oben)
erreicht die Inhibition erst nach > 10 min ihr volles AusmaR, bei
intrazellularer Applikation in Inside-out Messungen (unten) bereits
nach einigen Sekunden.

Anandamid und wird
experimentell als Blocker der
Anandamid-Aufnahme
(De Petrocellis et al, 2000). Die
Applikation von VDM11 mit der

hatte

genutzt

Badlosung keine
Inaktivierung der Kv1.1-Strome

zur Folge (Abb. 3.1 B, oben).

Die langsame Entwicklung der
Inhibition durch die
unterschiedlichen HUFAs bei
Applikation mit der Badldsung
kann verschiedene Ursachen
haben. Eine mdgliche Erklarung
ist, dass sich die von
extrazellular applizierten HUFAs
zunéchst in der Zellmembran

Id6sen bzw. sie passieren
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mussen, bevor sie in die innere Pore der Kandle eindringen und diese blockieren kénnen.
Um diese Mdglichkeit zu testen, wurde, in Kollaboration mit Prof. T. Baukrowitz (Institut fur
Physiologie, Universitat Kiel), eine Versuchsreihe in der Inside-out Makropatch Konfiguration
durchgefiihrt. Bei dieser Messtechnik wird ein Membranfleck mit einem Durchmesser im
zweistelligen Mikrometerbereich aus der Zellmembran herausgeldst und von der restlichen
Zelle entfernt. In dieser Konfiguration ersetzt die Badlosung die intrazellulare Losung. Die
Applikation von 10 uM Arachidonsaure, AEA oder VDM11 auf der intrazellularen Seite fuhrte
innerhalb von ~ 30 Sekunden zu einer fast vollstandigen Inhibition der Kv1.1-Strome (Abb.
3.1 B, unten). Das schnelle Einsetzen der Kanalinhibition in dieser Messkonfiguration spricht
fur einen Mechanismus, bei dem die Fettsduren aus der intrazellularen Phase in die
Kanalpore eindringen. Da AEA und VDM11 bei diesen Messungen das gleiche Ausmaf an
Inhibition zeigen wie Arachidonsaure, scheint deren Penetration der Membran in der TEVC-
Konfiguration der limitierende Faktor fiir die Ausbildung der Inhibition zu sein. Die schnelle
Inhibition des Kv1.1-Stromes in den Makropatch-Messungen flhrte somit zu der Hypothese,
dass die HUFAs und ihre Derivate bei extrazellularer Applikation zunachst die Membran
passieren und dann von innen die Kanalpore blockieren. Die durch Arachidonsaure

induzierte ,Inaktivierung“ wird daher im Folgenden als Blockade bezeichnet.

Zur Stitzung der Hypothese, dass die K*-Strom Blockade auf einer Bindung der Lipide in der
inneren Kanalpore beruht, wurden weitere Experimente durchgefiihrt: Zum Beispiel wurde in
TEVC-Versuchen Arachidonsaure mit der Badldsung appliziert, wahrend sich die Kanale im
geschlossenen Zustand befanden. Vor Applikation der Arachidonsaure wurden die Kanéle
zunachst durch einen Spannungssprung zu + 40 mV aktiviert, um die Stromgrél3e ohne
Substanz zu bestimmen. Danach wurde das Membranpotential der Zellen fur acht Minuten
auf - 80 mV gehalten, sodass die Kv-Kanale im geschlossenen Zustand vorlagen. Wahrend
dieser Zeit wurde mit der Badlbésung Arachidonsdure appliziert. Nach Ablauf der acht-
mindtigen Einwaschphase wurden die Zellen erneut depolarisiert und somit die Kanéale
aktiviert (Abb. 3.2 A). Bei diesem ersten Offnen der Kanale unter Arachidonsaureapplikation
zeigte sich ein ~ 60 %-iger Block des Kv1.1-Stromes. Das Ausmald der Aktivierung wurde
durch die Arachidonséure dabei nicht beeinflusst, was sich in der gleichbleibenden
maximalem Stromamplitude der Auswartsstréme zeigt (Abb. 3.2 A, in blau). Dieses Ergebnis
deutet ebenfalls darauf hin, dass das langsame Einsetzen der Blockade unter Applikation
von Arachidonsaure in Ganzzellmessungen auf der Diffusionszeit der Fettsaure durch die
Zellmembran beruht. Die editierten Kandle zeigten auch in diesem Versuch keine Blockade
durch Arachidonséure (Abb. 3.2 A, in rot).
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Abb. 3.2: Arachidonsaure blockiert Kvl.1-Kanédle in der zentralen Pore. A) Bei Applikation der
Arachidonsaure von der extrazelluldren Seite (Badldsung) wird nach einer achtminiitigen Einwaschphase, in
der der Kanal geschlossen bleibt (Haltepotential ist - 80 mV), beim ersten Offnen das volle Ausmal des Blocks
erreicht (links). Der editierte Kanal zeigt unter gleichen Bedingungen keine Blockade (rechts). B) Die
Deaktivierung des Kvl.1-Kanals bei -40 mV vor und nach Applikation von Arachidonsaure zeigt eine
Uberkreuzung der Stromverlaufe (vergroRert), da die Kanale in Anwesenheit der Arachidonséure langsamer
deaktivieren.

3.1.2.2 Verlangsamte Deaktivierung der Kvl.1-Kanale unter
Arachidonsaure-Applikation

Nachfolgend wurde das SchlieRverhalten der Kvl.1-Kandle bei Repolarisation der Zelle in
Anwesenheit der Arachidonsdure untersucht. Dies kann ebenfalls Aufschluss Uber den
Blockmechanismus geben (siehe 1.2.3.4). Dazu wurde ein Spannungsprotokoll verwendet,
bei dem auf einen depolarisierenden Spannungspuls bei + 40 mV ein Sprung zu - 40 mV
folgt, bei dem die Kandle deaktivieren (Abb. 3.2 B, links). Das Abklingen des kleinen
Auswartsstroms bei - 40 mV spiegelt das langsame SchlieRen der Kanale wahrend der
Deaktivierung wider (Abb. 3.2 B, rechts). Sowohl die Amplitude dieses sogenannten Tail-
Stromes als auch die Deaktivierungsgeschwindigkeit sind in  Anwesenheit der
Arachidonséure verringert. Dies fihrt zu einer Uberkreuzung (engl.: ,cross over“) der Tail-
Strome, bei Vergleich der Messungen vor und nach Applikation der Substanz (Abb. 3.2 B,
rechts). Dies ist charakteristisch fiir ein sogenanntes ,Foot-in-the-door* (zu Deutsch: Fuf3-in-
der-Tur) Phanomen, welches fur Blocker beschrieben wurde, die in der offenen Kanalpore
binden (Armstrong, 1971; Yellen, 1998; Decher et al, 2006). Die verringerte Amplitude des

Tail-Stromes ist dabei auf den hohen Anteil der blockierten Kanéle zurtickzufihren. Die
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verlangsamte Deaktivierung kommt dadurch zustande, dass das Aktivierungstor bei
Anwesenheit des Blockers nicht schliel3en kann. Der Blocker muss daher zunachst die Pore
verlassen, bevor der Kanal schlieBen kann (siehe Abschnitt 1.2.3.4). Die hier beobachteten
Veranderungen in der Deaktivierungskinetik sind demnach ein weiteres Indiz fur eine

Blockade des Kanals durch Binden der Arachidonsaure in der offenen Pore.

3.1.2.3 Kompetition von Arachidonsaure mit Tetraethylammonium um die
Bindung in der Kanalpore

Ein klassischer Blocker, der in der inneren Kanalpore von Kv-Kandlen binden kann, ist
Tetraethylammonium (TEA). Ein TEA-Molekil agiert dabei als Kalium-Analogon, da sein
Radius dem eines hydratisierten Kaliumions ahnelt. Intrazellular appliziertes TEA bindet tief
in der Kanalpore und macht diese fur Kaliumionen undurchléssig (Armstrong, 1971; Lenaeus
et al, 2005). Um herauszufinden, ob ein Blocker in der offenen Pore bindet, kann die
Kompetition des Blockers mit TEA um die Bindung in der Pore untersucht werden. Wenn
intrazellulares TEA mit der getesteten Substanz konkurriert, so ist eine Blockade der offenen

Pore der wahrscheinlichste Wirkmechanismus dieser Substanz.

In Inside-out Macropatch Versuchen, die in Kollaboration mit Prof. T. Baukrowitz (Institut far
Physiologie, Universitat Kiel) durchgefiihrt wurden, wurde zunéchst die Blockade von Kv1.1-
Kanalen durch alleinige Applikation von 20 uM Arachidonsaure untersucht. Die Kinetik der
einsetzenden Blockade durch Arachidonsaure kann mittels einer monoexponentiellen
Annéherung beschrieben werden, welche eine Zeitkonstante (1) von 17 ms aufweist (Abb.
3.3 A, links). In weiteren Experimenten wurde zunéchst TEA in einer Konzentration von
5 mM appliziert und die Stabilisierung des Blocks abgewartet. Dann wurde zuséatzlich
Arachidonsaure in einer Konzentration von 20 uM appliziert. Dies fuhrte zu einer deutlich
langsameren Kinetik des Blocks (1=132ms) als fir Arachidonsaure alleine beobachtet
(Abb. 3.3 A, rechts). Je hoher die verwendete TEA-Konzentration gewéhlt wurde, desto
langsamer wurde der Block durch Arachidonsaure (Abb. 3.3 B). Die veranderte Kinetik der
Arachidonsaure-Blockade lasst auf eine Konkurrenz mit TEA um die Bindungsstelle in der
Kanalpore schlieRen (Abb. 3.3 C).
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Abb. 3.3: Arachidonsé&ure konkurriert mit TEA um die Bindung in der Pore. A) Die Kinetik der Blockade
des Kv1.1-Kanals durch Arachidonséaure kann durch eine Exponentialfunktion beschrieben werden und besitzt
eine Zeitkonstante von 1 = 17 ms (links). Werden die Kanéle zuvor durch TEA blockiert, so verlangsamt sich die
Kinetik des zusatzlichen Blocks durch Arachidonsaure (1=132 ms) (rechts). B) Das Ausmald der
Verlangsamung der Arachidonsaureblockade ist von der TEA-Konzentration abhéngig. C) Schemazeichnung
zur Kompetition von TEA und Arachidonséure in der Pore von Kvl.1-Kandlen. Die Bindungsstellen fir
Arachidonsaure (links) und TEA (rechts) tberlappen, weshalb Arachidonsdure in Anwesenheit von TEA nicht,
oder nur eingeschréankt, in der Pore binden kann.

0,5nA

C

3.1.24 Die Blockade der Kanalpore durch extrazellular bindende Toxine
wird durch die 1400V Editierung nicht beeinflusst

Die Sensitivitdt von Kvl1.1-Kanalen gegeniiber HUFAs und den Blockersubstanzen Psora-4
und 4-AP wird durch die 1400V Editierung herabgesetzt. Fiir 4-AP ist seit langem bekannt,
dass es Kv-Kanale von innen in der Pore blockieren kann (Choquet & Korn, 1992). Fir die
HUFA Arachidonsaure kann aufgrund der vorhergehenden Experimente ebenfalls auf einen
Block der inneren Kanalpore geschlossen werden. Psora-4 wurde bisher als Blocker
beschrieben, der die Offnung der Kanéle benétigt, aber den inaktivierten Kanal bindet (Wulff
& Zhorov, 2008). All diesen Kv-Kanalblockern ist gemeinsam, dass die Offnung des Kanals

der Blockade vorrausgehen muss.

Skorpiontoxine blockieren Kv-Kanéle durch Bindung an den extrazellularen Porenbereich
(Aiyar et al, 1995). Am Beispiel von rHongotoxin-1, einem Skorpiontoxin, wurde in
darauffolgenden Experimenten untersucht, ob die 1400V Editierung einen Einfluss auf

extrazellular angreifende Toxine ausibt. In TEVC-Versuchen mit editierten und nicht
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editierten Kvl1.1-Kanélen wurde rHongotoxin-1 in verschiedenen Konzentrationen appliziert.
Kv1.1- und 1400V-Kanédle zeigten nahezu identische Dosis-Wirkungsbeziehungen fir
rHongotoxin-1 (Abb. 3.4). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Editierung den Block durch
rHongotoxin-1 nicht beeinflusst. Es scheint, dass nur die Blockade durch solche Substanzen,
fur die die Editierungsstelle Teil ihrer Bindungsstelle im Kanal ist (HUFAs, 4-AP und Psora-
4), durch die Editierungsstelle beeinflusst wird.

rHongotoxin-1

Kv1l.1

100 Abb. 3.4: Die Kanalblockade durch
1 rHongotoxin  wird durch die Kvl.1
E = 80'_ Editierung nicht beeinflusst. Sowohl der
LY e 60 4 Kvl.1-Kanal als auch der 1400V-Kanal werden
500 ms § . durch 10 nM rHongotoxin (rHgTX-1) zu Uber
S 40+ 85 % blockiert (reprasentative Messungen
1400V = 20 J . KvilWT Iinks). Die Eqitierung des Kvl.l-K_anaIs nimmt
] o 1400V keinen Einfluss auf die Dosis-

10 nM 0 Wirkungsbeziehung fiir rHgTX-1 (rechts).

rHgTX-1 0,1 1 10 100

Konzentration (nM)

3.1.25 Molecular Modelling Experimente bestatigen die Bindung von
Lipiden in der Kvl-Kanalpore

Die anhand von elektrophysiologischen Experimenten aufgestellte Hypothese einer Bindung
von HUFAs und anderen Lipiden in der offenen Kanalpore wurde zusatzlich in Molecular
Docking Experimenten auf Plausibilitat Gberpruft. Dazu wurde ein zuvor auf Basis der
Kristalltruktur des Kvl.2-Kanals erstelltes Poren-Homologiemodell (Decher et al, 2008; Long
et al, 2005) genutzt und mittels der Software GOLD in silico die Bindung von Anandamid in
der Kanalpore untersucht. Diese Molecular Docking Experimente wurden in Kollaboration mit
der AG Klebe (Institut fir Pharmazeutische Chemie, Universitat Marburg) durchgefiihrt. Das
Programm fand mehrere mogliche Konformationen, in denen Anandamid innerhalb der
zentralen Kanalpore binden kann. Zur Veranschaulichung ist der Kanal in Abb. 3.5 A-C von
der intrazellularen Seite aus als Kalottenmodell gezeigt. Die engste Stelle der unteren Pore,
das PVP-Motiv, ist gelb markiert. Die meisten Simulationsergebnisse zeigten eine
Orientierung von AEA (Abb. 3.5 B, in weil3), bei der der lipophile C20-Alkylrest in der Pore
liegt und das Ethanolamid im Bereich der Threoninreste der Signatursequenz (Abb. 3.5 A, in
rot) unterhalb des Selektivitatsfilters lokalisiert ist. Durch die Bindung des Anandamid in der

Kanalpore ist deren Durchmesser eingeschrénkt. Kaliumionen liegen im Zytosol sowie
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Abb. 3.5: Molecular Docking Experimente
bestatigen die Blockade der zentralen Kanalpore
durch Lipide. A) Das Modell zeigt den Kvl.1-Kanal
von der intrazellularen Seite mit Blick durch die
zentrale Kanalpore. Die PVP-Motive sind gelb
gekennzeichnet. Die Threoninreste (T480) der
Signatursequenz sind rot markiert. B) VergroRRerte
Ansicht der zentralen Kanalpore aus A mit dem darin
gebundenen Anandamid (weil3). C) Ein hydratisiertes
Kaliumion (K" in violett, H,O-Molekiile in rot) ist zu
gro3, um die von Anandamid besetzte Pore zu
passieren. D) Gezeigt ist ein Modell des Kv1.1-Kanals
bestehend aus drei Kanaluntereinheiten, welches die
Ansicht der Kanalpore von der Seite ermdglicht. In rot
ist die Bindungsstelle fur Lipide markiert, welche
anhand eines Mutagenese-Scans ermittelt wurde.
Das Anandamid-Molekdil (Strichmodell) ist in einer der
vorhergesagten Bindungskonformationen gezeigt.

extrazellular in hydratisierter Form (K(H,O)s") vor. Nur beim Passieren des Selektivitatsfilters
streifen sie kurzfristig ihre Hydrathille ab. Der Simulation nach kann ein hydratisiertes
Kaliumion in Anwesenheit des Blockers den Selektivitatsfilter nicht mehr erreichen und somit
den Kanal nicht passieren (Abb. 3.5 C). In meiner Diplomarbeit wurde das gesamte S6-
Segment auf Interaktion mit Arachidonsaure untersucht und so die putative Bindungsstelle
der Lipide identifiziert (siehe 1.3.4) (Streit, 2008). In Abb. 3.5 D ist in der Seitenansicht der
Pore diese Bindungsstelle rot markiert und zuséatzlich im Strichmodell eine von der Software
ermittelte mogliche Konformation des Anandamid dargestellt. Die markierte Bindungsstelle
deckt sich grotenteils mit den Kontaktpunkten des Anandamid-Molekiils mit der Porenwand.
Unseren Molecular Docking Experimenten zu Folge gibt es weitere mogliche Bindungsmodi,
bei denen der C20-Alkylrest des Lipids mit den zuvor elektrophysiologisch bestimmten
Aminosaurepositionen innerhalb der Pore interagiert (nicht gezeigt). Dies verdeutlicht, dass
die elektrophysiologisch  ermittelte  Bindungsstelle mit den Ergebnissen der

Computersimulation vereinbar ist.

3.1.2.6 Beeinflussung der gesamten Kvl-Kanalfamilie durch editierte Kv1.1-
Untereinheiten

In meiner Diplomarbeit konnte ich zeigen, dass editierte Kvl1.1-Kanaluntereinheiten mit
anderen a-Untereinheiten innerhalb der Kvl-Kanalfamilie heteromerisieren (Streit, 2008). Im
Rahmen meiner Doktorarbeit habe ich durch Ko-Expression editierter Kv1.1-Untereinheiten
mit anderen Kvl-Kanaluntereinheiten (Kv1.1-Kv1.6) den Effekt der 1400V Editierung auf die

Pharmakologie heteromerer Kvl-Kanale genauer untersucht. Diese Ko-Expression erfolgte
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durch Ko-Injektion gleicher Mengen an cRNA der verschiedenen a-Untereinheiten. In TEVC-
Messungen wurden 500 nM (bzw. 2 pM fur Kv1.4) des Blockers Psora-4 appliziert. Nicht
editierte Kvl.1-Kanédle wurden zu ~ 80 % inhibiert, wahrend Heteromere aus Kvl1.1- und
1400V-Untereinheiten nur zu ~ 20 % inhibiert wurden. Mit Ausnahme des Kvl.4-Kanals
wurden alle weiteren homomeren Kvl-Kanale (Kv1.2, Kv1.3, Kv1.5 und Kv1.6) ebenfalls zu
~ 80 % blockiert; ebenso die Heteromere dieser Kanaluntereinheiten mit nicht editierten
Kv1.1-Untereinheiten (Abb. 3.6 A und B). Alle Kv1-Subtypen zeigten als Heteromere mit den
editierten Kvl.1-Untereinheiten hingegen eine signifikant verminderte Blockade durch
Psora-4 (Abb. 3.6 A und B). Ein &hnliches Ergebnis zeigte ein vergleichbares Experiment, in
dem der Block durch 10 uM Arachidonsaure ebenfalls fir heteromere und homomere Kanale
bestimmt wurde (Abb. 3.6 C). Die Kv1.1 Editierung moduliert daher auf zellularer Ebene nicht
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Abb. 3.6: Editierte Kv1.1-Untereinheiten beeinflussen die

Pharmakologie der Kv1l-Kanalfamilie. A)

Beispielmessungen bei Spannungsspriingen zu + 40 mV von

Kv1l.5-Homomeren (oben links) und Heteromeren bestehend

aus gleichen Anteilen von Kv1.5- und Kvl.1-Untereinheiten

(oben rechts) bzw. Kv1.5- und den editierten 1400V-

Arachidonsaure Untereinheiten (unten) vor und nach Applikation des

_ Kanalblockers Psora-4 in einer Konzentration von 500 nM.

80 4 Wahrend die Kv1l.5-Homomere und die Heteromere aus Kv1.5

| und Kvl.l zu ~ 80 % blockiert werden, werden die

60 4 Kv1.5/1400V-Heteromere kaum blockiert. B) Nach dem

1 Versuchsprinzip in A) wurden alle kanalbildenden Mitglieder

40 der Kvl-Familie als Heteromere mit den Kv1.1- und den

- 1400V-Untereinheiten getestet. Der Kv1.3 wurde mit 2 yuM
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nur die Pharmakologie und Lipid-Sensitivitat von Kvl1.1-Kandlen, sondern durch die

Heteromerbildung potenziell auch die aller weiteren Kanéle der Kv1-Familie.

3.2 Untersuchungen zur pathophysiologischen Relevanz der Kvl.1
Editierung

Der Kv-Kanalblocker 4-AP |0st bei Applikation in hippocampalen Hirnschnitten
synchronisierte epileptiforme Potentiale aus, die auch als krampfahnliche Ereignisse (engl.:
,seizure like events®; SLEs) bezeichnet werden. Durch Feldpotentialmessungen in
kombinierten Hirnschnitten des Hippocampus und des entorhinalen Cortex (durchgefuhrt von
unserem Kollaborationspartner Dr. Robert Zahn in der AG Heinemann, Institut fir integrative
Neuroanatomie, Charité Berlin) konnte gezeigt werden, dass diese iktogene Wirkung des Kv-
Kanalblockers 4-AP in einem Kainat-induzierten Tiermodell fir Temporallappenepilepsie
(TLE) nicht vorhanden ist (Abb. 3.7 A). Da keine signifkanten Verdnderungen im
Expressionslevel der 4-AP-sensitiven Kv-Kanéle in chronisch epileptischen Tieren dieses
Modells gefunden wurden, blieb die Frage nach dem Grund fur das reduzierte iktogene
Potential bisher ungeklart (Zahn et al, 2008).

Im Rahmen meiner Diplomarbeit habe ich bereits begonnen das Ausmall der Kvi1.1
Editierung in Proben des entorhinalen Cortex zu untersuchen (Streit, 2008). Dem
entorhinalen Cortex kommt bei der TLE eine besondere Bedeutung zu, da er haufig die

epileptogene Zone, d.h. den Ausgangspunkt des Anfalls, beinhaltet (Spencer & Spencer,
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Abb. 3.7: Reduziertes iktogenes Potential von 4-AP und erhdhte Kv1.1-Editierungslevel bei chronisch
epileptischen Ratten des Kainat-induzierten Modells. A) In extrazellularen Feldpotentialmessungen weisen
Hirnschnitte gesunder Kontrolltiere in Anwesenheit von 100 pM 4-AP anfallstypische Entladungsmuster im
perirhinalen Cortex (PC) sowie in verschiedenen Schichten des medialen entorhinalen Cortex (MEC) auf (links).
In Hirnschnitten chronisch epileptischer Tiere zeigt die gleiche Konzentration 4-AP auch Uber léangere
Zeitrdume keine iktogene Wirkung (rechts). B) Eine quantitative Analyse der Kv1.1-1400V Editierung auf
mRNA-Ebene im entorhinalen Cortex zeigte eine erhéhte Editierungsrate in epileptischen Tieren.
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1994). Im Rahmen meiner Doktorarbeit konnte ich eine vollstandige Quantifizierungen der
Editierung im entorhinalen Cortex vornehmen und habe eine erhdhte Editierungsrate in den
Proben chronisch epileptischer Ratten gefunden (Abb. 3.7 B). Die Folgen der erhthten
Editierung auf die 4-AP Sensitivitdt wurden anhand der folgenden Experimente genauer

untersucht.

3.2.1 Die vermehrte Kvl1.1-Editierung im entorhinalen Cortex epileptischer
Ratten bewirkt eine verminderte 4-AP Sensitivitat heteromerer Kv1l-
Kanale

Wie bereits erlautert, bilden editierte Kvl1.1-Untereinheiten heteromere Kanale mit nicht-
editierten Untereinheiten. Um das Verhaltnis von editierten zu nicht-editierten Kv1.1-
Kanaluntereinheiten des entorhinalen Cortex epileptischer Tiere im Expressionssystem
Xenopus Oozyten zu reproduzieren, wurde ein cRNA-Gemisch bestehend aus 75 % Kv1.1-
cRNA und 25 % 1400V-cRNA injiziert. In TEVC-Messungen wurde das Ausmald der Inhibition
dieser heteromeren Kandle durch 100 uM 4-AP getestet. Diese 4-AP Konzentration wurde
gewahlt, da sie zuvor zur Prifung des iktogenen Potentials in Hirnschnitten der Tiere
verwendet wurde (Streit et al, 2011). Wahrend Kanalhomomere aus nicht-editierten
Untereinheiten durch 100 uM 4-AP zu 44 + 4 % inhibiert wurden, wurden die heteromeren
Kanale lediglich zu 21 + 4 % blockiert (Abb. 3.8 A). Diese reduzierte Affinitdt der Kvl-Kanale
durch das Vorhandensein editierter Untereinheiten kdnnte die molekulare Grundlage fiir das

reduzierte iktogene Potential von 4-AP in den Hirnschnitten der chronisch epileptischen Tiere

Abb. 3.8 Erhohte Kv1.1 Editierungslevel reduzieren
die 4-AP Affinitat. A) Durch Ko-Injektion von 25 %
A B 1400V- und 75 % Kv1.1-cRNA in Xenopus Oozyten
WTKvi1 WTKvL.1 wurde die erhohte Editierungsrate der epileptischen
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5,( 50 4 H Tiere reproduziert. Die entstehenden Kandle zeigten,
; 1 < % ausgewertet bei + 40 mV, unter Applikation von 100 pM
o> 40 1 FHIe & 4-AP eine Blockade von 21 + 4 % (n = 9) (rot), wahrend
S 30 50 ms nicht editierte Kvl.1-Homomere zu 44 +4 % (n=8)
§ x C blockiert wurden (blau). B) Beispielmessung der Kv1.1-
3 20 4-AP sensitiv 4-AP sensitiy Homomere vor (links) u.nd nach (rgchts) ApplikatioQ von
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é\*‘@\o\ Form des 4-AP sensitiven Stromanteils wird durch die

v Anwesenheit der 1400V-Untereinheiten nicht
beeinflusst.
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darstellen. In den folgenden Versuchen wurde untersucht, ob die 1400V Editierung im
entorhinalen Cortex auch die Kinetik und/oder die Spannungsabhéngigkeit des 4-AP Blocks

modulieren konnte.

3.2.2 Untersuchung der Spannungsabhéngigkeit und Kinetik des 4-AP
Blocks

Von homomeren, nicht editieren Kandlen (WT Kv1.1) und den oben beschriebenen
heteromeren Kanéalen (25 % 1400V) wurde vor und nach Applikation von 100 uM 4-AP ein
Strom-Spannungsprotokoll aufgenommen (Abb. 3.9 A, Schemazeichnung). Das Ausmal} des
prozentualen Blocks wird geringer, je positiver das Testpotential ist. Diese
Spannungsabhangigkeit des Blocks ist charakteristisch fur die Inhibition von Kv-Kanalen
durch 4-AP. Sie kann darauf zurtickgefihrt werden, dass 4-AP ebenfalls eine Affinitat flir den
geschlossenen Kanal besitzt und diesen blockiert (siehe 1.2.3.4). Bei Offnung der Kanéle
entféllt diese Komponente des Blocks (Remillard & Leblanc, 1996).

Die heteromeren Kanéle werden insgesamt in geringerem Mal3e blockiert, weisen jedoch
ebenfalls eine Spannungsabhangigkeit der Blockade auf (Abb. 3.9 A). Aus dem gleichen
Spannungsprotokoll wurden ebenfalls die Aktivierungskurven vor und nach 4-AP Applikation
ermittelt. Dazu wurde die Stromamplitude zu Anfang des Nachpulses bei - 40 mV abgelesen,
auf den hoéchsten Wert normiert und gegen die Spannung des vorhergehenden Testpulses
aufgetragen (Abb. 3.9 B und C). Wie in der Literatur beschrieben, kann die Aktivierungskurve
der homomeren Kanéle vor der 4-AP Applikation durch eine einfache Boltzmann-Gleichung
beschrieben werden (Abb. 3.9 B) (Labro et al, 2008; Sukhareva et al, 2003). Die
Aktivierungskurve der Heteromere (25 % 1400V) folgt ebenfalls einer einfachen Boltzmann-
Gleichung und unterscheidet sich nicht signifikant von der Kurve fiir die homomeren Kanale
(Abb. 3.9 B). In Anwesenheit von 100 uM 4-AP besteht ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen der Aktivierungskurve der homomeren und heteromeren Kanale,
beide Kurven kénnen durch eine doppelte Boltzmann-Funktion beschrieben werden (Abb.
3.9 C). Diese Kurvenform ist vermutlich auf die Spannungsabhangigkeit der Blockade durch
4-AP zuruckzufuhren. Als weiterer Parameter wurde der zeitliche Verlauf des einsetzenden
Blocks nach Applikation von 4-AP untersucht. Der Zeitverlauf des Blocks konnte sowohl fir
die homomeren als auch die heteromeren Kandle durch eine einfache Exponentialfunktion
beschrieben werden (Abb. 3.9 D, rot dargestellte Kurven). Die Zeitkonstanten deuten nicht
auf einen signifikanten Unterschied im Zeitverlauf des Blocks hin (1 =59,6 ms (Kv1.1) vs.
T =58,6 ms (25 % 1400V).
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Abb. 3.9: Spannungsabhéngigkeit, Aktivierungskurven und Blockkinetik werden durch das erhdhte
Editierungslevel nicht verandert. A) Kvl.1-Homomere und -Heteromere mit 25 % editierten Untereinheiten
wurden in Xenopus Oozyten auf eine Spannungsabhangigkeit des 4-AP Blocks getestet. Ausgehend von einem
Haltepotential von - 80 mV wurden depolarisierende Pulse zwischen - 70 mV und + 70 mV angelegt, gefolgt
von einem Nachpuls zu - 40 mV (siehe Schema). Sowohl die Homomere als auch die Heteromere zeigen eine
signifikante Abnahme des Blocks bei steigendem Potential. B) Aus dem Nachpuls wurde die Aktivierungskurve
(G/Gmax) vor der Applikation von 4-AP bestimmt. Diese kann durch eine Boltzmann-Gleichung beschrieben
werden (rot) und unterscheidet sich zwischen den Homomeren und Heteromeren nicht. C) Die
Aktivierungskurven in Anwesenheit von 100 pM 4-AP folgen einer doppelten Boltzmann-Gleichung (rot).
Zwischen den homomeren und den heteromeren Kandlen besteht auch in Anwesenheit von 4-AP kein
Unterschied in der Aktivierungskurve. D) Der Zeitverlauf, mit dem der Block ab Beginn der 4-AP-Applikation
(siehe Pfeil) einsetzt, kann durch eine Exponentialgleichung beschrieben werden (rot). Es besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Zeitkonstanten der homomeren und heteromeren Kanéle (59,6 ms vs.
58,6 ms). # zeigt einen P-Wert kleiner 0,005 an.

3.3 Untersuchungen zur verédnderten StromgrofRe editierter Kv1.1-
Kandle

Der Unterschied in der GroRe der Ganzzellstrome von Kvl1.1- und [1400V-Kanalen in
Xenopus Oozyten stellt eine zuvor unbekannte Folge der Kvl1.1 Editierung dar. In den
folgenden Versuchen wurde dieses Ph&nomen mittels verschiedener Expressionssysteme
und Techniken untersucht, mit dem Ziel die molekulare Grundlage fur die verringerte

Stromgroée aufzudecken.

51



Ergebnisse

3.3.1 Validierung des Stromgréf3eneffektes in einer humanen Zelllinie

Zunachst wurde getestet, ob der Effekt der Editierung auf die Ganzzellstromgréf3e auch in
transfizierten Saugerzellen zu beobachten ist. Dazu wurden die Kanalsequenzen des Kv1.1-
und des 1400V-Kanals in einen pEGFP-Vektor subkloniert. Dadurch werden die Kanéle als
EGFP-Fusionsproteine exprimiert, d.h. sie tragen eine N-terminale Markierung mit dem griin
fluoreszierenden Protein EGFP, was die ldentifizierung transfizierter Zellen unter UV-Licht

ermdglicht (siehe 2.3.5).

Der N-Terminus des Kv1.1-Kanals wurde aufgrund einer Studie tber den Kv1.2-Kanal, in der
die N-terminale Markierung bereits erfolgreich verwendet wurde (Gu et al, 2003), als Ort der
EGPF-Markierung gewahlt. Die Transfektion der Kv1.1-EGFP und 1400V-EGFP Plasmide in
HelLa-Zellen erfolgte zeitgleich und in gleichen Konzentrationen (1 pg Plasmid-DNA pro 35
mm Kulturschale), was einen direkten Vergleich ermoglichte. 24 bis 30 h nach der
Transfektion wurden Patch-Clamp Messungen durchgefuhrt. Als erstes wurde die
Stromdichte (J) ermittelt. Diese errechnet sich aus dem Quotienten der gemessenen
Stromgro3e (1) und der ermittelten Zellkapazitat (C). Die Zellkapazitat hangt von der Flache
der Zellmembran ab und spiegelt somit die GréRe der Zelle wider. Da auch nicht transfizierte
HelLa-Zellen bei Depolarisation kleine Auswartsstrome aufweisen, wurden als Kontrollen
HelLa-Zellen gemessen, die mit dem pEGFP Vektor (exprimiert nur pEGFP, ohne Kanal)
transfiziert waren. Die Stromdichte der Kontrollzellen bei +50 mV betrug im Mittel
13,1 £ 3,6 pA/pF (n=5). Dieser Wert wurde von den Rohdaten fir die Stromdichte
transfizierter Zellen abgezogen. Die Zellen, welche nicht editierte Kv1.1-Kandle exprimierten,
zeigten bei + 50 mV eine mittlere Stromdichte von 54 + 7 pA/pF (n = 17). Die Zellen, welche
die editierte Kanalform (1400V) exprimierten, wiesen hingegen im Mittel eine Stromdichte von
25+ 6 pA/pF (n=13) auf (Abb. 3.10 A). Im Verhaltnis erreichen die Zellen die editierte
Kanale exprimieren somit nur ~ 46 % der Stromdichte, die von Zellen mit nicht editierten
Kvl.1-Kandlen erreicht wird. Dieses Ergebnis spiegelt den zuvor in Oozyten beobachteten
Effekt der Kv1.1 Editierung auf die Stromgro3e wider (siehe 1.3.4). Da der Effekt somit auch
in humanen Zellen validiert werden konnte, wurde in den darauffolgenden Experimenten

nach dem molekularen Korrelat zu dieser Stromreduktion gesucht.
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3.3.2 Vergleich der Spannungsabhangigkeit von Kv1.1- und 1400V-Kanalen

Ebenfalls mittels Patch-Clamp Messungen in der Ganzzellkonfiguration wurde die
Stromantwort der Kv1.1- und der editierten 1400V-Kanédle bei verschiedenen
Membranpotentialen analysiert (Abb. 3.10 B). Die Zellen wurden dazu ausgehend von
- 80 mV fur 500 ms auf Potentiale zwischen - 70 und + 50 mV depolarisiert, anschlie3end
folgte ein Nachpuls zu -40 mV. Beispielmessungen fur Kvl1.1 und 1400V sowie das
Spannungsprotokoll sind in Abb. 3.10 B gezeigt. Zur Erstellung der Strom-Spannungskurven
(I/V) wurden die StromgroRen am Ende des 500 ms Testpulses abgelesen (Abb. 3.10 B,
durchgezogener Pfeil) und auf die StromgrofRe bei + 50 mV normalisiert. Die gemittelten
Strom-Spannungskurven des nicht editierten und des editierten Kanals sind nahezu identisch
(Abb. 3.10 C). Zur Bestimmung der Leitfahigkeit-Spannungskurve (G/V), auch
Aktivierungskurve genannt, wurde das gleiche Spannungsprotokoll verwendet und diesmal
die Stromamplitude des transienten Stromes wahrend des Nachpulses bei - 40 mV bestimmt
(Abb. 3.10 B, gestrichelter Pfeil). Auch in der Leitfahigkeit-Spannungsbeziehung wurden
keine signifikanten Unterschiede zwischen Kv1.1- und 1400V-Kanalen beobachtet (Abb. 3.10
D).
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Abb. 3.10: Vergleich der Ganzzellstréme nicht editierter und editierter EGFP-markierter Kv1.1-Kanéle in
HeLa-Zellen. A) Bei gleichen Expressionsbedingungen weisen Kvl.l-transfizierte Zellen bei + 50 mV eine
Stromdichte von 54 + 7 pA/pF auf (n = 17), wahrend 1400V-transfizierte Zellen im Mittel eine Stromdichte von
25+ 6 pA/pF erreichen (n=13). B) Beispielmessungen der Ganzzellstrtome von Kv1.1 und 1400V. Das
verwendete Spannungsprotokoll besteht (ausgehend von einem Haltepotential von -80mV) aus
depolarisierenden Spriingen von - 70 mV bis + 50 mV und einem anschlieBenden Nachpuls zu - 40 mV (siehe
Schema). Die Strom-Spannungskurven (C) ergeben sich durch Auftragen der Strdome am Ende der
depolarisierenden Pulse (durchgezogener Pfeil) gegen die angelegte Spannung, die Aktivierungskurven (D)
durch Auftragen der Tail-Strome zu Anfang der Nachpulse (unterbrochener Pfeil). C) Die Strom-
Spannungsbeziehungen des Kv1.1- und des 1400V-Kanals unterscheiden sich nicht signifikant voneinander
(pro Messpunkt n =17 bzw. n = 13). D) Die Aktivierungskurven zeigen keine signifikanten Unterschiede, das
Potential der halbmaximalen Aktivierung (V12) betragt - 19,3 £ 2 mV fur den Kv1.1- und - 24,1 + 0,9 mV fur den
1400V-Kanal (pro Messpunkt n = 7 bzw. n = 4).
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Zusammenfassend unterscheiden sich der Kvl1.1- und der 1400V-Kanal auf Ebene der
Ganzzellmessungen nur in ihrer Stromdichte, jedoch weder in ihrem Strom-

Spannungsverhaltnis noch in ihrem Leitfahigkeits-Spannungsverhaltnis.

3.3.3 Untersuchung der Einzelkanaleigenschaften von Kv1.1- und 1400V-
Kanalen

Erneut wurden die Kanédle in humanen Zellen, diesmal HEK293, exprimiert und das
Offnungs- und SchlieRverhalten einzelner Kanale untersucht. Ausgehend von einem
Haltepotential von -77 mV, bei dem Kv-Kandle geschlossen vorliegen, wurde der
Membranfleck auf + 53 mV depolarisiert. Kv1.1- bzw. 1400V-Kanéle, die sich in der Membran
unterhalb der Pipettenéffnung befanden, wurden somit aktiviert. Die Offnung der Kanale
spiegelte sich in einem Auswartsstrom wider (Abb. 3.11 A). Offnungen traten in sogenannten
.Bursts“ auf (engl.: ,burst® = Haufung, Ausbruch). Als Burst bezeichnet man lange
Offenphasen des Kanals, die durch kurze SchlieRungen unterbrochen werden. Um eine
einheitliche Auswertung zu gewahrleisten, wurden Offenzeiten, die durch SchlieRungen von
> 10 ms getrennt wurden, als einzelne Bursts betrachtet. Als erstes wurde anhand von
Amplitudenhistogrammen ermittelt, welchen Zeitanteil innerhalb eines Bursts der Kanal in
der offenen (f,,) bzw. der geschlossenen (fe,) Konformation verbringt. Flr den nicht editierten
Kanal ergab sich ein f,,-Wert von 0,950 £ 0,002 (n=25 aus 5 verschiedenen Patches)
innerhalb der Burstzeit und folglich ein f.,-Wert von 0,050 + 0,002. Die gleiche Analyse flr
den editierten Kanal ergab einen fy,,-Wert von 0,945 + 0,06 (n=12 aus 7 verschiedenen
Patches) und einen f,-Wert von 0,055 + 0,06.

Daraufhin wurde die durchschnittliche Dauer eines Bursts ermittelt. Dazu wurde der
Membranfleck ausgehend von - 77 mV fur 1 s auf + 53 mV depolarisiert. Die letzten 700 ms
der Depolarisationsphase wurden zur Auswertung der Burst-Dauer genutzt. Folgende Formel

wurde zur Berechnung der Burst-Dauer (1) verwendet:

Tb:zjr%*(l-l_ %)

In dieser Formel beschreibt j die Anzahl der offenen Kanéle; solange sich nur ein Kanal im
gemessenen Membranfleck befindet, bleibt dieser Term stets 1. Wird die Aktivitdt mehr als
eines Kanals detektiert, so erhoht sich der Term entsprechend der Anzahl der Kandle. Der
Term f; beschreibt den Zeitanteil, den der Kanal (bzw. die Kanale) im offenen Zustand

verbringt, wahrend n, die Anzahl der Ubergange vom offenen in den geschlossenen Zustand
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(SchlieBungen > 10 ms) pro Sekunde anzeigt. Der Korrekturfaktor (1 + f/f,,) wurde in die
Berechnung integriert, um die kurzen SchlieBungen wéhrend eines Bursts auszugleichen.
Vereinfacht betrachtet, wurde die Offenzeit eines Kanals durch die Anzahl seiner
SchlieBungen > 10 ms geteilt und somit die mittlere Dauer eines Bursts berechnet.

Laut dieser Berechnung betrug die mittlere Burst-Dauer 298 + 54 ms (n = 13) fur den Kv1.1-
Kanal und 375+92ms (n=6) fur den 1400V-Kanal (Abb. 3.11 B). Weder die zuvor
bestimmten Offenzeiten wahrend eines Bursts (fy,), noch die mittlere Burst-Dauer der 1400V-

Kanale (1,) unterscheiden sich signifikant von den Werten, die fur den Kv1.1-Kanal erhoben

wurden.
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Abb. 3.11: Einzelkanalanalyse nicht editierter und editierter Kvl1.1-Kandle in HEK293-Zellen. A)
Beispielmessungen von einzelnen Kv1.1- bzw. 1400V-Kandlen in der On-cell Konfiguration bei einer
Depolarisation des Membranflecks auf + 53 mV. Beide Kanéle zeigen ein Burst-Verhalten. B) Die mittlere Dauer
eines Bursts betrdgt 298 + 54 mV fur Kvl.1-Kandle und 37592 mV fur [400V-Kandle. C) Die
Offenwahrscheinlichkeit (P,) der Kanéle betragt 0,65 + 0,07 (Kv1.1) und 0,51 + 0,13 (1400V). D) Beispiel einer
Leitfahigkeitsbestimmung anhand einer Einzelkanalmessung eines 1400V-Kanals. Die Stromamplitude ist gegen
die anliegende transmembranare Spannung aufgetragen. Die Steigung (b) der Ausgleichgeraden (rot) gibt die
Leitfahigkeit wieder. Die Leitfahigkeit des 1400V-Kanals dieser Beispielmessung betragt 8,1 pS. E) Die
Mittelwerte der Leitfahigkeiten des Kv1.1- und des 1400V-Kanals betragen 11,5+ 1,3 pS bzw. 11,8 +2,5 pS.
n.s.: nicht signifikant.
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Die Offenwahrscheinlichkeit der Kv1.1- und 1400V-Kanale wurde aus den gleichen
Messungen, wie die Burst-Dauer bestimmt. Sie betrug 0,65 + 0,07 (n = 14) fur Kv1.1- und
0,51 + 0,13 (n=6) fur 1400V-Kanale (Abb. 3.11 C). Als weiterer Parameter der
Einzelkanalanalyse wurde die Leitfahigkeit der Einzelkanéle bestimmt. Zu diesem Zweck
wurde der Membranfleck ausgehend von -77 mV auf verschiedene depolarisierende
Potentiale gebracht und jeweils die StromgréRe (in pA) wéahrend der Einzelkanal-Bursts
bestimmt. Die Stromgrof3e von mindestens drei Potentialen (im Bereich von -50 bis
+ 70 mV) wurde gegen das jeweilige Potential aufgetragen und zur Erstellung einer
Ausgleichsgeraden genutzt.

Die Steigung der Ausgleichsgeraden spiegelt die Leitfahigkeit des Kanals wider (Beispiel
siche Abb. 3.11 D). Fur den Kvl.1-Kanal ergab sich somit im Mittel eine
Einzelkanalleitfahigkeit von 11,5 + 1,3 pS (n = 7) und fur den 1400V-Kanal von 11,8 + 2,5 pS
(n=7) (Abb. 3.11 E).

Zusammengefasst weist keiner der auf Einzelkanalebene untersuchten Parameter einen
signifikanten Unterschied zwischen nicht editierten und editierten Kvl.1-Kanélen auf. Der
molekulare Hintergrund des auf Ganzzellebene beobachteten Stromunterschieds scheint
daher von den Einzelkanalcharakteristika unabh&ngig zu sein.

3.3.4 Untersuchung der Oberflachenexpression von Kv1.1- und [400V-
Kanalen

Eine weitere mdgliche Ursache fur eine Reduktion des Ganzzellstromes kann eine reduzierte

Anzahl von Kanalen an der Zellmembran sein.

3.3.4.1 Erstellung und Uberpriifung der extrazellular HA-markierten Kanal-
Konstrukte

Um eine Analyse der Oberflachenexpression von Kv1.1- und 1400V-Kanélen durchfiihren zu
koénnen, wurden zunachst Kanalkonstrukte kloniert, die im extrazellularen Bereich zwischen
dem S1- und S2-Segment ein Hamagglutinin-Epitop (HA-Epitop) aufweisen (Abb. 3.12 A).
Dieser Bereich wurde bereits erfolgreich zur HA-Markierung des Kv1.2-Kanals genutzt (Gu et
al, 2003). Bei der Herstellung der Konstrukte wurde darauf geachtet, dass die Sequenz des

HA-Epitops sowohl einige Aminoséurepositionen Abstand von dem fur den Kanaltransport
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bedeutenden Threoninrest (T) (Mckeown et al, 2008) als auch von der bekannten
Glykosylierungsstelle (NTT) (Zhu et al, 2003) in diesem Sequenzabschnitt aufweist (Abb.
3.12 A; ,T"in blau, ,NTT" in gran).

Die cRNAs dieser Kv1l.1-HA und 1400V-HA Konstrukte wurden zeitgleich und in gleichen
Mengen (je 5 ng cRNA pro Oozyte) in Xenopus Oozyten injiziert. Die Expression der HA-
Kanalkonstrukte wurde zunachst ~ 48 h nach Injektion in TEVC-Messungen getestet. Der
1400V-HA-Kanal erreichte dabei im Mittel 36,8 + 3,7 % der StromgréR3e des Kv1.1-HA-Kanals
(n=29) (Abb. 3.12 B). Diese Stromreduktion des [400V-Kanals stimmt mit den zuvor
beobachteten Ergebnissen der Kanale ohne HA-Markierung tberein (Abb. 1.8 und 3.10 A).
Dies zeigt, dass die HA-Markierung die Stromgré3e nicht beeinflusst und die erstellten HA-
Konstrukte daher zur Analyse der Oberflachenexpression verwendet werden konnten.

Abb. 3.12: Expressionsanalyse der

A YPYDVPDYA B nicht editierten und editierten Kv1.1-
1,041 Kanale in Xenopus Oozyten. A)

ETLPELKDDKDFTGTVHRIDNTTVIYNSNIFTDP Lokalisation des eingefiihrten
£ 0.8 Hamagglutinin-Epitops (HA, rot) in der

% 06 extrazellularen Verbindung zwischen S1-

5 und S2-Segment (Details siehe Text). B)

-% 0,4 e Bestimmung der relativen Stromgréf3e von

E HA-markierten Kv1.1- und 1400V-Kanalen

0,24 bei +40mV in TEVC-Messungen. Die

0.0 1400V-Kanale erreichen 36,8 + 3,7 % der

StromgréBe der Kvl.1-Kandle. C) Die
,f‘v\\)?‘v Ergebnisse  der  Chemilumineszenz-
analyse werden in relativen Lichteinheiten
angegeben und spiegeln die Oberflachen-
C D expression der Kanéale wider. Der editierte

1 149 ns Kanal 1400V weist 45 + 6 % der Oberflach-
1,0 < < = . . .
= T =T T 1.2 enexpression des nicht editierten Kv1.1-
= 5} - = ‘» e
2 084 % g 3 8 S 10- _i Kanal.s auf. D) Quantifizierung der
2 = < ¢ T = Proteinmenge von Kv1.1- und 1400V-
5 0,6 o § 0,8 1 Kanalen mittels Western Blot Analysen
S bl < 06 von Gesamtproteinlysat aus Xenopus
- 04+ 72 - —— ° 04, Oozyten. Links: Représentativer Western
-% 55 === % ’ Blot von Gesamtproteinlysaten (n.K.:
B 0.2 43— E 0,2 ~ negativ Kontrolle, nicht injizierte Oozyten).
0oLl | 0.0 Rechts:  Mittelwerte  der  relativen
' Bandenintensitaten far Kv1.1-HA und
N X . .
Y Y Y 1400V-HA bestimmt aus vier Western
I © NS L S
N N Blots. n.s.: nicht signifikant.

57



Ergebnisse

3.3.4.2 Quantifizierung der Oberflachenexpression mittels Chemi-
lumineszenzanalyse

In den darauffolgenden Versuchen wurde 48 h nach Injektion von je 5 ng Kvl.1-HA cRNA
oder 1400V-HA cRNA (pro Oozyte) mittels Chemilumineszenzanalyse die
Oberflachenexpression der Kandle bestimmt. Der 1400V-HA-Kanal zeigte dabei im Mittel
lediglich 45 + 6 % der vom Kv1.1-HA-Kanal erreichten relativen Lichteinheiten (n = 64) (Abb.
3.12 C). Dies spiegelt eine reduzierte Oberflachenexpression des editierten Kanals wider.
StromgréfRe und Oberflachenexpression des 1400V-Kanals sind, jeweils in Relation zum

Kv1.1-Kanal, zu ahnlichen prozentualen Anteilen reduziert (Abb. 3.12 B und C).

3.3.4.3 Quantifizierung des Gesamtproteins

Eine reduzierte Oberflachenexpression, wie sie im vorhergehenden Abschnitt fir den 1400V-
Kanal beschrieben wurde, kann auf verschiedenen Mechanismen beruhen. Zum einen kann
ihr ein veranderter Transport der Kandale innerhalb der Zelle zugrunde liegen: Sowohl ein
verminderter anterograder Transport der Kanéle zur Zellmembran, als auch ein verstarkter
retrograder Transport in Richtung des Zellinneren, kdnnte zu einer verringerten Anzahl an
Kanalen in der Zellmembran fuhren. Zum anderen konnte auch eine verminderte
Gesamtmenge des Kanalproteins in der Zelle vorliegen, was wiederum auf einer reduzierten
Proteinsyntheserate oder einer Instabilitat (bzw. einem vermehrtem Abbau) des Proteins
beruhen kann. Zur Quantifizierung der Gesamtproteinmenge des Kv1.1- und 1400V-Kanals
wurden erneut je 5 ng der Kvl.1-HA cRNA oder 1400V-HA cRNA pro Xenopus Oozyte
injiziert. Nach 48 h wurde aus je 20 Oozyten pro Konstrukt eine Proteinextraktion
durchgefihrt. Die Proteinlysate wurden auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Mittels Western Blot
konnten die HA-markierten Kanalproteine anhand von HA-spezifischen Antikérpern
nachgewiesen werden (Abb. 3.12 D, links). Sowohl das Kv1.1-HA- als auch das 1400V-HA-
Protein werden als Doppelbande bei ~ 60 und 65 kDa detektiert. Fir das Kvl.1-Protein ist
bereits beschrieben, dass es aufgrund verschiedener Glykosylierungszustéande als
Doppelbande auftreten kann (Pineda et al, 2008). Die Software-gestitzte Intensitdtsanalyse
(siehe 2.1.20) der Banden aus vier Injektionen ergab, dass sich die Bandenintensitaten des
1400V-Proteins im Mittel nicht signifikant von denen des Kv1.1-Proteins unterscheiden (Abb.
3.12 D, rechts). Die Editierung des Kvl.1-Kanals scheint daher keinen Einfluss auf die

Proteinstabilitéat oder -syntheserate zu nehmen.
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3.3.4.4 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis des Transportdefizits der
editierten Kvl.1-Kanale in HeLa-Zellen

Obwohl die heterologe Expression von Kvl.1-Untereinheiten in Kulturzellen zur
elektrophysiologisch nachweisbaren Oberflachenexpression funktioneller Kanale fuhrt,
lassen sich homomere Kvl.1-Kandle fluoreszenzmikroskopisch nur im Zellinneren und nicht
an der Zellmembran nachweisen (Manganas & Trimmer, 2000). Daher ist es mit dieser
Methode nicht ohne Weiteres mdglich die Transportunterschiede zwischen Kv1.1- und
1400V-Untereinheiten in homomeren Kandlen zu untersuchen. Die Untereinheiten des
verwandten Kvl.4-Kanals lassen sich hingegen in hohem Male in der Zellmembran
nachweisen. Bei Ko-Expression von Kv1.1- und Kv1.4- Untereinheiten in Kulturzellen bilden

sich heteromere Kandale, die durch die Anwesenheit von Kvl.4-Untereinheiten zur

Kv1.1 + Kv1.4 (1:1) 1400V + Kv1.4 (1:1)

_KVL.1+Kv1.4 (1:10)

Abb. 3.13: Zellulare Lokalisation der nicht editierten und editierten Kv1.1-Untereinheiten in HeLa-Zellen.
Kv1.1- und 1400V-Untereinheiten, welche N-terminal mit einem EGFP markiert waren, wurden in verschiedenen
Verhéltnissen mit nicht markierten Kvl1.4-Untereinheiten ko-transfiziert. Nach 24 h wurde die Lokalisation der
Untereinheiten mittels Fluoreszenzmikroskopie detektiert. A, B) Bei Transfektion von Kv1.1-EGFP bzw. 1400V-
EGFP und Kv1.4 in einem 1:1 Verhdltnis weisen die intrazellularen Kompartimente eine Fluoreszenz auf, es ist
keine Fluoreszenz an der Membran zu erkennen. C) Bei einem Uberschuss an Kv1.4-Untereinheiten
(Verhéltnis 1:10) kénnen die Kvl.1-Untereinheiten zusatzlich zu den intrazellularen Kompartimenten auch in
der Zellmembran nachgewiesen werden. D) Die 1400V-Untereinheiten kénnen auch bei Uberschuss an Kv1-4-
Untereinheiten nicht in der Zellmembran nachgewiesen werden, sie sind weiterhin nur intrazelluléar
nachweisbar. Der Langenstandard zeigt 10 um. Boxen zeigen vergrof3erte Ausschnitte.
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Zellmembran transportiert werden. Folglich kénnen bei der Ko-Expression auch Kvl1.1-

Untereinheiten in der Zellmembran nachgewiesen werden (Manganas & Trimmer, 2000).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Transporteigenschaften von Kv1.1- und 1400V-
Untereinheiten daher anhand von Ko-Expressionen mit Kvl.4-Untereinheiten verglichen. Die
Kv1l.1- und 1400V-Untereinheiten waren dabei mit einem N-terminalen EGFP markiert,
wahrend die Kv1.4-Untereinheiten nativ vorlagen. Die Kv1.1-EGFP bzw. 1400V-EGFP DNA
wurde in verschiedenen Verhaltnissen mit Kv1.4-DNA gemischt und das Gemisch fiur die
Transfektion verwendet. Bei einer 1:1 Mischung aus Kvl.1- bzw. 1400V-Kanal und dem
Kvl.4-Kanal lassen sich sowohl die Kv1.1- als auch die 1400V-Untereinheiten nach 24 h
Expressionszeit lediglich im ER und perinukle&r nachweisen (Abb. 3.13 A und B). Bei einem
Uberschuss an Kv1.4-Untereinheiten (Verhaltnis 1:10) lassen sich Kv1.1-Untereinheiten in
der Plasmamembran detektieren, was an einer stellenweisen ,Umrandung“ der Zelle und
einer diffusen Fluoreszenz der gesamten Zelloberflache zu erkennen ist (Abb. 3.13 C). Die
1400V-Untereinheiten scheinen hingegen die Membran nicht zu erreichen und sind weiterhin
nur im ER und perinukledr nachweisbar (Abb. 3.13 D).

Diese Ergebnisse bestatigen zum einen die frihere Beobachtung, dass eine Ko-Expression
mit dem Kv1.4-Kanal die ansonsten geringe Oberflachenexpression des Kv1.1-Kanals erhéht
(Abb. 3.13 A und C) (Manganas & Trimmer, 2000). Zum anderen konnte gezeigt werden,
dass der 1400V-Kanal bei alleiniger Expression ebenfalls eine geringe
Oberflachenexpression aufweist, die jedoch im Gegensatz zum Kv1.1-Kanal durch eine Ko-
Expression mit dem Kv1.4-Kanal nicht sichtbar zunimmt (Abb. 3.13 B und D).

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie deuten somit ebenso wie die Ergebnisse der
Oberflachenexpressionsanalyse (siehe 3.3.4.2) darauf hin, dass die 1400V-Editierung das
Transportverhalten der Kvl.1-Kanale innerhalb der Zelle beeinflusst.
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3.4 Konformation und Regulation des KvB1.3-Inaktivierungspartikels

Neben der Regulation von Kvl-Kanalen durch RNA Editierung stellte die Untersuchung der

A-Typ Inaktivierung einen weiteren wichtigen Aspekt der hier vorliegenden Arbeit dar.

Der Kvl.5-Kanal gehort, wie der Kvl.1-Kanal, zu den verzdgerten Gleichrichtern und weist
bei heterologer Expression lediglich eine C-Typ Inaktivierung auf. Eine A-Typ Inaktivierung
kann durch Ko-Expression mit KvB1-Untereinheiten hervorgerufen werden. Die Struktur und
die Regulationsmechanismen der Inaktivierungspartikel von Kv1-Untereinheiten sind bisher
Die folgenden Experimente tragen zur

nur ansatzweise bekannt. Aufklarung der

Konformation und Regulation des Kvf1.3-Inaktivierungspartikels bei.

3.4.1 Identifizierung der fur die Inaktivierung essentiellen Aminosauren

Kv1l.5-Kanédle wurden mit oder ohne Kvp1.3-

Kv1.5 +KvBL3  +KvB1.3 A2-10
Untereinheiten in Xenopus Oozyten exprimiert
und die Stromantwort bei Potentialen zwischen
-70mV und +70 mV gemessen (Abb. 3.14).

<

HES = == Die KvB1.3-Untereinheiten fuhren eine A-Typ

Abb. 3.14: Lokalisation der Inaktivierung ein, die bei Potentialen oberhalb

Inaktivierungsdomane von KvBL.3-  yon + 10 mV einsetzt. Diese potentialabhéngige

Untereinheiten. Der Kvl.5-Kanal weist bei
Expression in Xenopus Oozyten keine schnelle
Inaktivierung auf (links). Durch Ko-Expression

A-Typ Inaktivierung blieb jedoch bei Ko-

des Kvl.5-Kanals mit Kvp1.3-Untereinheiten

wird bei hohen Potentialen eine A-Typ
Inaktivierung induziert  (Mitte). Kvp1.3-
Untereinheiten, denen die  N-terminalen

Aminosauren 2-10 fehlen, fiihren bei Ko-
Expression mit dem Kvl.5-Kanal keine A-Typ
Inaktivierung ein (rechts). Spannungsprotokoll
siehe Abb. 3.9 A.

Expression mit Kvp1.3-Untereinheiten denen
die N-terminalen Aminoséuren 2-10 (Kv31.3 A2-
10) fehlten aus (Abb. 3.14, rechts). Dieser Effekt
der N-terminalen Deletion wurde bereits von
Uebele et al beschrieben (Uebele et al, 1998).

Dies deutet darauf hin, dass die ersten zehn

Aminosauren den Inaktivierungspartikel bilden oder zumindest einen Teil des Partikels

darstellen.
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3.4.2 Phosphoinositide regulieren die KvpB1.3-abhangige Inaktivierung

Die Aminosauren 2-11 des N-Terminus von Kvf1.3 wurden im Rahmen unserer Studie tber
den KvB1.3-Inaktivierungspartikel zunéchst, mittels positionsgerichteter Mutagenese, einzeln
gegen die Aminosaure Alanin ausgetauscht. Alanine wurden gegen Valin ausgetauscht.
Diese mutierten Kv1.3-Untereinheiten wurden mit dem Kv1.5-Kanal ko-exprimiert und das
Ausmald der durch sie induzierten Inaktivierung untersucht. Wahrend die L2A- und A3V-
Austausche zu einem Verlust der A-Typ Inaktivierung fuhrten, fihrten R5A und T6A eine
deutlich starkere Inaktivierung ein als der Kv31.3-Wildtyp (Decher et al, 2008).

Mein Anteil an dieser Studie bestand vor allem darin, die Rolle des Arginins an Position 5
(R5) zu untersuchen. Daher wird in dieser Arbeit vorwiegend dieser Aspekt der Studie
dargestellt.

Das im KvB1.3-Wildtyp kodierte basische R5 liegt im neutralen pH-Bereich der Zelle in
positiv geladener Form vor. Im Vergleich zu den umgebenden Aminoséauren, die neutral und
Uberwiegend unpolar sind, stellt das R5 somit eine Ausnhahme innerhalb des
Inaktivierungspartikels dar. Die Ko-Expression verschiedener R5-Mutanten der Kvp1.3-
Untereinheit mit dem Kv1.5-Kanal sollte Aufschluss tber die Bedeutung des R5 fir die A-Typ
Inaktivierung geben. Wurde das R5 durch die neutralen Aminosduren Cystein (R5C),
Glutamin (R5Q) oder Alanin (R5A) ersetzt, resultierte dies in einer wesentlich starkeren A-
Typ Inaktivierung. Der Austausch gegen das ebenfalls basische Lysin (R5K) hatte hingegen
keine signifikante Veranderung der Inaktivierung zur Folge (Abb. 3.15 A). Letzteres ist
vermutlich auf die Konservierung der positiven Ladung durch den R5K-Austausch
zuriickzufuhren. Der N-terminale Inaktivierungspartikel des Kv3.4-Kanals besitzt ebenfalls
basische Aminosauren (R13 und K14), deren Austausch gegen neutrale Aminosauren zu
einer starkeren Inaktivierung des Kanals fihrt. Dieses Phanomen konnte auf eine Interaktion
zwischen den positiv geladenen Aminosaureresten des Kv3.4-Inaktivierungspartikels und
den negativ geladenen Phosphatgruppen von Membran-Phosphoinositiden (PIPs)
zurlickgefuhrt werden (Oliver et al, 2004). Diese Interaktion verhindert das Eindringen des
Inaktivierungspartikels in die Kanalpore und vermindert somit das Ausmald der Inaktivierung.
Das hier beobachtete erhdhte Ausmal an Inaktivierung durch die R5C-, R5Q- und R5A-
Mutanten des KvB1.3-Inaktivierungspartikels konnte daher ebenfalls auf einer verminderten
Affinitat fir PIPs beruhen. In Inside-out Makropatch Messungen (durchgefiihrt von Prof. Niels
Decher, Institut fur Physiologie, Universitat Marburg) wurde PIP, in einer Konzentration von
10 pM von der intrazellularen Seite appliziert. Die durch Kvf1.3 induzierte Inaktivierung

konnte durch die PIP,-Applikation nahezu vollstandig antagonisiert werden, wahrend PIP, die
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Inaktivierung  durch  KvB1.3-R5C nur geringfligig reduzierte (Abb. 3.15 B).
Phosphatidylinositol-4-Phosphat (PIP) und Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3),
die ebenfalls in der Membran von Saugerzellen vorkommen, wurden auf gleiche Weise und
ebenfalls in einer Konzentration von 10 puM appliziert. Diese konnten die Inaktivierung durch
KvB1.3 in &hnlichem Male wie PIP, antagonisieren (Abb. 3.15 C). In Bezug auf die
Inaktivierung durch Kvp1.3-R5C waren auch PIP und PIP; weniger effizient (Decher et al,
2008).

A R5K B Kv1.5 + Kvp1.3 C
Kv1.5 + KvB1.3
PIP, 1,0 -
*
} J % E Kontrolle
100 ms g 10%5
R5Q R5A Kv1.5 + R5C
Q
—_— — -
Kontrolle

Abb. 3.15: Phosphoinositide regulieren das Ausmaf der Inaktivierung durch Interaktion mit
einem Argininrest der Kv1.3-Untereinheiten. A) Ko-Expressionen verschiedener Kvf1.3-Mutanten
mit dem Kvl1.5-Kanal wurden in Xenopus Oozyten mittels TEVC gemessen. Der R5K-Austausch
verandert die Inaktivierung im Vergleich zum KvB1.3-WT nicht (vergleiche Abb. 3.14, Mitte). R5C,
R5Q und R5A verursachen eine Zunahme der Inaktivierung. B) In der Inside-out Makropatch
Konfiguration kann durch Applikation von 10 pM PIP; auf der intrazellularen Seite fir eine Dauer von
15 s die Inaktivierung durch KvB1.3 nahezu vollstandig aufgehoben werden (oben). Bei der R5C-
Mutante von KvB1.3 wird die Inaktivierung durch PIP, nur zum Teil antagonisiert (unten). C) Die
Inaktivierung durch KvB1.3 kann durch 10 puM PIP; oder durch die gleiche Konzentration an PIP und
PIP3 in &hnlichem MafRe antagonisiert werden. Der Wert fir den Quotienten aus dem inaktivierten
Strom nach 1,5 s Depolarisation (linak) und dem Peakstrom zu Beginn der Depolarisation (Imax) wird
durch PIP, PIP; und PIP3 signifikant erhéht, was eine Reduktion der Inaktivierung durch die
Phosphoinositide widerspiegelt.

3.4.3 Der R5C-Austausch fuhrt eine Oxidationssensitivitat der Inaktivierung
ein

In TEVC-Messungen wurde der Effekt der membrangangigen oxidierenden Substanz t-Butyl-
HO, auf die A-Typ Inaktivierung durch Kvf1.3 und Kv31.3-R5C getestet. Die Applikation von
100 pM t-Butyl-HO, hatte keinen Einfluss auf die Inaktivierung durch Kvf1.3 (Abb. 3.16,
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links). Cysteinreste konnen unter oxidierenden Bedingungen mit anderen Cysteinresten Uber
Disulfidbriicken verbunden werden. Die nahezu vollstandige Inaktivierung des Kv1.5-Kanals
bei Ko-Expression mit KvB1.3-R5C wurde durch Applikation von t-Butyl-HO, antagonisiert
(Abb. 3.16, rechts). Dies resultierte in einer durchschnittichen Zunahme des Stromes am
Ende des 1 s Pulses zu + 70 mV um das 19,2 + 3,2 - fache. Dies zeigt, dass ein Cystein an
Position 5 der KvB1.3-Untereinheit neben der verstarkten Inaktivierung auch eine Sensitivitat
der KvB1.3-Untereinheit gegenuber Disulfidbriickenbildung durch Oxidation einfugt. Die in
Abb. 3.16 dargestellten Beispielstrome wurden jeweils auf die Stromamplitude vor Beginn
der Applikation von t-Butyl-HO, normalisiert. Die Spitze des Auswartsstromes und somit die
genaue Amplitude ist aufgrund der schnellen Inaktivierungskinetik durch Kvp31.3-R5C in der
Abbildung nicht voll erkennbar. Die durch das Cystein an Position 5 eingefiigte Sensitivitat
gegenlber Oxidation durch t-Butyl-HO, beruht vermutlich auf einer Disulfidbriickenbildung
zwischen den R5C-Resten der einzelnen Kvp1.3-Untereinheiten im Kanalkomplex. Dies
kann angenommen werden, da es im im Bereich der Pore keine zuganglichen Cysteinreste
gibt, die durch die Oxidation beeinflusst werden, bzw. mit den Cysteinen des
Inaktivierungspartikels reagieren konnten. Weitere Cysteinmutanten (L2C, A3C und A4C)
zeigten kaum oder nur geringe

Oxidationssensitvitat, wahrend die — Kv1.5+Kvp1.3 ——Kv1.5+KvB1.3-R5C
——nach 100 pM t-Butyl-HO, ——nach 100 pM t-Butyl-HO,

Inaktivierung durch die T6C-Mutante L !

ebenfalls fast vollst&andig durch t-Butyl-
HO, aufgehoben werden konnte

Normalisierter
Strom
Normalisierter
Strom

(Daten nicht gezeigt). Die .

Oxidationssensitivitat ist somit 200 ms 200 ms

o

abhangig von der Position des Abb. 3.16: Oxidation antagonisiert die Inaktivierung
durch KvB1.3-R5C. Die A-Typ Inaktivierung des Kv1.5-
Kanals durch Kvp1.3 bzw. KvB1.3-R5C wurde mittels
Oxidationssensitivitat des Kvp1.3-R5C  Spannungsspriingen zu + 70 mV fiir 1's, ausgehend von

. . . einem Haltepotential von - 80 mV, gemessen. Die Strome
Inaktivierungspartikels wurde in den wurden auf die Stromamplitude vor Applikation von t-

folgenden Experimenten genutzt, um Butyl-HO, normalisiert. Die Inaktivierung des Kvl1.5-

Kanals durch Kvp1.3 ist vor (blau) und nach Applikation
die Lokalisation der Aminosaure an von t-Butyl-HO, (rot) identisch (links). Die Inaktivierung
durch KvB1.3-R5C wird durch t-Butyl-HO, antagonisiert
(rechts).

Cysteins im Inaktivierungspartikel. Die

Position 5 wahrend der Inaktivierung

Zu bestimmen.
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3.4.4 Die Oxidationssensitivitdit von Kvp1.3-R5C beruht auf der
Konformation des Inaktivierungspartikels

Einen weiteren Aspekt unserer Studie Uber die KvB1.3-induzierte A-Typ Inaktivierung stellte
die Untersuchung der Interaktion zwischen dem Inaktivierungspartikel und der Pore des
Kv1.5-Kanals wahrend der Inaktivierung dar. Anhand von Mutationen der Bindungsstelle im
Kv1.5-Kanal und Mutationen im KvB1.3-Inaktivierungspartikel konnten die Kontaktpunkte des
KvB1.3-Inaktivierungspartikel mit dem Kanal identifiziert werden (Abb. 3.18 A). Mein Beitrag
zu diesem Teil der Studie bestand vor allem in der Untersuchung der Interaktionen der
Aminoséaureposition R5 mit der Kanalpore. Die Ubrigen Daten werden daher nur in Auszigen

gezeigt.

Ich konnte zeigen, dass die Aminosaure R5 wahrscheinlich mit den Aminosauren T480,
A501 und V505 der oberen Porenregion des Kanals nahe des Selektivitatsfilters interagiert.
Dies impliziert, dass das R5 wahrend der Inaktivierung weit in die Pore eindringt. Im Rahmen
unserer Studie zeigten wir, dass die weiter N-terminal gelegene Aminosaure L2 hingegen
eine Interaktion mit Aminosauren der mittleren bis unteren Porenregion (1508 und V512) des
Kvl.5-Kanals eingeht (Daten nicht gezeigt). Dies spricht gegen ein Eindringen des

Inaktivierungspartikels in die Pore in linearer Form.
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Abb. 3.17: Die oxidative Modifizierung der Inaktivierung ist vom Aktivierungs- bzw.
Inaktivierungszustand des Kanals abhéangig. A) TEVC-Messungen des Kv1.5-Kanals ko-exprimiert
mit KvB1.3-R5C. Ausgehend vom Haltepotential (- 80 mV) wurden die Kanale durch einen
Spannungspuls zu + 40 mV aktiviert (links). Daraufhin wurde die Oozyte dauerhaft bei + 40 mV
gehalten, sodass die Kandle in den inaktivierten Zustand versetzt wurden, und mit der Applikation von
100 pM t-Butyl-HO, begonnen (Mitte). Der Reststrom nach Inaktivierung nimmt unter t-Butyl-HO-
Applikation zu (siehe Sterne). Nach Saturierung dieser Stromzunahme wurde die Zelle fir 3 min bei
-80mV gehalten bevor erneut ein depolarisierender Puls zu +40mV appliziert wurde.
B) Stromzuwachs unter 100 uM t-Butyl-HO, bei Haltepotentialen von + 40 mV (vergleiche A, Sterne)
und - 80 mV (vergleiche A, Rauten).
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Um die Hypothese der Lokalisation des R5 im oberen Porenabschnitt des Kanals zu stiitzen,
wurde die Sensitivitat der R5C-Mutante gegentber Oxidation durch t-Butyl-HO, genutzt. Ist
das R5C wahrend der Inaktivierung tatsachlich tief in der Kanalpore gelegen, so sollte es in
dieser Zeit insensitiv gegeniiber der Oxidation sein. Wahrend des Ruhemembranpotentials
befindet sich der Inaktivierungspartikel aul3erhalb der Pore und das R5C sollte somit

oxidationssensitiv sein.

In Xenopus Oozyten wurde der Kvl.5-Kanal mit KvB1.3-R5C ko-exprimiert, sodass mittels
TEVC-Messungen die Oxidationssensitivitat gemessen werden konnte. Dazu wurde
zunachst die A-Typ Inaktivierung vor Applikation von t-Butyl-HO, gemessen (Abb. 3.17 A,
links). Danach wurden die Zellen dauerhaft auf ein Haltepotential von + 40 mV geklemmt,
wodurch die Kanéle in der A-Typ Inaktivierung gehalten wurden. Wé&hrend dieser Zeit wurde
mit der Applikation von 100 puM t-Butyl-HO, begonnen. Dies fihrte zu einer langsamen
Stromzunahme, die nach ca. 6 min saturierte (Abb. 3.17 A, Mitte). Daraufhin folgte, unter
Fortfihrung der Applikation von t-Butyl-HO,, eine Repolarisation der Zellen fir 3 min bei
einem Haltepotential von - 80 mV. Dies diente der Deaktivierung der Kanéle und ermdglichte
die vollstdndige Erholung von der Inaktivierung. Die anschlieliende erneute Aktivierung der
Kanale durch Depolarisation zu + 40 mV resultierte in einem Strom, der keine A-Typ

Inaktivierung aufwies (Abb. 3.17 A, rechts).

Wahrend die Stromzunahme durch Oxidation im inaktivierten Zustand des Kanals im Mittel
300 + 199 % betragt, steigt die Stromzunahme nach Erholung von der Inaktivierung auf
1290 +210% an (Abb. 3.17 B). Dies zeigt, dass eine Oxidation des Cysteins im
Inaktivierungspartikel von KvB1.3-R5C im inaktivierten Zustand nur in geringem Malde
mdoglich ist. Diese Ergebnisse stiitzen die Hypothese, dass das R5C wahrend der

Inaktivierung sehr tief in der 1.5-Kanalpore lokalisiert sein muss.

3.4.5 Strukturmodell des Kvp1.3-Inaktivierungspartikels in der Pore des
Kvl.5-Kanals

Die Interaktion des R5 mit der oberen Porenregion und des L2 mit der mittleren bis unteren
Porenregion deuten eine gebogene, haarnadelférmige Konformation des Kvp1.3-
Inaktivierungspartikels in der Kanalpore hin. Die Plausibilitdt dieser Konformationshypothese
wurde anhand eines Computermodells geprift (erstellt von unserem Kollaborationspartner
Dr. Frank B. Sachse, Cardiovacsular Research and Training Institute, University of Utah, Salt
Lake City, USA). Basierend auf der Kristallstruktur des humanen Kvl1.2-Kanals wurde ein

Porenhomologiemodell des Kvl.5-Kanals erstellt. Die Aminosauren der Poren-
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Bindungsstelle fir den KvB1.3-Inaktivierungspartikel, die aus einer friiheren Studie bekannt
waren (Abb. 3.18 A und Decher et al, 2005) wurden in dem Modell hervorgehoben (Abb.
3.18 B und C). Ein haarnadelférmiges energieoptimiertes Strukturmodell des Kvf1.3-
Inaktivierungspartikels wurde erstellt. Das R5 in diesem Modell bildet den &uf3eren Punkt des
Haarnadelbogens. Die kompakte Haarnadelkonformation erméglicht in silico eine Platzierung
des Inaktivierungspartikels in der zentralen Kanalpore (Abb. 3.18 B und C). Die anhand der
elektrophysiologischen Versuche vorhergesagten Interaktionen zwischen den Aminoséauren
des Inaktivierungspartikels und der Kanalpore, beispielweise R5 mit T480, V501 und V505
oder L2 mit 1508 und V512, wurden durch das erstellte Modell validiert.

Selektivitatsfilter S6 segment

TVGYGDMRPITVGGKIVGSLCAIAGVLTIALPVYPVIV

Abb. 3.18: Strukturmodell des KvB1.3-Inaktivierungspartikels in der Pore des Kvl.5-Kanals. A)
Aminosauresequenz der Porenregion des Kvl.5-Kanals. Die Aminosduren der putativen
Bindungsstelle fir den KvB1.3-Inaktivierungspartikel sind unterstrichen. B) Gezeigt sind die S5- und
S6-Segmente zweier Kanaluntereinheiten (grau). Als Kalottenmodelle sind Aminosauren der
Bindungsstelle fiur den Inaktivierungspartikel dargestellt. Der Inaktivierungspartikel der Kvp1.3-
Untereinheit (orange) nimmt eine gebogene Struktur an, die einzelnen Aminosauren sind als
Strichmodelle gezeigt. Das Arginin an Position 5 (R5) befindet sich tief in der Kanalpore. R5" markiert
das Ende der Arginin-Seitenkette. C) Die Aminoséduren des Inaktivierungspartikels der KvB1.3-
Untereinheit sind als Kalottenmodelle dargestellt, die Aminosauren der Bindungsstelle im Kanal als
Strichmodelle.
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4. DISKUSSION

4.1 Lipide blockieren die innere Kanalpore von Kv-Kanélen

Die Inhibition von Kv-Kanélen durch Lipide ist bereits seit langerem bekannt. Bisher gab es
verschiedene Hypothesen beziiglich des Mechanismus der Inhibition. Honoré et al. stellten
1994 die Hypothese auf, dass die offene Kanalpore von Kvl.5-Kandlen von der
extrazellularen Seite durch die endogenen Fettsauren Arachidonsaure und
Docosahexaensaure blockiert wird (Honoré et al, 1994). Bei Untersuchungen der Inhibition
von Kv3.1-Kanalen wurde angenommen, dass Lipide eine Inaktivierung der Kv-Kandale

auslosen, ohne selbst in die zentrale Pore einzudringen (Oliver et al, 2004).

Die initiale Beobachtung, dass die editierte Form des Kv1.1-Kanals (1400V), im Gegensatz
zu der nicht editierten Kanalform, gegenuber einer Blockade durch HUFAs resistent ist, warf
erneut die Frage nach dem Blockmechanismus auf. Da die editierte Aminoséaure (1400) in der
Mitte des porenbildenden S6-Segmentes lokalisiert ist, wurde eine direkte Blockade der
zentralen Pore durch HUFAs in Betracht gezogen. Experimentell wurde diese Hypothese
durch folgende Ergebnisse bestatigt: i) Der Zeitverlauf der Blockade des Kv1.1-Kanals durch
Arachidonsaure und Anandamid héngt stark davon ab, ob die Substanzen von intrazellular
oder von extrazellular appliziert werden. Eine Applikation von der extrazellularen Seite fuhrt
zu einem langsamen Einsetzen der Blockade, der maximale Block ist erst nach mehr als
10 min erreicht. Bei Applikation der Substanzen von der intrazellularen Seite wird die
maximale Blockade hingegen innerhalb von ~ 30 s erreicht. Folglich blockiert die Substanz
den Kanal von intrazellular. ii) Die transienten Strome wahrend der Deaktivierung vor und
nach Applikation von Arachidonsaure Uberkreuzen sich, was charakteristisch fir ein
sogenanntes ,Ful-in-der-Tur* Phanomen bei Blockern der offenen Pore ist. iii)
Arachidonsaure konkurriert mit dem Porenblocker TEA um die Inhibition des Kv1.1-Kanals.
iv) Molecular Docking Experimente sagen voraus, dass Anandamid in mehreren moglichen
Konformationen innerhalb der zentralen Pore des Kvl.5-Kanals binden und die Passage von

hydratisierten K*-lonen durch die Pore verhindern kann.

In meiner Diplomarbeit konnte ferner bereits gezeigt werden, dass v) Arachidonsaure auch
mit dem Inaktivierungspartikel von KvB1.1 konkurriert, der ebenfalls in der Kanalpore bindet
(Streit, 2008). Zudem wurden vi) neben der Kv1.1 Editierungsstelle weitere Aminosauren im

S6-Segment identifiziert, deren Austausch gegen Alanin die Blockierbarkeit durch
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Arachidonsaure vermindert und die somit als Teil der Bindungsstelle angesehen werden
konnen (Streit, 2008).

Alle diese Ergebnisse validieren die Hypothese, dass es sich bei der Inhibition von Kv-
Kanalen durch Lipide um eine direkte Blockade innerhalb der Kv-Kanalpore handelt, bei der
die Kanéle physikalisch blockiert werden und somit flr Kaliumionen nicht mehr passierbar
sind. Da die Blockade bei Applikation der Arachidonsaure von der intrazellularen Seite
wesentlich schneller einsetzt als von extrazellular, handeltet es sich am ehesten um einen
Blockmechanismus, bei dem die Arachidonséure in geldster Form im Zytosol vorliegt und
von dort in die offene Kanalpore eindringt.

Kvl-Kandale sind in vielen Arten von Neuronen exprimiert (Jensen et al, 2011). Je nach
Zelltyp kdnnen Kvl.1-Kandle sowohl im Zellsoma als auch axonal und/oder in Dendriten
lokalisiert sein (Wang et al, 1994). Dort sind sie vermutlich an der Regulation der
Erregbarkeit der Zellen und der Form und Frequenz von Aktionspotentialen beteiligt (Bean,
2007). Unter normalen Bedingungen ist die Konzentration freier Arachidonséure im
Hirngewebe gering. Durch Aktivierung von Phospholipasen ist vermutlich ein Anstieg der
freien Arachidonsaure auf eine lokale Konzentration von > 50 uM maoglich (Brash, 2001). In
diesem Konzentrationsbereich werden Kvl-Kandle in hohem MalRe blockiert. Die
Freisetzung von HUFAs bzw. Anandamid fihrt zur Blockade von Kvl1-Kanélen und tragt
somit vermutlich zur Modulation der Aktionspotentialparameter bei. Durch den direkten
Zugang der HUFAs zur inneren Pore vom Zytosol aus ist ein schnelles Einsetzen der
Blockade bei HUFA Freisetzung méglich. Bei Verringerung der HUFA-Konzentrationen durch
enzymatischen Abbau oder aufgrund von Verdunnung durch Diffusion kann die Blockade
somit auch schnell wieder abklingen. Anderungen der intrazellularen Konzentration von
freien Lipiden konnten daher Uber ihre Wirkung auf Kvl-Kandle physiologisch an der

schnellen Modulation von Aktionspotentialen beteiligt sein.

4.2 Folgen der veréanderten Pharmakologie editierter Kv1.1-Kanale

Die zentrale Kanalpore der Kvl-Kandle ist stark konserviert und beinhaltet die
Bindungsstellen fir verschiedene Blockersubstanzen. Im Rahmen der hier vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl endogene Blocker, wie Lipide und ihnen
verwandte Substanzen, als auch synthetische Blocker (4-AP und Psora-4) durch die RNA

Editierung des Kv1.1-Kanals in ihrer Potenz gemindert werden.
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Obwohl die Kvil-Kanalfamilie acht Mitglieder umfasst, die sich im Bereich der Pore kaum
unterscheiden, ist lediglich fur die mRNA der Kvl.1-Untereinheit eine RNA Editierung
innerhalb der Porenregion beschrieben (Decher et al, 2010). Anhand von Ko-Expressionen
wurde jedoch gezeigt, dass durch die Mdglichkeit der Heteromerisierung verschiedener
Untereinheiten prinzipiell alle Mitglieder der Kv1-Familie durch Vorkommen editierter Kv1.1-
Untereinheiten in der Zelle beeinflusst werden kénnen. Neuronal sind haufig verschiedene
Kvl-Untereinheiten in einer Zelle exprimiert, die als Heteromere nachgewiesen werden
konnen (Coleman et al, 1999). Editierte Kv1.1-Untereinheiten in einem solchen Heteromer
konnen nach den Ergebnissen der hier vorliegenden Arbeit die Pharmakologie dieser Kanéle

beeinflussen.

Die RNA Editierung wird innerhalb der Zelle sowohl auf Ebene der Expression der ADAR-
Enzyme als auch posttranslational durch verschiedene Mechanismen reguliert (Nishikura,
2010). Das Ausmal der Kvl.1 RNA Editierung ist daher gewebsspezifisch und unterscheidet
sich selbst zwischen verschiedenen Hirnregionen (Hoopengardner et al, 2003; Decher et al,
2010). Zusatzlich zu den gewebsspezifischen Unterschieden in der Expression der einzelnen
Kvl1-Untereinheiten ist somit auch die Kvl.1 Editierung ein bedeutender Faktor fur die
gewebsspezifische Pharmakologie der funktionellen Kvl-Kanale, da die ICsp-Werte fir
bestimmte Substanzen (u.a. 4-AP, Psora-4, Arachidonsdure, DHA, ETYA) durch editierte

Untereinheiten in Kvl-Heteromeren stark ansteigen.

Diese verdnderte Pharmakologie kann sowohl experimentell als auch physiologisch von
Bedeutung sein. Im Rahmen von Experimenten in nativem Gewebe wird h&aufig von der
Veranderung der Stromantwort einer Zelle unter Applikation von Blockersubstanzen auf die
Komposition der exprimierten Kanale geschlossen. Daher kann eine verminderte Sensitivitét
gegenltber Blockersubstanzen aufgrund der Kv1.1 RNA Editierung zu falschen
Schlussfolgerungen beziglich der Zusammensetzung der gemessen Kandéle fihren, wenn
die Editierungsrate nicht bekannt ist. Wird also eine auf pharmakologischen Experimenten
basierende Analyse des Expressionsprofils von lonenkandlen in bestimmten
Zellpopulationen angestrebt, muss die RNA Editierung der Kvl.1-Untereinheiten beachtet

werden.

Da auch die Blockade durch endogene Substanzen wie Arachidonséaure, Anandamid und
Docosahexaensaure durch die Kv1.1 Editierung beeinflusst wird, liegt die Vermutung nahe,
dass die Editierung einen physiologischen Regulationsmechanismus der Blockierbarkeit von
Kvl1-Kandalen durch Lipide darstellt. Je hoher die Editierungsrate der Kv1.1-Untereinheiten in
einer Zelle bzw. einem Hirnareal ist, desto geringer sollte die Blockierbarkeit der Kvl-Kanale

durch freie HUFAs sein. Neben den bereits erwahnten Effekten auf die A-Typ Inaktivierung
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(siehe 1.3.4) besteht daher vermutlich eine weitere physiologische Rolle der Kvl.1 RNA
Editierung darin, einer Blockade durch freie HUFAs entgegenzuwirken. Die RNA Editierung
der Kv1.1-Untereinheiten stellt somit einen weiteren moglichen Mechanismus zur Regulation

der Aktionspotentialform und -frequenz dar.

4.3 Grundlage der verminderten Stromamplitude editierter Kv1.1-
Kanéle

Die Expression editierter Kv1l.1-Kanale in Xenopus Oozyten und humanen Kulturzellen flihrte
im direkten Vergleich mit nicht editierten Kvl.1-Kandlen stets zu signifikant geringeren
Stromamplituden. Als molekulare Grundlage fiir solche Phdnomene kommen grundséatzlich
vier unterschiedliche Mechanismen in Frage: eine veranderte Spannungsabhéangigkeit,
veranderte Einzelkanaleigenschaften, verminderte mRNA- bzw. Proteinstabilitdt und/oder
veranderter Transport der Kandle innerhalb der Zelle. Diese Moglichkeiten wurden in der
vorliegenden Studie untersucht. Die Aktivierungskurven nicht editierter und editierter Kv1.1-
Kandle  zeigten  keine  signifikanten  Unterschiede, was eine  veranderte
Spannungsabhangigkeit  ausschlielt. Ebenso wies keiner der  untersuchten
Einzelkanalparameter (Leitfahigkeit, Offenwahrscheinlichkeit, mittlere Burst-Dauer) einen
signifikanten Unterschied zwischen nicht editierten und editierten Kv1.1-Untereinheiten auf.
Jedoch konnte anhand einer Chemilumineszenzanalyse in Xenopus Oozyten eine
verminderte Oberflachenexpression der editierten Kanaluntereinheiten bei gleicher
Gesamtproteinmenge in der Zelle nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Ergebnisse kann
angenommen werden, dass die Stromreduktion auf einem veranderten Transportverhalten
der editierten Kv1.1-Kanéle beruht.

Um den intrazellularen Transport der Kanéle in humanen Zellen zu untersuchen, wurde die
Lokalisation der Kv1.1- und 1400V-Untereinheiten fluoreszenzmikroskopisch erfasst. Beide
Kanaltypen kénnen elektrophysiologisch nachgewiesen werden, was ihre Expression in der
Zellmembran beweist. Bei alleiniger Expression sind sie jedoch fluoreszenzmikroskopisch
nur im Zellinneren und nicht an der Zellmembran nachweisbar. Um dennoch eine Aussage
Uber den Transport treffen zu konnen, wurden die Kvl.1l-Untereinheiten mit Kv1.4-
Untereinheiten ko-exprimiert, welche Heteromere mit den Kvl1.1-Untereinheiten bilden und
diese an die Zellmembran bringen (Zhu et al, 2005). Als zugrundeliegender Mechanismus
wird dabei eine Maskierung von Retentionssignalen innerhalb der anderen
Kanaluntereinheiten im Heteromer durch Kvl.4-Untereinheiten diskutiert (Manganas &
Trimmer, 2000). Bei einer Expression von Kv1.1 bzw. 1400V mit Kv1.4 im Verhéltnis 1:10

konnten die Kv1.1-Untereinheiten in der Zellmembran nachgewiesen werden, wahrend bei
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den 1400V-Untereinheiten keine Fluoreszenz an der Membran detektiert wurde. Dieses
Ergebnis impliziert, dass die editierten Kvl1.1-Untereinheiten auch in humanen Zellen eine
geringere  Tendenz  zur  Oberflachenexpression besitzen. Diese  geringere
Oberflachenexpression kann auf einem verminderten Transport der Kandle zur Membran,
d.h. einer Retention in intrazellularen Kompartimenten, beruhen. Eine weitere Mdglichkeit

stellt ein vermehrter Rucktransport der Kanale von der Membran ins Zellinnere dar.

Ein wichtiger limitierender Schritt bei der Oberflachenexpression der meisten
Membranproteine ist der ER-Export (Ma et al, 2001; Jarvis & Zamponi, 2007). Da die
Editierungsstelle (1400V) in der Mitte der zentralen Pore lokalisiert ist, scheint eine
Auswirkung auf das Transportverhalten des Kanals zun&chst recht ungewéhnlich. Meist
finden sich die klassischen Transportsignale N- und C-terminal (Deutsch, 2002). Es scheint
jedoch auch Aminosaurepositionen im extrazellularen Bereich der Pore von Kvl-Kanalen zu
geben, die an der Regulation des ER-Exportes beteiligt sind. In verschiedenen Studien
wurde gezeigt, dass mindestens drei nicht aufeinander folgende Aminoséurepositionen in
der Porenschleife entscheidend fir den ER-Export der Kanale sind (Zhu et al, 2005;
Manganas et al, 2001; Utsunomiya et al, 2010). Wahrend der Kvl1.4-Kanal an diesen
Positionen die Aminoséuren Prolin, Threonin und Lysin besitzt, weist der Kvl.1-Kanal dort
Adenosin, Serin und Tyrosin auf (Abb. 4.1). Es wird vermutet, dass es ein ER lokalisiertes
Protein gibt, welches diese Aminosauren binden kann und somit den ER-Export des Kanals
beeinflusst (Zhu et al, 2005; Manganas et al, 2001). Interessanterweise sind diese
Aminosaurepositionen teilweise Bestandteil der Bindungsstelle des Polypeptid Neurotoxins
a-Dendrotoxin (DTX). Die Sensitivitat des jeweiligen Kvl-Kanals gegentiber DTX korreliert
mit der Retention des Kanals im ER. Die DTX sensitiven Untereinheiten Kv1.1, Kv1.2 und

Kv1.6 werden im ER zurlickgehalten, wéahrend die DTX insensitiven Untereinheiten Kv1.3,

) ! !

Kvi.l FAEAEEAESHFSSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMYPVTIGGK

Kvi.2 —==-D=-RD=~Q-P-mm----eeeeecccaaaaa= V-Temmem
Kvi.3 =---DDPS-G-N-~~--weoe== L JOTRPSp——— - (R ———
Kv1.4 ====D=PTP=wQ-=cmemm———— T K-I-V-=-
Kvl.5 ====DNHG-=============== Tommmmmmmm R-I-V---
Kv1.6 ====DDVD-L=P=========== S M-V-==

Abb. 4.1: Vergleich der Aminoséuresequenzen der Porenschleifen innerhalb der Kvl-Kanalfamilie.
Gezeigt ist die vollstandige Sequenz des Kvl.1-Kanals im Bereich der Porenschleife, unterstrichen sind die
Aminosauren der tiefen Porenregion. Fir die Ubrigen Kanédle sind nur die von der Kvl1.1-Sequenz
abweichenden Aminoséuren gezeigt. Die Pfeile markieren die Aminoséurepositionen, welche an der Regulation
des ER-Export beteiligt sind. Abbildung maodifiziert nach Zhu et al, 2005.

72



Diskussion

Kv1.4 und Kv1.5 effizienter an die aul3ere Membran transportiert werden (Manganas et al,
2001). Da Toxine im Allgemeinen in der auferen Porenregion binden, wird die Bindung des
hypothetischen ER-Proteins auch an der aul3eren Pore (zeigt ins ER Lumen) vermutet. Als
weitere Moglichkeit wird die Existenz eines ER assoziierten Proteins vermutet, welches von
der zytoplasmatischen Seite so weit in die Pore eindringt, dass es mit den Aminosauren in
der Porenschleife interagieren kann (Zhu et al, 2005). Letzteres wirde bedeuten, dass
dieses Protein in der offenen Pore bindet und mit den Aminosauren innerhalb der zentralen
Pore interagieren kann. Da die Editierungsstelle des Kvl.1-Kanals in der Mitte des S6-
Segmentes lokalisiert ist und in die zentrale Pore zeigt, ware dies auch eine mdgliche
Erklarung des verénderten Transports editierter Kv1.1-Kanéle.

Die akzessorischen Kvp-Proteine assemblieren ebenfalls bereits im ER mit den
kanalbildenden a-Untereinheiten. Allen untersuchten Kvp-Untereinheiten (Kvf1.1, Kvp1.2,
KvB2 und KvB3) ist gemeinsam, dass sie den Transport der Kvl-Kanale zur Membran
begtinstigen und somit deren Oberflachenexpression erhohen (Campomanes et al, 2002).
Die meisten neuronalen Kvl-Kandle sind mit Kvp2 assoziiert (Shi et al, 1996; Rhodes et al,
1997). Der Mechanismus der Transportregulation der Kvl-Kanéle durch Kvp-Untereinheiten
ist bisher nicht geklart (Campomanes et al, 2002). Es ware daher auch eine Beeinflussung
der KvB2-Interaktion durch die 1400V Editierung denkbar.

Weitere Faktoren, die zur Retention von Proteinen im ER fiihren kénnen, sind unvollstandige
Faltungen und Modifikationen einzelner Proteinteile oder unvollstandige Assemblierungen
multimerer Komplexe. Sogenannte Chaperone binden an neu synthetisierte Proteine und
unterstitzen deren korrekte Faltung. Kann ein Protein nicht korrekt gefaltet werden (daftr
gibt es verschiedene Griinde), so wird es markiert, ins Zytoplasma transportiert und durch
Proteasomen abgebaut. Auch Kv-Kanale, bei denen es sich um transmembranare Proteine
handelt, scheinen diesem Schema der Qualitdtskontrolle zu unterliegen. Die genauen
Ablaufe und beteiligten Proteine sind jedoch noch nicht bekannt (Deutsch, 2002). Kvf32
wurde bereits als Chaperon fiir Kvl-Kanéle diskutiert. Im klassischen Sinne sind Chaperone
jedoch nicht mehr am maturen Protein gebunden, was bei KvB2 jedoch der Fall ist (Shi et al,
1996; Deutsch, 2002). Ein Ansatzpunkt fir zukinftige Studien ware demnach zu
untersuchen, ob die korrekte Faltung und/oder Assemblierung von Kvl.1l-Untereinheiten
durch die 1400V Editierung beeinflusst wird.

Neurone sind stark polarisierte Zellen, die bei intrazellularem Transport von Proteinen
zwischen Soma, Dendrit und Axon unterscheiden muissen. HelLa-Zellen sind unter den in
dieser Arbeit verwendeten Kulturbedingungen nicht polarisiert (Dessus-Babus et al, 2008).

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen der Transporteigenschaften in HeLa-Zellen sind
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daher nicht ohne weiteres auf neuronale Zellen tbertragbar. Ob die Kv1.1 Editierung Einfluss
auf den neuronalen intrazellularen Transport nimmt, muss daher in zukinftigen Versuchen

mit neuronalen Zellen Gberprift werden.

4.4 Funktionsgewinn oder Funktionsverlust durch die 1400V
Editierung?

Die Editierung des Kv1.1-Kanals hat sowohl Veranderungen der Pharmakologie als auch der
Oberflachenexpression zur Folge. Die verminderte Sensitivitat editierter Kanéle gegenuber
Kanalblockade durch endogenen HUFAs spricht dafiir, dass die Editierung die Kanéle vor
einer Inhibition durch HUFAs bewahrt und somit im Falle einer Freisetzung endogener
HUFAs der Stromfluss kaum beeintréchtigt wird. Dies ware eine Art Funktionsgewinn der
Kvl-Kanéle durch die Kvl1.1 Editierung. Die geringere Oberflachenexpression der 1400V-
Untereinheiten bringt hingegen einen verminderten Kaliumauswartsstrom mit sich, was
einem Funktionsverlust gleichkommt. Welcher Effekt physiologisch von groRerer Bedeutung
ist, darliber kann derzeit nur spekuliert werden. Womoglich ist dies zusétzlich abhéngig vom

jeweiligen Zelltyp und dessen Expressionsprofil.

4.5 Pathologische Relevanz des Kvl.1l-Kanals und dessen RNA
Editierung

4.5.1 Veranderte RNA Editierungslevel in epileptogenem Gewebe

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit zeigen, dass die 1400V Editierung die
Pharmakologie und die Oberflachenexpression von Kvl-Kanalen beeinflusst. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Kvl1.1 Editierungslevel im entorhinalen Cortex chronisch
epileptischer Ratten des Kainat-induzierten Modells erhdht sind, was das verminderte
iktogene Potential von 4-AP in Hirnschnitten dieser Tiere erklaren konnte. Dies ist der erste
konkrete Hinweis auf eine pathophysiologische Relevanz der Kvl.1 Editierung. Ob die
erhohten Editierungslevel dabei einen Anteil an der Pathogenese der TLE haben oder ob sie
in Folge der Erkrankung entstehen, ist noch unklar. Denkbar ware, dass die erhohte RNA
Editierung des Kvl.1-Kanals zu einer Reorganisation des entorhinalen Cortex bei
chronischer Epilepsie beitragt. Die verminderte Sensitivitat gegentiber Porenblockern kdnnte

einen kompensatorischen Mechanismus darstellen, durch den die Erregbarkeit der Zellen
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und somit auch deren Anfalligkeit gegenuber iktogenen Einflissen herabgesetzt wird.
Wahrend die Beeinflussung der 4-AP Sensitivitdt eher aus pharmakologischer Sicht von
Interesse ist, konnte der Sensitivitatsverlust gegeniber der Porenblockade durch Lipide eine
pathophysiologisch relevante Rolle spielen.

Welche Rolle die erhéhte Kvl.1 RNA Editierung im epileptischen Gewebe spielt, kbnnte
Gegenstand zukUnftiger Studien auf diesem Gebiet sein. Interessant ware zudem eine
Validierung veranderter Kvl.1 Editierungslevel in anderen Tiermodellen der Epilepsie und
die Prifung, ob die Beobachtungen auf den Menschen (dbertragbar sind. Das
Editierungsenzym ADAR2 hat neben dem Kvl.1-Kanal weitere neuronale Zielproteine,
darunter die GluR-B Untereinheit des AMPA-Rezeptors und der 5-HT,c-Rezeptor. Ob auch
deren Editierungslevel bei chronischer Epilepsie erhoht sind, ist nicht bekannt.

4.5.2 Funktionsverlust des Kvl1.1-Kanals |6st Episodische Ataxie aus

Dem Kvl.1-Kanal wurde im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit erstmals eine
pathophysiologische Relevanz im Krankheitsbild der Epilepsie zugeschrieben. Dies ist
jedoch nicht die erste neurologische Erkrankung, mit der der Kv1.1-Kanal in Zusammenhang
steht. Mutationen im KCNA1-Gen, welches fir die Kvl.1-a-Untereinheiten kodiert, wurden
erstmals 1994 mit der neuronalen Erkrankung Episodische Ataxie Typ 1 (EA-1) in
Verbindung gebracht (Browne et al, 1994). Die Symptome dieser Erkrankung umfassen
spontane Episoden von Ataxien des Rumpfes und der Extremitaten, teilweise in Kombination
mit Ubelkeit und Sehstérungen. Diese Episoden kénnen Minuten bis Stunden anhalten und
sind bei manchen Patienten durch aufl3ere Reize auslésbar. Zusatzliche Symptome kénnen
Myokymien (Muskelzuckungen) geringer Amplitude sein, die zwischen den eigentlichen
Episoden auftreten (Rajakulendran et al, 2007). Die EA-1 Mutationen im KCNA1-Gen fihren,
soweit untersucht, alle zu einem vollstdndigen oder teilweisen Funktionsverlust der
Kanalfunktion durch Veranderungen der biophysikalischen Eigenschaften, Reduktion der
Kanalproteinlevel oder Stdrungen des intrazellularen Transports. Die Krankheit wird
dominant vererbt und alle bisher beschriebenen Patienten sind heterozygot beziglich ihrer
EA-1 Mutation. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Neuronen sowohl Wildtyp-
als auch mutierte Untereinheiten des Kvl.1-Kanals exprimieren. Vermutlich haben die
mutierten Untereinheiten einen dominant negativen Effekt auf Kanalheteromere (Ashcroft,
2000). Bei der EA-1 handelt es sich nicht um eine Epilepsieform, jedoch wurde eine erhdhte
Pravalenz fur Epilepsie in Patientenkollektiven mit EA-1 beschrieben (Rajakulendran et al,

2007). Sollten die EA-1 Mutationen zu einer Verdnderung der Sekundarstruktur der préa-
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MRNA fuhren, koénnte dies die Bindung der ADAR und/oder die Effektivitat der Editierung
beeinflussen. Vor allem solche EA-1 Mutationen, die im Bereich des S6-Segmentes liegen
sind hierbei interessant (beispielsweise V404l und V408A), da der entsprechende pra-mRNA
Abschnitt an der Bildung der Sekundéarstruktur beteiligt ist, die fur die 1400V RNA Editierung
bendtigt wird (Bhalla et al, 2004). Es wére daher interessant zu untersuchen, ob bestimmte
EA-1 Mutationen mit einer verénderten 1400V Editierungsrate einhergehen.

4.5.3 Problematiken bei der Untersuchung von RNA Editierung

Im Gegensatz zu genetischen Studien, bei denen prinzipiell aus jedem Gewebe des
Organismus DNA isoliert und zur Analyse verwendet werden kann, kénnen Untersuchungen
zu RNA Editierungsleveln nur durch direkte Isolation des entsprechenden Gewebes
durchgefuhrt werden. Die Untersuchung der pathophysiologischen Relevanz von RNA
Editierungsleveln wird durch das hohe MalR an gewebsspezifischen Unterschieden und
durch die Instabilitdét von RNA-Molekulen aul3erhalb der Zelle erschwert. Prazision bei der
Auswahl und Entnahme der Proben sind daher die Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit
der Proben von gesunden Kontrollen und erkrankten Individuen. Zudem ist bisher wenig
bekannt Uber die altersabhangige Entwicklung der Kvl1.1 Editierungslevel. Daher kénnen
auch die Proben von gesunden und kranken Individuen unterschiedlichen Alters nicht ohne
Weiteres verglichen werden. Fur den Kvl.1-Kanal sind vor allem neuronale Proben von

Interesse. Es ist daher nur schwer realisierbar Studien mit humanem Material durchzufiuhren.

4.6 Evolutionare Konservierung der Kv1.1 Editierungsstelle

Die Kvl-Familie in Saugern ist paralog zum Shaker-Kanal der Drosophila Fliege. Die der
1400-Position entsprechende Stelle des Shaker-Kanals unterliegt ebenfalls einer RNA
Editierung mit der Folge eines Aminosaureaustausches zu Valin (Bhalla et al, 2004). Ebenso
verhdlt es sich mit dem paralogen Kvl.1-Kanal der Ratte. Dass diese Editierung in
verschiedenen Spezies auftritt, spricht fur eine evolutiondre Konservierung. Diese ist meist
Anzeichen einer wichtigen Funktion der betroffenen Gene fir den Organismus.
Erstaunlicherweise wird der Drosophila-Kanal Shab, welcher paralog zur Kv2-Kanalfamilie
ist, auch an der 1400-Position editiert. Fir den humanen Kv2-Kanal wurde bei der
Untersuchung verschiedener Gewebe (Cerebellum, frontaler Cortex, Corpus Callosum,

Diencephalon, Dunndarm, Niere und Nebenniere) bisher keine entsprechende Editierung

76



Diskussion

beschrieben (Li et al, 2009). Durch heterologe Expression nicht editierter und editierter
Shaker- und Shab-Kanédle konnte gezeigt werden, dass auch bei diesen Kandlen die
Editierung zu einer verminderten Lipidsensitivitat fuhrt (Daten nicht gezeigt).

4.7 Konformation und Regulation des KvB1.3-Inaktivierungspartikels

4.7.1 Konformation des KvB1.3-Inaktivierungspartikels

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Inaktivierungspartikel der KvB1.3-Untereinheit in einer haarnadelférmigen gebogenen
Konformation vorliegt, wenn er wahrend der A-Typ Inaktivierung in der zentralen Pore von
Kvl-Kanalen bindet. Eine &ahnliche Konformation wurde zuvor fir die endogenen
Inaktivierungspartikel von Kvl1.4- und Kv3.4-Kanalen vorhergesagt (Antz et al, 1997),
wahrend fur den N-Terminus der Kvf31.1-Untereinheit ein Eindringen in die Kanalpore in
einer linearen, ausgestreckten Konformation vermutet wird (Zhou et al, 2001b). Trotz der
ahnlichen Effekte der verschiedenen Inaktivierungspartikel auf die Kvl-Kanale sind nattrlich
abweichende Konformationen aufgrund der unterschiedlichen Aminosauresequenzen

maoglich.

4.7.2 Regulation des Kv[31.3-Inaktivierungspartikels

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine Regulation der Kvp1.3-
induzierten Inaktivierung durch Phosphoinositide (PIP, PIP, und PIP3) beschrieben. Diese
beruht auf einer Interaktion des positiv geladenen Argininrestes an Position 5 (R5) des N-
terminalen Inaktivierungspartikels mit den negativen Phosphatgruppen der Phosphoinositide.
Der gleiche Mechanismus wurde zuvor fur die Inaktivierungspartikel des Kv3.4-Kanals und
der KvB1.1-Untereinheit beschrieben. Im Kv3.4-Kanal befinden sich die fir die PIP,-
Interaktion verantwortlichen positiv geladenen Aminosauren weiter vom N-Terminus entfernt
(R13 und K14) (Abb. 4.2) (Oliver et al, 2004). Im KvB1.1-Protein ist die erste negativ
geladene Aminosaure des N-Terminus ein Lysin an Position 13 (K13). Ob das K13 fir die
PIP,-Sensitivitat essentiell ist, wurde bisher nicht beschrieben. Im Kvl1.4-Kanal befinden sich
die ersten basischen Aminosauren an den Positionen 26 und 28. Fir diesen Kanal wurde
jedoch ebenfalls eine PIP,-Regulation gezeigt (Oliver et al, 2004). Fir die Kvp1.2-

Untereinheit ist bisher nicht beschrieben, ob sie PIP, reguliert ist, sie weist jedoch analog zu
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KvB1.3 an Position 5 eine negative Ladung auf (K5) (Abb. 4.2). Erste eigene Versuche (nicht
Teil der hier vorliegenden Arbeit) deuten auf eine K5-abhangige PIP,-Regualtion der Kv31.2-
induzierten A-Typ Inaktivierung hin. Die unterschiedlichen Lokalisationen N-terminaler
basischer Aminosauren in den PIP-regulierten Inaktivierungspartikeln lassen vermuten, dass
es keine gernerell konservierte PIP-Interaktionssequenz gibt. Die Regulation der
Inaktivierungspartikel durch PIPs kann daher indivduelle Unterschiede aufweisen und muss

fur jeden Inaktivierungspartikel einzeln untersucht werden.

(@] L o LN

Abb. 4.2: Vergleich der N-terminalen O ! - N N
. N hKvB1l.1 MQVSIACTEHNLKSRNGEDRLLSKQSST —® PIP,
Aminosauresequenzen humaner

KvB1l-Untereinheiten und Kv-Kandle hKvB1l.2 MHLYKPACADIPSPKLGLPKSSESALKC —» ?
mit  A-Typ Inaktivierung. Die

basischen Aminosauren Lysin (K) und
Arginin (R) sind fettgedruckt, ~DKv1.4 MEVAMVSAESSGCNSHMPYGYAAQARAR — PIP,

hKvB1.3 MLAARIGAAGSQISEENTKLRRQSGFSV — PIP,

Umrandungen markieren experimentell  hkv4.3 MISSVCVSSYRGRKSGNKPPSKTCLKEE —» PIP,
(von mir bzw. Oliver et al, 2004)

validierte PIP,-Interaktionsstellen (h =
human).

4.7.3 Regulation der membranaren PIP-Level

Physiologisch liegen PIPs in Membranen integriert vor und stehen unter dem Einfluss
zellularer Phosphatasen, Lipasen und Kinasen. Die Aktivierung G4-gekoppelter Rezeptoren
initiiert eine Signaltransduktionskaskade, die zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC)
fuhrt. Die PLC spaltet PIP, zu Diacyglycerol (DAG) und Inositoltrisphosphat (IPs), sodass die
PIP,-Konzentration in der Membran abnimmt. Durch Phosphatasen kénnen auch einzelne
Phosphate von PIPs abgespalten werden, was ebenfalls Einfluss auf die Interaktion mit
Inaktivierungspartikeln nehmen koénnte. Verschiedene zellulare Kinasen kénnen diesen
Prozess antagonisieren indem sie Phosphoinositol (PI) bzw. PIPs weiter phosphorylieren. In
den bisher publizierten Studien wurde die PIP-Bindung durch Inaktivierungspartikel meist
indirekt nachgewiesen. So wurden beispielsweise PIP, oder PIP, maskierendes Polylysin in
elektrophysiologischen Messungen intrazellular appliziert (Oliver et al, 2004; Decher et al,
2008) oder die Bindung isolierter Inaktivierungspartikel an PIP-haltige Liposomen in vitro
anhand von biochemischen Tests nachgewiesen (Oliver et al, 2004; Decher et al, 2008). In
zuklnftigen Studien ware es erstrebenswert zu testen, ob die durch Kinasen und
Phosphatasen erzeugten Anderungen der PIP-Level in der Membran ausreichen, um eine

signifikante Anderung der Inaktivierung hervorzurufen.
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4.7.4 Physiologische Relevanz der Regulation der A-Typ Inaktivierung

Kvl-Kandle sind in vielen Geweben gemeinsam mit akzessorischen Kvp1-Untereinheiten
exprimiert: Neuronal wurden bereits in mehreren Studien Kolokalisationen und Interaktionen
von Kvl-Kanélen mit KvB1-Untereinheiten beschrieben (Rhodes et al, 1997; Sokolowski et
al, 2005). Im Herzen bilden wahrscheinlich Kv1.2 und Kvf31.3 Komplexe mit Kv1.5-Kanélen,
diese Kanalkomplexe konnten an der transienten Kalium-Stromkomponente I, (engl.:
Jtransient outward®) und/oder der ultraschnell aktivierenden Komponente Ix, (engl.: ,K* ultra
rapid“) des Aktionspotentials im Herzen beteiligt sein (Snyders, 1999; Ravens & Wettwer,
2011). Da diese Stromkomponenten an der Repolarisation und daher an der Regulation der
Aktionspotentialdauer (engl.: ,action potential duration®; APD) beteiligt sind, hat eine schnelle
Inaktivierung der Kanéle durch KvB1-Untereinheiten potentiell ebenfalls einen Effekt auf die
APD. Die Regulation der A-Typ Inaktivierung durch PIPs kénnte somit physiologisch an der
Modulation von APDs und Aktionspotentialfrequenzen beteiligt sein. In Kardiomyozyten
humaner Vorhofe ist die Ix,~-Stromkomponente besonders ausgepragt. Eine signifikante
Verminderung dieses Stromes konnte mit Vorhofflimmern in Verbindung gebracht werden
(Brandt et al, 2000; Van Wagoner & Nerbonne, 2000; Christ et al, 2008). Verédnderte
Expression von KvB-Untereinheiten wurden in diesem Zusammenhang bisher jedoch nicht
nachgewiesen (Ravens & Wettwer, 2011). Ein Zusammenhang zwischen veranderten PIP,-
Leveln und Arrhythmien wird ebenfalls bereits diskutiert (Woodcock et al, 2009). PIP,-Effekte

auf die A-Typ Inaktivierung von Kv1.5-Kanélen wurden dabei bisher auf3er Acht gelassen.

Auch in Neuronen konnte die Regulation der A-Typ Inaktivierung von Kvl-Kanédlen durch
PIP, an der Modulation der Aktionspotentialdauer, -weiterleitung und -frequenz beteiligt sein.
Die physiologische Bedeutung dieser Modulation ist vermutlich stark von der jeweiligen

Hirnregion abhangig und bedarf daher genauer Untersuchung in kunftigen Studien.

Die Untersuchung der physiologischen Funktion von PIPs im Zusammenhang mit A-Typ
Inaktivierung von Kvl1-Kanélen wird dadurch erschwert, dass PIPs an der Regulation vieler
lonenkanéle beteiligt sind, sodass die Isolation des Effekts auf einzelne Stromkomponenten

bei Messungen in nativem Gewebe vermutlich nur schwer realisierbar ist.
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4.8 Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebenen Auswirkungen der RNA Editierung des Kvl1.1-Kanals auf
die Pharmakologie und den Transport der Kanéle stellen neue Aspekte der Regulation von
Kvl-Kandalen dar. Verschiedene Aspekte weisen auf die hohe physiologische Relevanz der
Kvl.1 Editierung hin: Bhalla et al konnten eine evolutiondre Konservierung der Kvl1.1
Editierung zeigen (Bhalla et al, 2004). Wir konnten gewebsspezifisch unterschiedliche
Editierungslevel (Daten nicht gezeigt, siehe Decher et al, 2010) und einen Anstieg der Kv1.1
Editierungslevel im entorhinalen Cortex epileptischer Ratten nachweisen (siehe 3.2). Zudem
zeigen die veranderten Editierungslevel der GIuR-B Untereinheit und des 5HT,c-Rezeptors
bei sALS-Patienten (siehe 1.3.3.1) bzw. Suizidopfern (siehe 1.3.3.2), dass neuronale RNA
Editierungslevel im Menschen eine bedeutende Krankheitsrelevanz besitzen. Es ware daher
interessant, eine Quantifizierung der RNA Editierung des Kv1.1-Kanals in zukinftige Studien

zur Erforschung neuronaler Erkrankungen einzubeziehen.

Um die Folgen der Kv1.1 Editierung auch auf zellularer Ebene besser zu verstehen, ware
eine weiterfihrende Untersuchung der verdnderten Oberflachenexpression editierter
Kanaluntereinheiten sinnvoll. Eine Verifizierung der Transporteffekte in neuronalen Zellen
und eine anschlieBende Aufklarung des zugrundeliegenden Transportmechanismus sind

hierbei erstrebenswert.

Auf dem Gebiet der A-Typ Inaktivierung konnte in zukunftigen Studien die Regulation durch
PIPs genauer untersucht werden. Alle in dieser Arbeit diskutierten Inaktivierungspartikel
scheinen durch PIPs regulierbar zu sein. Eine offene Frage ist, ob die unterschiedlichen
Sequenzen der Inaktivierungspartikel verschiedene Interaktionsbedingungen fiir PIPs
aufweisen. Es wére daher interessant die Antagonisierung der Inaktivierung fir die
verschiedenen Inaktivierungspartikel auf ihre jeweilige Konzentrationsabhéngigkeit von PIPs
zu testen. Dies wiirde zu einem besseren Verstandnis der regulatorischen Unterschiede
zwischen den verschiedenen Inaktivierungspartikeln fihren. Zudem ware es erstrebenswert
in kinftigen Studien die zellularen Regulationsmechanismen (Lipasen, Phosphatasen,
Kinasen) der membranaren PIP-Level zu nutzen, um herauszufinden, in welchem Ausmalf}
die kardiale und neuronale A-Typ Inaktivierung durch PIPs physiologisch beeinflusst werden

kann.
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6. ANHANGE

6.1 Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

4-AP 4-Aminopyridin

5-HT,c-Rezeptor 5-Hydroxytyrosin-Rezeptor vom Typ 2C

AA Arachidonsaure (engl.: ,arachidonic acid”)

ADAR Engl.: ,adenosine deaminase acting on RNA”

AEA Arachidonyl-Ethanolamin (Anandamide)

ALS Amyotrophe Lateralsklerose

AMPA-R. Engl.: ,alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic

acid (AMPA)-sensitive receptor”

APD Aktionspotentialdauer (engl.: ,action potential duration”)

cRNA Engl.: ,complementary RNA®

DAG Diacylglycerol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (engl.: ,deoxyribonucleic acid®)

ddH,O Doppelt destilliertes Wasser

DHA Docosahexaensaure (engl.: ,docosahexaenoic acid”)

E. coli Escherichia coli

EGFP Verbessertes Grin Fluoreszierendes Protein (engl.: ,enhanced

green fluorescent protein”)
ER Endoplasmatisches Retikulum

EtOH Ethanol
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ETYA Eicosatetraensaure (engl.: ,eicosatetraynoic acid®)

GluR-B Glutamat Rezeptor Untereinheit B

h Stunden (lat.: ,hora”)

HA Hamagglutinin

I1Cso Konzentration zur 50 %-igen Inhibition

JSTX Joro-Spinnentoxin

Kv-Kanal Spannungsgesteuerter Kaliumkanal

LB-Medium Lysogeny Broth-Medium

min Minuten

MRNA Engl.: ,messenger RNA”

MS Multiple Sklerose

NTP Nukleotid Triphosphat

p.a. Hoher Reinheitsgrad, zu Analysezwecken geeignet (engl.: ,pro
analysis”)

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: ,polymerase chain reaction”)

PIPs Phosphatidylinositolphosphate

PLA Phospholipase A

PLC Phospholipase C

PLD Phospholipase D

RNA Ribonukleinsaure (engl.: ,ribonucleic acid”)

rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: ,rounds per minute”)

RT Raumtemperatur (20 - 22 °C)

S1-S6 Transmembranhelices

sn Stereospezifische Nummerierung
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t-Butyl-HO, tert-Butyl Hydroperoxid
TEA Tetraethylammonium
TEVC Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (engl.: ,two electrode

voltage clamp”)

TLE Temporallappenepilepsie

tRNA Transfer-RNA

U.N. Uber Nacht

uv Ultraviolett

viv Volumen/Volumen (Volumenprozent)

wiv Gewicht/Volumen (Gewichtsprozent) (engl.: ,weight/volume”)
WT Wildtyp

Nicht aufgefuhrt sind:

- Die Formelzeichen des Internationalen Einheitensystems (SI, Le Systéme
international d'unités) und deren abgeleitete Einheiten.

- Die Abkirzungen fir chemische Elemente. Sie entsprechen den Angaben des
Periodensystems der Elemente nach der International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC).

- Allgemein gebrauchliche Abklrzungen der deutschen Sprache nach dem Duden.
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6.2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung Titel Seite

Abb. 1.1 Struktur und Funktion von Kv-Kanélen 6

Abb. 1.2 Strukturelle Grundlagen der A-Typ Inaktivierung 9

Abb. 1.3 N-terminale Aminosauresequenzen der drei Spleil3varianten 10
von Kv[31

Abb. 1.4 Schema eines RNA Editierungskomplexes 15

Abb. 1.5 Die RNA Editierung der GIuR-B-Untereinheit des AMPA- 18
Rezeptors beeinflusst dessen Pharmakologie

Abb. 1.6 Der Serotonin-Rezeptor 5-HT,c besitzt mehrere RNA 19
Editierungsstellen

Abb. 1.7 RNA Editierung des Kv1.1-Kanals 20

Abb. 1.8 Editierte Kvl.1-Kanéle zeigen eine reduzierte Stromgréf3e in 20
Xenopus Oozyten

Abb. 2.1 Prinzip der Software gestitzen Analyse von Western Blot 30
Ergebnissen

Abb. 2.2 Funktionsprinzip  der  Hamagglutinin-Epitop  basierten 31
Oberflachenexpressionsanalyse

Abb. 3.1 Inhibition von Kv1.1-Kanalen durch endogene Fettsduren 40

Abb. 3.2 Arachidonséaure blockiert Kv1.1-Kanéle in der zentralen Pore 42

Abb. 3.3 Arachidonséure konkurriert mit TEA um die Bindung in der 44
Pore

Abb. 3.4 Die Kanalblockade durch rHongotoxin wird durch die Kvl.1 45

Editierung nicht beeinflusst

Abb. 3.5 Molecular Docking Experimente bestatigen die Blockade der 46
zentralen Kanalpore durch Lipide
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Pharmakologie der Kv1l-Kanalfamilie

Reduziertes iktogenes Potential von 4-AP und erhéhte Kv1.1-
Editierungslevel bei chronisch epileptischen Ratten des
Kainat-induzierten Modells

Erhohte Kv1.1 Editierungslevel reduzieren die 4-AP Affinitat

Spannungsabhangigkeit, Aktivierungskurven und Blockkinetik
werden durch das erhdhte Editierungslevel nicht verandert
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EGFP-markierter Kvl.1-Kanéle in HeLa-Zellen
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Oxidation antagonisiert die Inaktivierung durch Kvp1.3-R5C
Die oxidative Modifizierung der Inaktivierung ist vom
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abhangig
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