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Einleitung

1. Einleitung

1.1 lonenkanale

Die Zellmembran bildet eine selektive Barriere zwischen dem cytoplasmatischen
Zellkompartiment und dem Extrazellularraum. Sie dient der Aufrechterhaltung des
intrazellularen Millieus und ermd0glicht einen gerichteten Austausch von lonen,
niedermolekularen ~ Substanzen und  Makromolekiilen. In Bezug auf die
lonenkonzentration bestehen grofRe Unterschiede in der Zusammensetzung des
intrazellularen und extrazellularen Millieus. Diese Gradienten der lonenkonzentrationen
und die relative Permeabilitdit der Membran fir bestimmte lonen ermdglichen die
Entstehung eines Membranpotentials. Neben Poren, Pumpen und Carriern bilden
lonenkanéle einen Typ integraler Membranproteine, die den Transport von lonen
vermitteln. Sie sind meist selektiv fir bestimmte lonen und lassen diese entspechend ihres
elektrochemischen Gradienten die Zellmembran passieren. Das Offnen und SchlieRen
der Kanéle wird durch die Anderung des Membranpotentials oder die Bindung intra- oder
extrazelluldrer Liganden oder Botenstoffe bewirkt. lonenkandle weisen Durchfluf3raten
von mehr als 106 lonen pro Sekunde auf und kénnen so das Membranpotential in
kirzester Zeit lokal verandern. Fir die Funktion von Zellen spielen insbesondere Na*-,
K+-, CaZ*- und Cl-Kanadle eine entscheidende Rolle (Hille, 1992).
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1.2 Kaliumkanale

Unter den lonenkanélen bilden die K+-selektiven Kanéle die weitaus grofite Gruppe mit
einem entsprechend breiten funktionellen Spektrum. Entwicklungsgeschichtlich sind sie
eine sehr alte Proteinfamilie. Fiir K+-Kanéle kodierende Gene kdnnen in den Genomen
fast aller Organismen wie z.B. in Bakterien, Pilzen, Pflanzen, Invertebraten und
Vertebraten nachgewiesen werden (Jan und Jan, 1997). Sie werden in nahezu allen
erregbaren und nicht-erregbaren Zellen exprimiert, wo sie an einer Vielzahl
lebenswichtiger Prozesse beteiligt sind. Zu ihren Aufgaben gehoren u.a. die Kontrolle des
Membranpotentials, die Regulierung der Sektretion von Hormonen und die Steuerung
von Salz- und Wassertransport in Epithelien. Sie spielen eine wichtige Rolle bei die
Kontrolle der Zellproliferation, der Steuerung der Herzmuskelkontraktion und der
Weiterleitung neuraler Signale.

K+-Kandle werden durch unterschiedliche Steuerungsmechanismen reguliert. Bei den
spannungsabhdngigen K+-Kanélen bewirkt die Depolarisierung der Zellmembran eine
Konformationsanderung des Kanalproteins und ermdglicht so ein Offnen der Pore.
AuBRerdem werden K+-Kanéle durch die intrazellulare Ca2*+-Konzentration, zyklische
Nukleotide, das ATP/ADP Verhéltnis der Zelle, den pH-Wert oder mechanische
Belastung aktiviert. Weiterhin wird die Aktivitdt dieser Kanéle mittels Phosphorylierung
durch Proteinkinasen oder Dephosphorylierung durch Phosphatasen moduliert (Pongs,
1999).

K+-Kandle bilden die eine auf3erordentlich heterogene Gruppe, die man aufgrund ihrer
Struktur mit zwei, vier, sechs oder acht Untereinheiten in Klassen unterteilt (Abb.1) (Wei
et al., 1996). Aus tierischen Organismen isolierte K+-Kandle bestehen aus mehreren a-
Untereinheiten, die gemeinsam die Pore des Kanals bilden. Die Porenregion aller K+-
Kandle umfal3t ca. 20 hochkonservierte Aminoséuren und enthdlt ein charakteristisches
Sequenzmotiv, die sog. Signatursequenz (GYGD), die den Selektivitatsfilter der
Porenregion darstellt (Heginbotham et al., 1992; Yang et al., 1996; Doyle et al., 1998;
Aquvist et al. 2000).

Eukaryontische K+-Kandle innerhalb einer Strukturklasse werden aufgrund ihrer

Membrantopologie, Funktionalitat und verschiedener charakteristischer
2
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Aminosduresequenzmotive in Familien eingeteilt. Vergleiche der Aminosduresequenz
haben gezeigt, dall die Mitglieder einer Kanalfamilie verschiedener Organismen einander
ahnlicher sind als die Mitglieder verschiedener K+-Kanalfamilien eines Organismus.

Die Klasse der Kanéle mit sechs transmembranspannenden Segmenten umfalit eine Reihe
sehr unterschiedlicher K+-Kandle, die zum groéften Teil auswértsrektifizierend sind. Zur
Klasse dieser Kanéle, die in sechs Familien unterteilt ist, gehtren wu.a. die
spannungsabhdngigen Kv- (voltage-dependent K+*-channels) und die CaZ*-aktivierten
Kca-Kanéle (calcium-dependent K+-channels) (Chandy und Gutman, 1995; Jan und Jan,
1997).

Superfamily
|

+ +*

24
K Channels NB+ and Ca Channels K Channels
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Family

=
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E o | I
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Multipla Subfamily Members Muttipla Subfamily Membears
Presant in Some Species Presenl in Some Specias

Abb.1: Ubersichtsschema tiber die hierarchische Klassifizierung von K+-Kanélen

(aus Wei et. al., 1996) (Erlauterungen siehe Text). Die markierten K+-Kanalfamilien "Slo" und
"Novel" représentieren die Caz+-empfindlichen K+-Kanale
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1.3 Ca*"-empfindliche K*-Kanéle

Die Caz+-empfindlichen K+-Kandle werden durch einen Anstieg der freien intrazellul&ren
Caz*-Konzentration aktiviert. Die Aktivitat dieser Kandle spielt eine wichtige Rolle bei
vielen physiologischen Prozessen, die mit einer Verédnderung der intrazellularen Ca2+-
Konzentration und einer damit verbundenen Anderung des Membranpotentials
einhergehen. Ca2* erfillt zahlreiche wichtige Funktionen als “second messenger™ bei der
intrazellularen Signaltbertragung hormoneller Stimuli und als Aktivator einiger Enzyme
z.B. bei der Muskelkontraktion. Entsprechend der Vielfalt der Funktionen des Caz* findet
man diese Kanéle in nahezu allen Geweben mehrzelliger Organismen. Die Caz*-
empfindlichen K+-Kanéle werden aufgrund ihrer Einzelkanalleitfahigkeiten in drei
Unterfamilien gegliedert, die BK-, SK- und IK-Kanéle (Big, Small, Intermediate). Neben
ihren unterschiedlichen elektrophysiologischen Eigenschaften unterscheiden sie sich
hinsichtlich ihrer Amiosduresequenz, ihrer Struktur und ihrer phamakologischen
Eigenschaften. Sie werden in verschiedenen Geweben exprimiert, wo sie entsprechend
ihrer typischen Charakteristiken unterschiedliche Funktionen erfillen (Vergara, 1997).

Die Caz+-Kandle groRer Leitfahigkeit (BK-Kandle) weisen eine Einzelkanalleitfahigkeit
von ca. 250 pS auf. Sie werden Uberwiegend in glatten Muskelzellen und Neuronen,
kolokalisiert mit spannungsaktivierten Ca2+-Kanélen, exprimiert (Robitaille et al., 1993,
Mori et al., 2000). BK-Kanéle werden &hnlich wie die spannungsabhdngigen Kv-Kanéle
auch durch eine Depolarisierung der Zellmembran aktiviert. Allerdings ist ihre
Spannungsabhangigkeit weit zu positiven Membranpotentialen. Zuzétzlich zur
spannungsabhdngigen Strukturdnderung bendtigen sie Ca* zur Aktivierung. Diese
Eigenschaften begrinden ihre Funktion als Rickkopplungsregulator der Aktivitdt von
spannungsaktivierten Caz+-Kanaélen.

Die BK-Kanéle zeigen viele der typischen Strukturmerkmale der Kv-Kanéle. Die
Topologie dieser Kanéle weist im Gegensatz zu allen bisher konierten K+-Kandlen die
Besonderheit auf, dal} sie um mindestens ein weiteres membrandurchspannendes
Segment erweitert ist. Im Gegensatz zu allen anderen K+-Kanélen liegt das
aminoterminale Ende im extrazelluldren Bereich (Meera et al., 1997).
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Die Kanalaktivitdt der BK-Kanéle, ihre kinetischen Eigenschaften und Ca2*+-Sensitivitét
wird in starkem Ausmall durch eine membranstandige B-Untereinheit beinflul3t.
Auflerdem wurde beschrieben, daR sowohl die Spannungsabhangigkeit als auch die Caz*-
Empfindlichkeit der BK-Kanéle durch Proteinkinasen moduliert werden (Reinhart et al.
1995). Pharmakologisch lassen sich die BK-Kandle durch Charbydotoxin und Iberiotoxin
blockieren.

Im Gegensatz zu den BK-Kanélen haben die SK-Kandle eine Einzelkanalleitfahigkeit von
nur 4 - 14 pS. Sie sind spannungsunabhéngig und werden bei submikromolaren Ca?+-
Konzentrationen (600 - 700 nmol/l) aktiviert (Xia et al., 1998). Die Ca?*-regulierte
Aktivierung der Kanéle geht mit einer konstitutiven Bindung von Calmodulin am
poximalen C-Terminus aller vier a-Untereinheiten des Kanals einher (Keene et al., 1999;
Schumacher et al., 2001).

Die SK-Kandle werden Uberwiegend in erregbaren Zellen exprimiert. In Neuronen
bewirkt der durch ein Aktionspotential ausgel0ste Anstieg der intrazelluldren Ca2+-
Konzentration die Aktivierung der SK-Kanale. Die durch das Offnen der SK-Kanale
ausgeloste Membranhyperpolarisierung, die sog. langsame Nachhyperpolarisation (AHP),
begrenzt in Neuronen die Frequenz der Aktionspotentiale (Kdhler et al., 1996).

Die Topologie der SK-Kandle entspricht mit sechs Transmembransegmenten, einer
Porenregion und intrazelluldren N- und C-Termini pro Untereinheit denen der Kv- und
BK-Kandle. Die Aminosduresequenz aller bisher klonierten Mitglieder der SK-
Kanalfamilie (SK1 - SK3) unterscheidet sich mit Ausnahme der Porenregion jedoch
deutlich von derjenigen der Kv-Kanéle. Pharmakologisch lassen sich die Ca2*-
empfindlichen K+-Kanéle geringer Leitféhigkeit durch Apamin blockieren.
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1.4 Ca’"-empfindliche K*-Kanéale mittlerer Leitfahigkeit

Die erste Beschreibung der funktionellen Eigenschaften eines Ca2+-empfindlichen K+-
Kanals mittlerer Leitfahigkeit erfolgte bereits 1958 (Gardos G., 1958). Der in der
Membran roter Blutkdrperchen nachgewiesene K+-selektive "Gardos-Kanal" konnte
spater aufgrund seiner elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften als
Mitglied der IK-Kanalfamilie identifiziert werden (Szbeni et al., 1981; Pellegrino et al.,
1989; Orringer et al., 1991; Brugnara et al., 1993). Die ersten Klonierungen dieses Ca2+-
sensitiven K+-Kanals mittlerer Leitfahigkeit (IK1) erfolgten jedoch erst 1997 (Ishii et al.,
1997; Joiner et al., 1997).
Die IK1-Kanéle weisen zu den SK-Kanélen eine 40-50%ige Sequenzhomologie auf. Mit
sechs Transmembransegmenten, einer Porenregion und einem putativ intrazellular
gelegenen C- und N-Terminus sind sie auch hinsichtlich ihrer Struktur eng mit den SK-
Kanélen verwandt. Wie diese 6ffnen die 1K1-Kandle spannungsunabhéngig und werden
durch Caz+-Konzentrationen im physiologischen Bereich aktiviert. Aufgrund dieser
Ahnlichkeiten wurden sie urspriinglich der Subfamilie der SK-Kanile zugeordnet.
Anhand der bis heute nicht einheitlich geregelten Nomenklatur - 1K1-Kanéle werden
auch als SK4 KCa4 bzw. KCNN4 bezeichnet - wird deutlich, dal? diese Kandle
urspriinglich als viertes Mitglied der SK-Kanalfamilie bewertet wurden. Hinsichtlich ihrer
Verteilung und ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften
weisen die IK1-Kanéle jedoch Unterschiede zu den SK-Kanalen auf, die deutlich machen,
daR diese Kanadle eine eigenstandige Subfamilie repréasentieren.
Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Ca2+-empfindlichen Kanéle werden der
IK1-Kandle nicht in erregbaren Zellen exprimiert (Jensen et al., 1998; 1999). IK1-Kanéle
konnten u.a. in den sekretorischen Epithelien der Lunge, der Placenta, des Colons und
des Magens nachgewiesen werden, wo sie an der epithelialen Salz- und Wassersekretion
beteiligt sind. Die Aktivierung der Kandle flihrt zu einer Hyperpolarisation der
basolateralen Membran dieser Zellen, die die Ca?* und cAMP regulierte Cl--Sekretion
erleichtert (Devor et al., 1996; 1997). Desweiteren werden sie in Erythroblasten
(Vandorpe et al., 1998;) und Lymphocyten (Ghanshani et al., 2000) exprimiert, wo sie fur
die Reifung und Proliferation dieser Zellen erforderlich sind. Ihre Aktivitat stabilisiert das
6
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Membranpotential und erzeugt die elektrische Triebkraft fur einen Caz*-Einstom
(Logsdon et al., 1997). In Fibroblasten und Melanomzellen wird ihre Funktion an der flr
die Zellwanderung (Migration) notwendigen Volumenregulierung diskutiert (Schwab,
2000). Untersuchungen an migrierenden Nierenepithelzellen (MDCK-F-Zellen) haben
gezeigt, daB die Migration in starkem MalRe von der Aktivitdt eines Caz+-empfindlichen
K+-Kanals mittlerer Leitfahigkeit (cIK1) abhéngt (Schwab et al., 1994). Mit ihrer Fahigkeit
zur Migration und zum Wachstum ohne Kontaktinhibition haben transformierte MDCK-
F-Zellen &dhnliche Eigenschaften wie Karzinomzellen (Schramek et al., 1997). Die
Féhigkeit zur Migration setzt eine morphologische und funktionelle Polarisierung von
lonenkanélen und Transportern in der Ebene der Bewegungsrichtung in diesen Zellen
voraus (Reinhardt et al., 1998; Schwab, 2001). In MDCK-F-Zellen reguliert der cIK1 u.a.
die fur die Migration notwendige Volumenabnahme am hinteren Zellpol und ermdglicht
damit die Retraktion des Zellkorpers (Schwab et al., 1997;1996; 1995) (Abb.2).

Abb.2: Schematisches Modell einer migrierenden Zelle
modifiziert nach Schwab et al., 2001 (Erlauterungen siehe Text)

Die  Caz+-empfindlichen = K+-Kandle  mittlerer  Leitfahigkeit  haben  eine
Einzelkanalleitfahigkeit von 20 - 70 pS. In &quimolaren K+-Konzentrationen sind die
Strome dieser Kandle schwach einwartsrektifizierend und zeigen im physiologischen

Bereich keine Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik. Im Gegensatz zu SK-Kanélen
7
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werden sie bereits bei Ca?+-Konzentrationen von 100-300 nmol/I aktiviert. Die
Aminosduresequenz der IK1-Kanéle weist keine Ca2+-Bindungsstellen auf. Es konnte
gezeigt werden, dal3 eine Interaktion von Calmodulin mit dem Kanalprotein am
proximalen C-Terminus des Kanals erfolgt und die Ca2+-abhangige Aktivierung der IK1-
Kanéle ermdglicht (Fanger et al., 1999; Khanna et al, 1999). Pharmakologisch lassen sich
die IK1-Kandle durch Charybdotoxin und Clotrimazol blockieren. Sie sind jedoch
insensitiv gegentiber Apamin und Iberiotoxin. Die 1K1-Kanéle lassen sich durch den
spezifischen Aktviator 1-Ethyl-2-Benzimidazolon (1-EBIO) aktivieren (Rauer et al.,2000;
Pedersen et al., 1999).

1999 wurde ein Ca2+ empfindlicher K+-Kanal mittlerer Leitféhigkeit aus transformierter
Nierenepithelzellen des Hundes (MDCK-F- Zellen) kloniert (Schwab et al., 2001). Die
elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften des nativen cIK1 in
MDCK-Zellen entsprechen weitgehend denen anderer Isoformen bisher charakterisierter
IK1-Kandle (Schwab et al., 1993; 1994). Hinsichtlich seiner Caz*-Empfindlichkeit weist
der native Ca2+-sensitive Kanal jedoch groRRe Unterschiede gegentiiber anderen Isoformen
der IK1-Kanalfamilie auf. In fusionierten MDCK-Zellen erfolgte seine halbmaximale
Aktivierung erst bei Caz*-Konzentrationen von >100 umol/I. Es konnte gezeigt werden,
daB die Caz*-Empfindlichkeit des nativen clK1 mafgeblich unter dem EinfluR der
Proteinkinase C (PKC) steht und eine Stimulierung der PKC zu einer 1000-fachen
Steigerung der Ca2*+-Sensitivitat fuhrt (Schwab et al., 1993).

1.4 Regulierung von IK1-Kanéalen durch Phosphorylierung

Neben der intrazelluldren Ca*-Konzentration modulieren Phosphorylierungsreaktionen
die Aktivitat der IK1-Kandle. Alle IK1-Kanéle enthalten zahlreiche Konsensussequenzen
fur eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC), die cAMP-oder cGMP-
abhdngige Proteinkinase (PKA) und die Caseinkinase Il. Obwohl viele an 1K1-Kanélen
durchgefuhrte Untersuchungen auf ihre Regulierung durch Proteinkinasen hinweisen,
konnte bisher jedoch nicht eindeutig geklart werden, ob eine direkte Phosphorylierung
der Kanalproteine deren Aktivitdt verandert.
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Untersuchungen sowohl an klonierten als auch an nativen hiK1-Kandlen haben gezeigt,
daB eine Erhéhung der intrazelluliren ATP-Konzentration einen Anstieg der
Kanalaktivitdt induziert (Gerlach et al., 2001; Pena et al., 2000). Die Aktivierung dieser
Kanéle durch eine Erhohung des intrazellularen cAMP-Spiegels bei gleichzeitiger
Hemmung der Phosphodiesterase deuten auf eine PKA-abhdngige Regulierung der Caz*-
Sensitivitat hin. Ein weiteres Indiz fur eine Modulierung der Kanalaktivitdt durch die
PKA ist die bei einigen Untersuchungen beobachtete Hemmbarkeit ATP-induzierter
Strome durch spezifische PKA-Inhibitoren oder Phosphatasen (Kamatsu et al., 1996;
Pellegrino und Pellegrini, 1998).

Diesen Ergebnissen widersprechen jedoch andere Untersuchungen an heterolog
exprimierten 1K1-Kanalisoformen. Diese Experimente zeigten, dal die ATP-abhéngige
Regulierung der Kanéle unabhdngig von einer Phosphorylierung ist (Gerlach et al., 2000;
Schroder et al., 2000). Eine Erhohung die intrazelluldire ATP-Konzentration induzierte
einen Anstieg der Kanalaktivitat auch in Abwesenheit von Magnesium (Shindo et al.,
2000). AuRerdem konnte gezeigt werden, dal’ die ATP-induzierte Kanalaktivitét sich nicht
durch Phosphatasen oder PKA-Inhibitoren hemmen lieR (Gerlach et al., 2001).

Die Aminonosauresequenz des cIK1 enthélt im Gegensatz zu allen anderen klonierten
IK1-Isoformen keine Konsensussequenz fur eine PKA-Phosphorylierung. Die
Moglichkeit einer Phosphorylierung des Kanalproteins besteht beim cIK1 an nur drei
Bindungsstellen fur die PKC. Im Gegensatz dazu finden sich bei den anderen IK1-
Kandlen weitere nicht konservierte PKC-Phosphorylierungsstellen (Mensch 4, Ratte 4,
Maus 5). Aufgrund der geringeren Anzahl der Konsensussequenzen fiir eine
Phosphorylierung und der im Vergleich zu anderen 1K1-Kanélen deutlich geringeren
Caz*+-Sensitivitat des nativen cIK1 sollte eine Untersuchung der Regulierung des cIK1
AufschluB dartiber geben, ob eine PKC-Phosphorylierung die Kanalaktivitdt moduliert.
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1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des aus MDCK-Zellen
klonierten Caz+-sensitiven K+-Kanals mittlerer Leitfahigkeit (cIK1) und die Untersuchung
seiner Regulierung durch die Proteinkinase C.

Zum Nachweis der erfolgreichen Klonierung sollte der Kanal heterolog in CHO und
HEK293-Zellen exprimiert und mit der Patch-Clamp-Technik hinsichtlich seiner
elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften untersucht werden. Im
Vordergrund dieser Experimente stand der Vergleich der Eigenschaften des klonierten
Kanals mit dem nativen in MDCK-Zellen exprimierten K+-Kanal und 1K1-Kanélen
anderer Spezies.

Desweiteren sollte untersucht werden, ob eine Modulation der Caz-Empfindlichkeit des
clIK1 aufgrund einer mdglichen Phosphorylierung durch die Proteinkinasen A oder C
erfolgt. Zur Aufklarung der molekularen Mechanismen dieser Regulierung sollten die drei
putativen Konsensussequenzen fiir die PKC mittels zielgerichteter Mutagenese so
veradndert werden, dal3 eine direkte Phosphorylierung des Kanalprotein nicht mehr
erfolgen konnte. Diese Experimente sollten klaren, ob die PKC-abhdngige Regulierung
durch eine direkte Phosphorylierung des Kanalproteins an einer einzelnen Bindungsstelle
erfolgt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Die Chemikalien wurden von den Firmen BOEHRINGER MANNHEIM, GIBCO BRL™,
MERCK, MWG BIOTECH, PAA LABORATORIES GMBH, PHARMACIA BIOTECH,
QUIAGEN und SIGMA bezogen. Die Bezugsquelle wird im folgenden gesondert erwiahnt,
wenn ein Einfluf} auf die Versuchsdurchfithrung denkbar ist oder sich das Verstindnis

des Versuchsprotokolls vereinfacht.

2.1.2 Gerate

BIOMETRA, GOTTINGEN, DEUTSCHLAND:

Thermocycler

Transilluminator

CONSORT, TURNHOUT, BELGIEN:

Spannungsgeber Modell E 431 und E 831; Micorcomputer Electrophoresis Power Supply
EPPENDORF, HAMBURG, DEUTSCHLAND:

Eppendorf Reaktionsgefille 0,5 ml, 1 ml, 2 ml

Thermomixer5437
11
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FALCON BECTON DICKINSON LABWARE, FRANKLIN LAKES, NJ, USA:
96- und 6-well Kulturschalen

Petrischalen

Zellkulturtlaschen

15 und 45 ml Falcon-R6hrchen

FOHR MEDICAL INSTRUMENTS GMBH, POHLHEIM, DEUTSCHLAND:
Elektrodenziehgerat

HERAEUS GMBH, HANAU, DEUTSCHLAND:

Heraeus Laminarflow

Tischzentrifugen Biofuge

Begasungsbrutschrank

Variofuge RF

HEIDOLPH ELEKTRO KG, KELHEIM, DEUTSCHLAND:
Schittelinkubator Unimax1010

IKA-WORKS INC., WILMINGTON, USA:

Vortex

Thermorthrer

INSTRUTECH CORPORATION, LLONG ISLAND, NY, USA:
ITC16 Computer Interface

KSG, OLCHING, DEUTSCHLAND:

Sterilisationsautoklav

KYROSAFE GMBH, HAMBURG, DEUTSCHLAND:
Tiefkiihl-Lagertruhe

LIST MEDICAL, DARMSTADT, DEUTSCHILAND:

EPC7 Patch-Clamp Verstirker

SHARP ELECTRONICS GMBH, HAMBURG:
Mikrowellengerit R-211

SIEMENS, HAMBURG, DEUTSCHLAND:

Kihlschrank

Gefrierschrank

12
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TAYLOR-WHARTON, THEODORE, KANADA:
Stickstofftank

ZEISS, OBERKOCHEN, DEUTSCHLAND:
WTIW, WEILHEIM, DEUTSCHLAND:
pH-Meter

Wasserbider

Mikromanipulator

Binokular

Quecksilberbogenlampe

inverses Mikroskop IM35
UV-Photometer

2.1.3 Puffer, Lésungen und Medien

EDTA-Lo6sung 0,54 mmol/l EDTA in PBS
Ethidiumbromid 10 mg/ml  Ethidiumbromid in Aqua bidest
DMEM/ HAM F12 Dullbecco’s MEM/Nutient Mix, pH 7,3
ergianzt durch:
3,57 g/l HEPES, pH 7,3
10 ug/1 epidermal growth factor (EGF) der
Maus
36 ug/1 Hydrocortison
5 mg/1 (humanes Apo-) Transferrin
5 mg/1 (bovines) Insulin
5 ug/1 NaxSeO2
1,1 g/l NaHCO3
50 U/ml Penicillin/Streptomycin
10 % (w/v) FCS

13



Material und Methoden

LB-Medium

LB/Amp-Medium

LB/Amp-Platten

LB/Kanamycin-Medium

LB/Kanamycin-Platten

Ligationspuffer (10x)
(DNA-Ligation)

MEM Alpha Medium

10
10

100

15

100

70

15

70

200

100
100

Minimal

g/l
g/l
g/l
ml/1

mg/1

1
g/l
mg/1

mg/1

1
g/l
mg/1

mmol/1
mmol/1
mmol/1

mmol/1

Essentiell

Caseinhydrolylsat
NaCl
Hefeextrakt

1N NaOH autoklaviert

Ampicillin in LB-Medium

LB-Medium
Bacto-Agar autoklaviert

Ampicillin

Kanamycin in LB-Medium

L.B-Medium
Bacto-Agar autoklaviert

Kanamycin

Tris/HCI, pH 7,9
MgClo
Dithiotreitol (DTT)
ATP

Medium mit Earls’s Salzen (mit

Nukleotiden, L-Glutamin) erginzt durch:

50
10

U/ml
% (v/v)

Penicillin/Streptomycin
FCS
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OPTI-MEM I

PBS

PCR-Pufter (10x)

Puffer P1
(Plasmidisolierung)

Puffer P2
(Plasmidisolierung)

Puffer P3
(Plasmidisolierung)

Puffer QBT
(Plasmidisolierung)

Serumreduziertes Medium
(Modifizierung von MEM mit L-Glutamin, HEPES, 2,4 ¢/1
Na>COs, Natriumpyruvat, Hypoxanthin, Thymidin

Spurenelementen, Wachstumsfaktoren, 1,1 mg/1 Phenolrot)

Phosphat bufferd saline, pH 7,4

141 mmol/l  NaCl
0,4 mmol/l  NaHPOg4
1,6 mmol/l  NaHPOg4
4 mmol/l KCI
1 mmol/l  MgClz
100 mmol/l  Tris-HCL, pH 9,0
500 mmol/l KCl
1 % Triton X-100
50 mmol/l  Tris/HCI, pH 8,0
10 mmol/l EDTA
100 mg/1 Ribonuklease (RNase)A
200 mM NaOH
1 % (w/v) SDS
3 M KOAc, pH 5,5
750 mmol/l  NaCl
50 mmol/l  MOPS, pH 7,0
15 % Isopropanol
1,5 % Triton X-100
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Puffer QF 1,25 %o NaCl
(Plasmidisolierug) 50 mmol/l  Tris/HCl, pH 8,5
15 % (v/v)  Isopropanol

TAE (10x) Tris-Acetat-EDTA, pH 8,0

48,4 g/l Tris-Base

114 ml/1 Eisessig

7,44 g/l Na-EDTA
Trypsin- Losung 0,1 % (v/v) Trypsin in EDTA-Lésung

Losungen fur Patch-Clamp-Experimente:

HEPES-Ringer

extrazelludr
135 mmol/]
5 mmol/1
1 mmol/]
1 mmol/]
10 mmol/1

HEPES-Ringer

intrazelluar
140 mmol/]
0,4-1,5 mmol/1
1 mmol/]
10 mmol/1
1,3 mmol/1
bei Bedarf (1 mmol/1
bei Bedarf (2 mmol/1

gepuffert mit 1 mmol/l NaOH, pH 7,4

NaCl
KCl
CaCl2?
MgClo
HEPES

gepuffert mit 1 mmol/1 KOH, pH 7,4

KCl
CaClx ¥
MgClo
HEPES D
EGTA 2
ATP)
ATPYS)
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" HEPES (N-[2-Hydroxyethyl|Piperazin-N'-[2-Ethansulfonsdure])

2 EGTA (Ethylenglycol-bis[3-Aminoethylether]N,N,N',N'-Tetraacetat)

3 Die Intrazellulirlésungen wurden im Konzentrationsbereich von 0,1 pmol/1 - Tmmol/1
freiem Ca?* mit 1,3 mmol/l EGTA? gepuffert. Die einzusetzenden CaClz-

Konzentrationen (0,4 - 1,5 mmol/]) wurden mit dem Programm Calc11 berechnet.

Toxine und kanalmodifizierende Substanzen

Alle verwendeten Toxine und kanalmodifizierenden Substanzen wurden direkt in die
Extrazellulirlosung gegeben. Die Stamm-Loésungen wurden fiir die Experimente mit
Ringerlosung auf die entsprechende Konzentration verdiinnt. Die Menge der Substazen
wurde so gewihlt, dall eine DMSO-Konzentration in der Ringerlésung von 0,5 % nicht
iiberschritten wurde. Kontrolluntersuchungen zeigten keine Anderung der spontanen

oder chemisch induzierten Kanalaktivitit durch 1 % DMSO in der Ringerlésung.

ALOMONE LABS, JERUSALEM, ISRAFL:
Charybdotoxin

Iberiotoxin

BAYER AG, LEVERKUSEN, DEUTSCHLAND:
Clotrimazol

CALBIOCHEM, BAD SODEN, DEUTSCHLAND:
Bisindolylmaleimid

Calphostin C

SIGMA-ALDRICH-CHEMIE GMBH, TAUFKIRCHEN, DEUTSCHLAND:
1-Ethyl-2-Benzimidazolon
Phorbol-12Myristat-13-Acetat

Theophyllin
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2.1.4 Oligonukleotide

Die Oligonukliotidsynthese wurde bei der Firma MWG in Auftrag gegeben. Folgende

Oligonukleotide wurden in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als Primer verwendet.

Die mit Kleinen Buchstaben wiedergegebenen Nukleotide stehen fiir degenerierte Positionen der

Oligonukleotide.

Name des Primers

Nuklotidsequenz

Homologie zum

T101As CGTGGCGCTGgCCGGGCGGCA (+)-Strang cIK1
T101Aa TGCCGCCCGGcCAGCGCCACG (-)-Strang cIK1
S178As GCTCAACGCGgCCTACCGCAGC (+)-Strang cIK1
S178Aa GCTGCGGTAGGcCGCGTTGAGC (-)-Strang cIK1
T329As CTACAAACACgCACGCAGGAAGG (+)-Strang cIK1
T329Aa CCTTCCTGCGTGcGTGTTTGTAG (-)-Strang cIK1
pcDNA3s CTGGCTTATCGAAATTAATAC (+)-Strang pcDNA3
pcDNA3 CAGCGAGCTCTAGCATTTAGGTGACAG | ()-Strang pcDNA3
cIK1-S1 CTGGAGTAATGGGGGTCTGCTG (+)-Strang cIK1
cIK1-A3 CTTCTCTGCCTTATTAAACTC (-)-Strang cIK1
CIK1-S2 GATCGTGCTGGAGCTGGCGGTC (H)-Strang cIK1
EST-BA GCAGCAGACACCCATGACTCC (-)-Strang cIK1

2.1.5 Vektoren

pBluescriptSK
pcDNA3
pEGFP-C1

universeller Klonierungvektor, STRATAGENE
Expressionsvektor, INVITROGENE

Expressionsvektor, CLONTECH
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2.1.6 Zellinien und Bakterien

Es wurden folgende Zellinien verwendet:

HEK293 Adenovirus transfizierte, humane, embryonale Nierenzelle,
American Type Cell Culture Collection (ATCC) CRL, 1573
CHO Dehydorfolatreduktase-defiziente Hamster-Zellinie,

American Type Cell Culture Collection (ATCC) CRL 9096

Es wurde folgender E.coli-Stamm verwendet:

TOP 10 F° INVITROGEN, San Diego, USA

2.1.7 Software

Die computergestiitzten Analysen von DNA- und Proteinsequenzen wurden mit Hilfe
des Prosite Programmpaktetes (www.expasy.ch/tools/) und Datenbankrecherchen am
Medline-, BLASTN- und BLASTP-Server des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) durchgefiihrt. Die Aufnahme und Analyse der
elektrophysiologischen =~ Messungen  erfolgte mit Hilfe des Softwarepaketes
PULSE+PULSEFIT. Die Graphen wurden mit der Sigma Plot Software (Jandel, Corte
Madera, CA, USA) erstellt.
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2.2 DNA-Techniken

2.2.1 Transformation kompetenter Bakterien
(Sambrook et al., 1989)

Bei der Transformation werden die rekombinanten DNA-Molekile in lebende Zellen
eingeschleust und anschlieBend durch diese vermehrt.

Zur Transformation des E.C0li-Stammes top 10 F' wurden 50 ul kompetenter Bakterien
mit 2 pl 2-Mercaptoethanol (0,5 mol/l) und 2 ul Ligationsansatz (2.2.7) 30 Minuten auf
Eis inkubiert. Nach Hitzeschock (30 s, 42°C) und Abkuhlen (2 min, 0°C) wurde der
Ansatz nach Zugabe von 250 ul SOC-Medium 1 Stunde bei 37°C unter Schiitteln (250
Upm) inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien auf LB-Agar mit Kanamycin (70
ug/ml) bzw. Ampicillin (100 pg/ml) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Plasmid-lsolierung

(QIAGEN Plasmid Purification Handbook, QUIAGEN 1997)

Es wurden 50 ml LB/Amp-Medium mit einer plasmidtragenden Einzelkolonie des
verwendeten Bakterienstammes angeimpft und 12-14 h bei 37°C im Warmluftschittler
(250 Upm) inkubiert. Die Bakterienkultur wurde zentrifugiert (15 min, 4°C, 6000 Upm).
Das Bakterienprizipitat wurde in 4 ml Puffer P1 resuspendiert und mit 4 ml Puffer P2 fur
5 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. AnschlieBend wurden 4 ml eiskalter Puffer P3
zugesetzt, durch Invertieren des Reaktionsgefiles durchmischt und 20 Minuten auf Eis
inkubiert. Die nun stark tritbe und viskose Losung wurde 30 Minuten bei 4°C mit 13000
Upm zentrifugiert. Der klare Uberstand dieser Lésung wurde auf eine vorher mit 4 ml
Losung QBT dquilibrierte QIAGEN-tip 100-Sdule gegeben. Nach zwei Waschschritten mit
jeweils 10 ml Puffer QC wurde die Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer QF eluiert und durch
Zugabe von 3,5 ml Isopropanol gefillt. Nach Zentrifugation (30 min, 4°C, 13000 Upm)
wurde das Pellet mit 2 ml eiskaltem Ethanol (70%) gewaschen und getrocknet. Die
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Plasmid-DNA wurde in 100 pl bidestilliertem H>O aufgenommen. Die Reinheit und
Ausbeute der Plasmid-DNA wurde durch Messung der Extinktion bei 260 nm und 280

nm bestimmt.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion
(Saki et al., 1988)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein in Vitro-Verfahren zur enzymatischen,
selektiven Vermehrung von Nukleinsdure-Bereichen definierter Linge mit bekannter
Teilsequenz.

Die Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem
sterilen Reaktionsgefd} in einem Gesamtvolumen von 50 pl durchgefihrt. Zu der

jeweiligen DNA-Matrize (Template: 100 ng Plasmid-DNA) wurde folgender Ansatz

pipettiert:
je 20 pmol Oligonucleotidprimer
5ul PCR-Puffer (10 x)
2l dNTP-Stammlésung (10 mmol/1)
10 ul Solution Q (5x)
25U Taqg-Polymerase
H>O ad 50 ul

Der Ansatz wurde mit dem gleichem Volumen Mineral6l tberschichtet und die PCR in
einem TrioBlock (Biometra) durchgefiihrt. Nach einem ersten Denaturierungsschritt

(94°C, 5 min) wurde die DNA in 15-35 Zyklen mit folgenden Temperaturschritten

amplifiziert.
Denaturierung 94°C 60 Sekunden
Primerhybridisierung Tm 60 Sekunden
Synthese 72°C 75 Sekunden
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Zum Abschluf3 der PCR wurde der Reaktionsansatz 10 Minuten bei 72°C inkubiert. Das
PCR-Produkt wurde durch Gelelektrophorese (2.2.8) analysiert, gereinigt und

weiterverwendet.

Der Tm -Wert der verwendeten Oligonukleotide wurde nach folgender Naherung
berechnet:

Tm =4 x (G+C) + 2x (A+T)
Besal3en die Primer unterschiedliche Tn-Werte, wurde die Primerhybridisierung bei dem
niedrigeren Tm-Wert durchgefiihrt. Fir jede fehlende Basenpaarung zwischen Primer und

Template wurde der Tn-Wert um 4°C herabgesetzt

2.2.4 PCR zum Nachweis transformierter Bakterienkolonien

Zur Selektion positiver Klone wurden einzelne Bakterienkolonien eines transformierten
Ligationsansatzes mit einer sterilen Pipettenspitze von der LB/Amp-Platte abgenommen
und in 20 ul LB-Medium resuspendiert. Von dieser Bakteriensuspension wurden 2 ul als
DNA-Matrize in einer Polymerase-Kettenreaktion (2.2.3) eingesetzt. Bei Nachweis des
gewtinschten DNA-Fragmentes wurden mit 10 ul Bakteriensuspension 7 ml LB-Medium

angeimpft.

2.2.5 Zielgerichtete Mutagenese

Mit dem Verfahren der zielgerichteten in Vitro-Mutagenese (Abb. 3) wurde durch Variation
der PCR-Methode (2.2.3) eine Punktmutation die bekannte Aminosduresequenz des cIK1
eingefithrt.

Mit zwei Mutageneseprimern (M1 und M2), die im entsprechenden Bereich der
Nukleotid-Sequenz den Basenaustausch enthielten und dem Originalstrang an dieser
Stelle nicht komplemntir waren, und zwei spezifischen Oligonukleotidprimern (P1 und

P2) wurden zwei sich im Bereich der Mutation tiberlappende DNA-Fragmente in zwei
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getrennten Ansitzen (Ia und Ib) amplifiziert. Die Lage der Oligonukleotide (P1 und P2)
wurde so gewihlt, dal3 innerhalb des amplifizierten DNA- Fragmentes zwei singulire
Restriktionsschnittstellen (A und B) zur Klonierung des mutierten Bereiches in das
urspringliche Plasmid zur Verfigung standen.

In einer Fusions-PCR wurden jeweils 50 ng dieser PCR-Produkte (Ia und Ib) in neun
initial durchgefiihrten Reaktionszyklen rekombiniert. Das synthetisierte doppelstringige
DNA-Molekil wurde durch anschlieBende Zugabe der spezifischen Oligonucleotide (P1
und P2) in seiner ganzen Linge amplifiziert (II).

Mittels Restriktionsverdaus (2.2.6) und anschlieBender Ligation (2.2.7) wurde das PCR-

Produkt mit der gewiinschten Mutation in den Vektor einkloniert und zur Sequenzierung

vorbereitet.
Pl M1
I 1
M2 P2
PCR-Produkt Ia PCR-Produkt Ib
B
N 1 I

l > I V V - I < |
P1 ' ' P2
Anlagerung zu Beginn der 3. PCR

¢ M1

M2 V
PCR-Produkt 11

A

|P1—>-I- -------------- — E

——— <

Abb.3:  Gerichtete in vitro Mutagenese (Erliuterungen siehe Text)
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2.2.6 Restriktionsverdau von DNA
(Sambrook et al.; 1989)

Die zu schneidende DNA wurde mit der berechneten Restriktionsenzymmenge fir 1-2
Stunden unter den fiir das jeweilige Enzym optimalen Bedingungen mit dem vom
Hersteller empfohlenen Puffersystem inkubiert. Bei gleichzeitigem Verdau mit zwei
verschiedenen Restriktionsenzymen wurden die dafiir verinderten Enzymmengen nach
Empfehlung des Herstellers eingesetzt. War ein Parallelverdau aufgrund der notwendigen
Pufferbedingungen nicht mdglich, wurde sequentiell verdaut und zwischen den
Restriktionen eine Hitzeinaktivierung (20 min, 65°C) durchgefiihrt. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 10 x DNA-Probenpuffer gestoppt. Nach dem Restriktionsverdau

wurde der Ansatz gelelektrophoretisch (2.2.8) getrennt.

2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten
(Sambrook et al., 1989)

In einem Reaktionsvolumen von 10 ul wurden 30-50 ng Vektor-DNA mit einem
sechsfachen molaren Uberschufl an Fragment-DNA mit 2 pl 5 x Ligasepuffer und 1,5 U
T4-DNA Ligase wahlweise bei Raumtemperatur oder 16°C fiir mindestens 12 Stunden

inkubiert.

2.2.8 Gelelektrophorese
(Sambrook et al., 1989)

Die elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde in horizontalen
Agarosegelen in 1 x TAE Puffer durchgefiihrt. Zur UV-Detektion der DNA-Fragmente
wurde dem Gel Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,5 ug/ml dem Gelpuffer
zugesetzt. Je nach Trennproblem wurde eine Agarosekonzentration zwischen 0,5 und 2 %

gewihlt. Die fir die Elektrophorese verwendeten Gelkammern waren Eigenbauten der
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Werkstatt des Physiologischen Instituts. Der zu analysierende Ansatz wurde mit dem
entsprechenden Volumen DNA-Probenpuffer (10 x) vermengt und mindestens 30
Minuten bei 80 V aufgetrennt. Durch Photographie des Gels wurden die Ergebnisse

dokumentiert.

2.2.9 Isolierung von DNA aus Agarosegelen
(QIAquick Spin Handbook, QIAGEN, 1996)

Das die DNA enthaltende Gelstiick wurde ausgeschnitten und in einem Eppendorf-
Reaktiongefal3 mit dem dreifachen Volumen Puffer QX1 10 Minuten bei 50°C inkubiert.
Der geloste Ansatz wurde auf Siulen gegeben und 1 Minute mit 13000 Upm zentrifugiert.
Die Siulen wurden einmal mit 500 pl Puffer QX1 und zweimal mit 750 pl Puffer PE
gewaschen. Anschlieend wurden die Sdulen getrocknet, die DNA mit 50 ul H2O eluiert

und durch Zentrifugation von den Siule getrennt.

2.2.10 Konzentrationsbestimmung von DNA

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit von DNA-Proben wurde deren
optische  Dichte in  einer  Quarzkivette photometrisch  bestimmt.  Das
Absorptionsmaximum von Nukleinsduren liegt bei 260 nm. Eine Extinktion von 1 bei
einer Schichtdicke von 1 cm entspricht einem Gehalt von 50 ug DNA. Mit der Messung
bei 280 nm wurde die Absorption von Proteinen und Phenolresten bestimmt. Zur
Abschitzung der Reinheit wurde der Quotient der relativen Absorptionen von 260

nm/280 nm berechnet, der bei reinen DNA-Losungen bei ca. 1,8 liegt.
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2.2.11 DNA-EXxtraktion und -Prazipitation
(Sambrook et al., 1989)

Zur Entfernung von Proteinen aus einer wissrigen Nukleinsdurel6sung wurde diese mit
dem gleichen Volumen Phenol/Chloroform (1:1 gesittigt mit TE) versetzt, 1 Minute auf
dem Vortex gemischt und zentrifugiert (13000 Upm, 3 min, RT). Die willrige Phase
wurde vorsichtig und moglichst vollstindig abgenommen und in ein steriles
Reaktionsgefdl3 Gberfiithrt

Zum Fillen von DNA aus wisstigen Losungen wurden diese mit 10% Volumen 3 mol/1
Natriumacetat (pH 5,2) und 3 Volumen 100%igem Ethanol versetzt und 1 Stunde bei
-20°C gefillt. AnschlieBend wurde die DNA pelletiert (13000 Upm, 30 min 4°C), einmal
mit 500 pul 75%igem Ethanol gewaschen, 10 Minuten bei 34°C getrocknet und in

bidestilliertem H>O aufgenommen.

2.2.12 DNA-Sequenzierung
(Sanger et al.; 1977)

Die DNA-Sequenzierungen wurden durch die Fa. MWG-BIOTECH durchgefihrt.

2.3 Arbeiten auf zellularer Ebene

Die Arbeiten mit Zellen wurden in einer sterilen Werkbank (Heraeus Laminarflow) in
einem vom Ubrigen Labor abgetrennten Raum durchgefihrt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in den entsprechenden Nihrmedien (Zusammensetzung der zellspezifischen
Medien siehe (2.1.3) in Gegenwart von 10% FCS (fetal calf serum) in einem Brutschrank
bei 37°C, 5% COg, und vollstindiger Wasserdampfsittigung der Gasatmosphire. Es
wurde mit Chinese Hamster Ovary (CHO) und Human Embrionic Kidney-293
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(HEK293) Zellen gearbeitet, die eine nur geringe endogene Kaliumkanalexpression

aufwiesen.

2.3.1 Langzeitlagerung und Routinehaltung von Zellen

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen oder Kulturschalen bis zur Konfluenz des
Zellrasens kultiviert und im 3-4 Tage-Rhythmus subkultiviert. Dazu wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen mit einer EDTA-Losung (0,2 g/1) gewaschen, um Ca2*-Ionen
aus dem Extrazellulirraum zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen durch
enzymatische Proteolyse mit 0,1 % Trypsin von der Unterlage abgelost und durch auf-
und abpipettieren separiert. Durch Zugabe von Kulturmedium wurde die
Trypsinbehandlung abgestoppt. AnschlieBend wurden die Zellen zur weiteren
Kultivierung in Kulturflaschen und fiir die elektrophysiologischen Experimente in
Petrischalen (2.3.2) ausgesiht.

Zur Aufrechterhaltung geringer Passagen und zur langfristigen Lagerung der verwendeten
Zelllinien wurden die Zellen in Flussigstickstoff eingefroren. Die Zellen einer 70%
konfluenten Kulturflasche wurden zunichst trypsiniert und mit FCS-haltigem Medium
gewaschen. Nach Zentrifugation fir 5 Minuten bei 1500 Upm und Dekantieren des
Uberstandes wurde das Zellpellet in 2 ml eiskaltem Medium mit 20 % FCS und 10 %
Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert und in 1 ml Aliquots iiber Nacht auf -80°C
abgekiihlt und anschlieSend in Flissig-Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die in 1 ml Aliquot eingefroren Zellen im Wasserbad bei 37°C
inkubiert. Um das toxische Frostschutzmittel DMSO moglichst schnell zu entfernen,
wurden die Zellen mit der zehnfachen Menge an FCS-haltigem Medium (37°C)
resuspendiert und fiir 5 Minuten bei 1500 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dekantiert und die Zellen im DMSO-freien Sediment mit 37°C warmem Medium

resuspendiert und kultiviert.
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2.3.2 Aussaat von Zellen fir die Elektrophysiologie

Fir die elektrophysiologische Charakterisierung wurden voneinander isoliert liegende
Zellen in Schalen mit 35 mm AuBlendurchmesser verwendet. Bei der Passage von Zellen
in der Erhaltungskultur (2.3.1) wurden diese auf 2,5 x 10* Zellen pro ml Medium
verdinnt. Von dieser Verdinnung wurden 2 ml je Schale ausgesit und tber Nacht im

Brutschrank inkubert.

2.3.3 Transiente Transfektion

Als Transfektion wird das Einbringen von Fremd-DNA in eine lebende eukaryotische
Zelle bezeichnet.

Die Transfektion von Expressionsvektoren in eukaryonte Gewebezellen wurde unter
Verwendung von kationischen Lipiden durchgefiihrt. Die zu transfizierenden Zellen
wurden in Gewebekulturschalen (35 mm Durchmesser) bis zur 70%igen Konfluenz
kultiviert. Direkt vor der Transfektion wurden die Zellen mit OPTI-MEM I uberschichtet
und bis zur Applikation der Transfektionslésung im Brutschrank inkubiert.

Zur Herstellung des Transfektionsansatzes wurden 3-5 pg Plasmid-DNA mit 500 pl
OPTI-MEM I in einem sterilen Reaktionsgefil durchmischt. In einem zweiten
Reaktionsgefd3 wurden 6.4 ul der kationischen Lipid-Lésung mit 500 ul OPTI-MEM I
verdinnt. Beide Ansitze wurden vermengt und 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen, nachdem das OPTI-MEM 1 entfernt wurde,
mit dem Transfektionsansatz tberschichtet und im Brutschrank inkubiert. Nach einer
Transfektionszeit von 4-5 Stunden wurde die Transfektionslosung durch 2 ml
Nihrmedium ersetzt und die Zellen unter Standardbedingungen kultiviert. Nach 24
Stunden wurden die Zellen fur die elektrophysiologischen Messungen ausgesit (2.3.2).
Die elektrophysiologischen Untersuchungen wurden 36-48 Stunden nach der
Transfektion durchgefiihrt.

Die optimalen DNA- und Lipid-Mengen variierten in Abhingigkeit vom Zelltyp und

Expressionsvektor.
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Um eine optische Kontrolle des Transfektionserfolges zu ermdglichen, wurde eine
Kotransfektion der in den pcDNA3-Vektor einklonierten cIK1-cDNA, mit dem pEGFP-
C1 Expressionsplasmid (CLONTECH) durchgefiihrt. Auf diese Weise konnten erfolgreich
transfizierte Zellen, die das EGFP (enhanced green fluorescent protein) exprimierten,

aufgrund ihrer grinen Fluoreszenz identifiziert werden.

2.3.4 Stabile Transfektion

Bei der stabilen Transfektion werden fremde Gene ins Genom von Zellinien integriert
und so deren dauerhafte Expression bewirkt.

Zur Erzeugung stabil cIK1-exprimierender HEK293-Zellen wurden diese wie oben
beschrieben (2.2.3) transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion begann durch die
Zugabe einer fir nicht transfizierte Zellen toxischen Menge G418 (2.1.3;
Endkonzentration von 0,5 - 1 mg/ml G418) die Selektion stabil transfizierter Zellen. Die
Selektion beruht darauf, dal mit dem pcDNA3-Vektor auch eine Resistenz fiir dieses
Antibiotikum tbertragen wird. Hierzu wurden im Verlauf von 7-10 Tagen alle 2-3 Tage
das Medium durch frisches ersetzt, dem die entsprechende Menge G418 zugesetzt
worden war. Das Wachstum der Zellen und evtl. entstehender Kolonien wurde bei dieser
Gelegenheit uberpriift.

Wenige Tage nach Selektionsbeginn starben nicht transfizierte Zellen ab und l6sten sich
vom Gefilboden ab. Transfizierte Zellen wurden nach Erreichen von 70%iger
Konfluenz in Zellkulturflaschen tberfithrt und zur Erhaltungskultur in G418-haltigem

Medium kultiviert oder eingefroren (2.3.1).
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2.4 Elektrophysiologische Methoden

Alle elektrophysiologischen Experimente dieser Arbeit erfolgten mit der Methode der
Membranfleckklemme (Patch-Clamp), wie sie von Neher und Sakmann (1976) zum ersten

Mal erwahnt und von Hamill et al. (1981) in erweiterter Form beschrieben wurde.

2.4.1 Theorie der Patch-Clamp.Technik

Die Patch-Clamp-Technik stellt eine Variante des Voltage-Calmp Verfahrens dar, welches
in den 30er Jahren von Cole und Curtis entwickelt wurde und seinen klassischen
Durchbruch mit Hodgkin, Huxley und Katz fand (1949).

Die Methode der Spannungsklemme besteht darin, das Membranpotential einer Zelle auf
bestimmte konstante Werte einzustellen (klemmen) und den dann durch die Membran
flieBenden Strom zu messen. Aus diesem Strom, der sich aus einer ionalen und einer
kapazitiven Komponente sowie einem Verluststrom (Leckstrom) zusammensetzt, kann

die Leitfahigkeit bestimmt werden, die proportional zur Ionenkanalaktivitat ist.

Iz = (Uson - Em) x gx I. = Stromamplitude
Usant = Kommandopotential
Em = Membranpotential

2x = Leitfahigkeit

Es besteht eine lineare Proportionalitit zwischen gemessenem Strom und Leitfdhigkeit, da
die Einstellung der Sollspannung (Uso) am Verstirker iber einen negativen
Rickkopplungsmechanismus erfolgt (Abb. 4). Sobald eine Spannungsdifferenz zwischen
gemessenem Membranpotential und der vorgegebenen Kommandospannung am Eingang
des Operationsverstirkers (OPA) registriert wird, wird durch Injektion eines
entgegengerichteten Stroms in die Zelle diese Differenz kompensiert. Der Betrag des

Stroms, der durch den Verstirker geliefert wird, ist genauso grof3 wie der Ionenstrom, der

durch die Membran hindurchfliel3t.
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P
Upip ™
OPA
| Uaus
2 U N Strommessung
Kommandospannung

Abb. 4:  Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers

Rt Riickkopplungswiderstand, OPA: Operationsverstirker, Uson: Kommando- oder
Sollspannung, Uy, Pipettenpotential, Uaue: Ausgangsspannung proportional zum Strom

2.4.2 Mellanordnungen

Der Unterschied der Patch-Clamp-Technik gegentiber der Voltage-Clamp-Methode liegt
vor allem in der dulerst hohen Aufldsung der Registrierungen, die es ermdglicht, Strome
einzelner Ionenkanile aufzunehmen. Aufgrund eines extrem hohen Abdichtwiderstandes
(>109Q = Gigaseal) zwischen Pipette und Zellmembran wird das Membranstiick unter
der Pipette elektrisch von der Umgebung und ihrem Hintergrundrauschen isoliert und
Leckstrome werden weitgehend verhindert. Diese Abdichtung wurde realisiert, indem
eine saubere Pipette unter geringem Uberdruck an die Zelle herangefiihrt wurde, bis eine
leichte Eindellung an der Membran zu erkennen war, und unter Anlegen eines minimalen
Unterdrucks spontan ein Seal entstand. In dieser sog. cell-attached-Konfiguration kénnen
Strome durch einzelne Ionenkanaile registriert werden.

Durch eine weitere Steigerung des Unterdrucks wird die Membran in der Pipettenoffnung
aufgebrochen. Durch dieses Verfahren gelangt man in die Whole-Cell-Konfiguration
(Ganzzellableitung). Mit dieser Methode der Patch-Clamp-Technik ist es mdglich, den
Strom tiber der gesamten Membran einer Zelle zu erfassen und die Ionenkonzentration

des Cytoplasmas zu kontrollieren.
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Von der Ganzzellableitung erreicht man die Outside-out-Konfiguration, indem man die
Pipette von der Zelle abzieht. Die Membran schlie3t sich dabei tiber der Pipette zu einer
Art Halbvesikel, dessen Membranauflenseite der Badlosung zugewandt ist. Nach
Erreichen eines Seals gelangt man durch langsames Abziechen der Pipette von der
Membran in die Inside-out-Konfiguration. In diesem Modus wird die zytoplasmatische

Oberfliche des Membranfleckes zur Badlésung exponiert.

/

/i / Membran

Q durchbrechen

Cell-attached

Pipette
zuriickziehen

Pipette
zurtiickziehen

O

Inside-out Outside-out

Abb.5: Die MeRkonfigurationen und ihre Herstellung.
Die Abbildung zeigt die vier wichtigsten MefBkonfigurationen der Patch-Clamp-Technik.

(Modifiziert nach Hamill et al., 1981)

Die in dieser Arbeit vorgestellten elektrophysiologischen Experimente wurden bei

Raumtemperatur im whole-cell-Modus und in der inside-out-Konfiguration durchgefiihrt.

2.4.3 Mel3platz

Um storende Einflisse mechanischer Schwingungen zu verhindern, ist es notwendig, die
hochempfindlichen Patch-Clamp-Messungen an einem erschiitterungsarmen Arbeitsplatz
durchzuftihren. Dazu wurde die MeBapparatur auf einem schwingungsgedimpften

Arbeitsplatz aufgebaut. Um Stérungseinflisse durch Einstreuung von Netzspannungen
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zu verhindern, wurde der Meltisch von einem Faradaykifig umgeben, der neben der
elektrischen, der optischen Abschirmung diente und zur Befestigung der Perfusionsanlage
genutzt wurde. Alle elektrisch leitenden Teile wurden an einem gemeinsamen Punkt
geerdet.

Die Beobachtung der Zellen wihrend eines Experimentes erfolgte bei 400-facher
GesamtvergroBerung durch ein inverses Mikroskop (IM35, Fa. Zeiss), welches mit einer
Fluoreszenzeinrichtung ausgestattet war (Anregungsfilter BP 450/490, Spertfilter LP 520,
Fa. Zeiss). Die notwendige Fluoreszenzleuchte war mit einem Kollektor versehen und
wurde durch ein eigenes Netzgerit versorgt.

Der motorbetriebene 3-achsige Mikromanipulator war an einer vom Mikroskop
getrennten Magnetsdule montiert. Im Winkel von 45° wurden daran der Pipettenhalter
und Vorverstirker des verwendeten Patch-clamp-Verstirkers (EPC7) befestigt.
Kontrollierbar war das System iber eine Handsteuerung (Joystick), die eine minimale
Schrittweite von 0,1 um zuliel3.

Die MeBBkammer wurde in einer Ausfrisung des Objekttisches befestigt, der auf dem
Mikroskoptisch befestig war und horizontal in zwei Ebenen bewegt werden konnte. Die
Experimente wurden in Petrischalen aus Plexiglas mit einem AuBlendurchmesser von 35
mm durchgefihrt. Zur Verminderung des Badvolumens wurde ein Plexiglaseinsatz
(Eigenbau der Werkstatt des Physiologischen Institutes), der Aussparungen fir die
Badelektrode und den Zu- und Ablauf der Superfusion hatte, in die Kulturschalen gelegt.
An der Wand des Faraday-Kifigs wurden die Kolben von 50 ml Spritzen als
Vorratsgefa3e fiir die Losungen zur Superfusion der Zellen mit Ringerlésung und zur
Applikation der spezifischen Pharmaka in einer Plastikhalterung befestigt. Die Schliuche
wurden durch Tropfenfallen unterbrochen, um ein durch die Antennenwirkung der mit
salzhaltigen Losungen gefullten Leitungen aufgefangenes 50 Hz Storsignal vom Mef3signal
zu entkoppeln. Die Kontrolle der Superfusionsgeschwindigkeit erfolgte durch Gravitation

(Zulauf) bzw. unter Verwendung einer Pumpe (Ablauf).
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2.4.4 Pipettenpraparation

Die Patchpipetten wurden aus Borosilikat-Glaskapillaren hergestellt. Diese waren
aufgrund ihrer geringen Leitfihigkeit, die das intrinsische Rauschen der Pipette und die
kapazitiven Srome gering hielt, fiir die durchzufiihrenden Messungen besonders geeignet.
Die Glasrohlinge, mit einem Aullendurchmesser von 1,5 mm wund einem
Innendruchmesser von 0,86 mm wurden mittels eines horizontalen Pipettenziehgerites in

zwei Stufen mit den angegebenne Parametern gezogen:

Heat 1 635 £ 19-20A
Heat 2 553 2 16-17A
Heat Duration 1000 ms

Pause Duration 40 ms

Cooling Delay 5 ms

Pullung Position 17 £ 34 mm
Spring Position 1 500

Spring Position 2 500

Brake Selektion 1 255

Brake Selektion 2 200

Um Schwankungen der Pipetten6ffnungen (2 - 4 MQ) auszugleichen, wurde die Hitze des
zweiten Schrittes variiert.

Fir Messungen in der inside-out Konfiguration wurden die Pipetten mit Sylgard
beschichtet, um das mit der Pipettenkapazitit gekoppelte Rauschen zu minimieren. Das
Beschichten der Pipetten erfolgte mit Hilfe einer zugeschmolzenen Pasteurpipette unter
optischer Kontrolle unter einem Binokular. Durch Heranfihren der Pipettenspitze an
eine schwach glithende Heizspirale wurde das Sylgard anschlieBend ausgehirtet.

Das Befillen der Pipetten erfolgte von der Ruckseite durch 1 ml Spritzen, die einen
Befillungsaufsatz (Microfil 28 AWG) hatten. Um Stérsignale wihrend der Messung zu
minimieren, wurde darauf geachtet, die Pipetten nur so weit zu befillen, dal3 der

Elektrodendraht gerade in die Pipettenlésung eintauchte.
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Die Pipetten- und Badelektrode bestand aus einem 0,5 mm dicken Silberdraht, der

regelmifig in einer HCl-Losung der Konzentration 1 mol/1 neu chloriert wurde.

2.4.5 Datenerfassung und Analyse

Die Steuerung des EPC 7 (Extracellular-Patch-Clamp Verstirker) zur Stimulation,
Datenaufnahme und -auswertung erfolgte iiber ein I'TC 16 Interface mit einem Personal
Computer.

Der verwendete EPC 7 verfugte tiber einen Verstirkungsbereich von 0,5 - 1000 mV/pA.
In den Bereichen von 0,5 - 20 mV/pA etlaubte ein vorgeschalteter Briickenwiderstand
von 500 M'Q mit einer sich daraus ergebenden Frequenzbandbreite von bis zu 100 kHz
die Aufnahme von Strémen bis zu 20 nA. Im Bereich von 50 - 100 mV/pA wurde ein
Widerstand von 50 GQ vorgeschaltet, aus dem eine Frequenzbandbreite bis zu 50 kHz
resultiert. Das Gerit ermoglichte es, Spannungen von -200 bis +200 mV an die Pipette zu
legen. Die durch die Reizimpulse entstandenen kapazitiven Strome, die vor allem bei
Ganzzellableitungen bei plétzlichen Anderungen der Klemmpotentiale entstehen kénnen,
konnten durch eine elektronische kapazitive Kompensation mit zwei zeitlich
verschiedenen Komponenten kompensiert werden. Strome, die sich aufgrund einer
Kapazitit von 0,4 - 10 pF mit einer Zeitkonstanten von 0,5 - 5 us ergaben, konnten mit
der Komponente Crs: kompensiert werden. Die zweite Komponente Cslow kompensierte
Kapazititen von bis zu 100 pF. Uber den Serienwiederstand (RS) konnten
Fehlerspannungen der Membran, die zB. durch den Zutrittswiderstand zwischen
Pipettenelektrode und Zelle hervorgerufen wurden, kompensiert werden. Um zu
gewahrleisten, daf3 die durch den Verstirker vorgegebene Spannung hauptsichlich tber
der Zellmembran abfiel, wurde der RS mdglichst klein gehalten. Es wurden nur
Experimente beriicksichtigt, die einen seriellen Widerstand von weniger als 10 MQ
aufwiesen.

Die Filterung der analogen Stromsignale des Verstirkers erfolgte mit einem internen
Tiefpass-Filter des EPC 7, das nur Frequenzen mit >10 kHz dimpfte (3-db, 3-Pol
Bessel).
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Die gesammelten MeBdaten wurden mit einem AD/DA-Wandler des Types ITC 16 mit
16 Bit digitalisiert und direkt auf der Festplatte des PC gespeichert. Die Steuerung des
Verstirkers erfolgte halbautomatisch tber einen in den Computer integrierten
Impulsgenerator, der Uber die Datenerfassungssoftware gesteuert wurde. Die
Datenaufnahme wurde im Verlauf eines Experimentes tiber ein virtuelles Oszilloskop auf
dem Monitor des PC kontrolliert.

Die Datenaufnahme und -auswertung erfolgte mit Hilfe des Softwarepaketes PULSE
+PULSEFIT. Die graphische Darstellung der Daten wurde mit dem Programm Sigma-
Plot durchgefthrt.

2.4.6 Pulsprotokolle

Die Pulsprotokolle (Abb.: 6) wurden mit dem Pulsgenerator der PULSE-Software
generiert. Je nach Bedarf wurde dabei die Dauer der einzelnen Segmente sowie die

Digitalisierungsfrequenz angepal3t.

a) Aktivierungsprotokoll b) Spannungsrampe
AV AV
VRuhe VRuhc‘
o 6 4 - Corac t
c) Testpuls ) Vi =  -80mV/0mV
AV = 140mV
t = 500 ms
AV t, = 1000ms
Viihe ——— A b) Ve = -80mV
4 t t, Ve = -120 mV
twe = 500 ms
t = 5000 ms
AV = 160 mV
o Vime = -80 mV / 0 mV
t, = 500 ms
t, = 1000
AV = 120 mV / 40 mV

Abb.6: Pulsprotokolle (Erklirungen siche Text)

36



Material und Methoden

Aktivierungsprotokoll

Bei diesem Protokoll wurden ausgehend von einem Ruhepotential (-80 mV bzw. 0 mV)
Spannungsspringe in 10 mV Schritten appliziert (Abb. 6a). Die Dauer der
Spannungspulse betrug 1000 ms. Die Zeit zwischen den Spannungsspriingen betrug 1000
ms.

Zum  Erstellen einer  Strom-Spannungskennlinie  (IV-Kurve)  wurden  die
Flie3gleichgewichtsstrome dieses Protokolls bei verschiedenen Haltepotentialen gegen die
Membranspannung  aufgetragen. Der Schnittpunkt dieser Kennlinie mit der
Spannungsachse ergab das sogenannte Umkehrpotential (Urev), welches von den ionalen
Bedingungen auf beiden Seiten der Membran abhing und als wichtigste Me3grée zur
Bestimmung der Ionenselektivitit des untersuchten Ionenkanals diente.

Bei Messungen mit dquimolarer K*-Konzentration wurde auf ein Ruhepotential von 0
mV, bei physiologischem K*-Gradienten auf ein Ruhepotential von -80mV geklemmt
Zum Vergleich der Strom-Spannungskurven verschiedener Messungen, wurden die

MeBpunkte durch Division durch den jeweiligen Maximalwert normiert.

Spannungsrampe

In der inside-out-Konfiguration wurden depolarisierende Spannungsrampen appliziert
(Abb. 6b). Ausgehend vom aktuellen Ruhepotential wurde fir 500 ms ein

hyperpolarisierender Vorpuls appliziert, bevor die 5 s dauernde Rampe, die sich maximal
tber A 160 mV erstreckte, ausgefiihrt wurde. Zum Berechnen der Leitfahigkeiten wurden

die Stromantworten von mindestens 10 Rampen eines "Patches" ermittelt.

Testpulse

Zur Kontrolle der Wirkung spezifischer Pharmaka wurden 500 ms dauernde

depolarisierende Testpulse (A 120 mV bzw. 40 mV ) ausgehend vom Haltepotential
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angelegt (Abb. 6¢). Nach ca 5 min Superfusion (ca. 10-facher Austausch des
Badvolumens) der Zellen mit der Testlosung wurden die Mittelwerte der Stromamplitude
ermittelt, nachdem sich ein FlieBgleichgewicht (steady-state) eingestellt hat.

Die mit diesem Pulsprotokoll gewonnenen Daten wurden durch Division durch den
MeBwert unter Standardbedingungen auf die Kontrolle normiert. Eine kinetische
Anpassung der Daten zur Berechnung der halbmaximalen Wirkkonstanten (ICsp) wurden

nach folgender von der Michaelis-Menten-Beziehung abgeleiteten Gleichung berechnet:

m * x
k +x

f= k =1Cs

m = Maximaleffekt

2.4.7 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwert £ SEM angegeben. Die gezeigten Werte enthalten Daten
von mindestens drei unterschiedlichen Zellpassagen. Die statistische Signifikanz wurde
durch den ecinseitigen bzw. zweiseitigen, ungepaarten Student t-Test bestimmt. Die

Ergebnisse wurden ab p <0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung eines Ca2+-sensitiven K+-Kanals
aus MDCK-Zellen (cIK1) und die Untersuchung seiner Regulierung durch die
Proteinkinase C. Die cDNA wurde in einem heterologen System exprimiert und die von
den Proteinen vermittelten Strome wurden mit Hilfe der Patch-Clamp Technik
hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften
charakterisiert. Um zu untersuchen, ob eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase C
direkt am Kanalprotein erfolgt, wurden die putativen Phosphorylierungsstellen des Kanals
mittels zielgerichteter Mutagenese so veréndert, dal dort eine Phosphorylierung nicht
mehr mdoglich war. Die funktionellen Auswirkungen dieser Mutationen wurden
anschlieBend elektrophysiologisch untersucht.
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3.1 Strukturanalyse

3.1.1 Proteinsequenzvergleich und Sequenzanalyse

Die Hunde-Isoform des IK1-Kanals wurde aus migrierenden transformierten MDCK-F-
Zellen kloniert (Schwab et al., 2001). Die cDNA codiert flir ein 437 Aminosauren langes
K+-Kanalprotein, das zur Isoform des Menschen eine 91%ige (Ischii et al., 1997; Joiner et
al., 1997), der Maus eine 87%ige (Vandorpe et al., 1998) und der Ratte eine 85%ige
(Neylon et al., 1999) Sequenzhomologie aufweist. Die Ubereinstimmungen der 1K1-
Kandle beruhen auf einer gemeinsamen Topologie (Abb. 7) mit sechs
Transmembransegmenten, einem intrazelludren C- und N-Terminus und einer putativen
Porenregion zwischen dem flinften und sechsten Membransegment. Die Porenregion
enthdlt das fir Kaliumkanéle typische Signaturmotiv GYGD und einen Aspartatrest
(D239), der fur die Bindung von Charybdotoxin (Rauer et al., 2000) wichtig ist. Neben
den Sequenzibereinstimmungen in den genannten Strukturelementen besitzen alle
Mitglieder der 1K1-Kanalfamilie im proximalen Bereich des C-Terminus eine Calmodulin-
bindende Doméne (Fanger et al., 1999). Der Vergleich der Sequenzen zeigt, dal} die
wesentlichen Unterschiede zwischen dem cIK1 und den anderen bekannten Isoformen
im zweiten extrazelluldren Verbindungsglied (8 Aminoséuren) und dem cytoplasmatischen
C-Terminus (18 Aminosduren) liegen.
Die Aminoséuresequenzen wurden mit Hilfe des Prosite Programmpaketes
(www.expasy.ch/tools/) auf Konsensussequenzen fir  Phosphorylierung  und
Glykosylierung  untersucht. Alle o0.9g. IKl1-Isoformen enthalten zahlreiche
Konsensussequenzen fur die Phosphorylierung durch die Proteinkinase C (PKC), cCAMP-
oder cGMP-abhéngige Proteinkinase (PKA) und Caseinkinase I1. Weiterhin finden sich
Aminosduren, die moglicherweise durch N-Glycosylierung modifiziert werden kénnen.
Zu den konservierten Konsensussequenzen gehoren drei putative Stellen flr die
Phosphorylierung durch die PKC. Die erste befindet sich im intrazelludren Bereich
zwischen den Membransegmenten S2 und S3 (T101), die zweite im Intrazelluldrraum
zwischen S4 und S5 (S178) und die dritte im proximalen Abschnitt des C-Terminus
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(T329). Im Gegensatz zum clK1 haben die anderen IK1-Kanéle weitere nicht
konservierte PKC-Phosphorylierungsstellen (Mensch 4, Ratte 4, Maus 5). AuRerdem fehlt
dem cIK1 die einzige PKA-Phosphorylierungsstelle, die nicht nur bei anderen Mitgliedern
der IK1-Familie konserviert ist, sondern auch bei den SK-Kandlen vorhanden ist.
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Abb.7: Sequenzmodell des cIK1

Schematisches Modell der mutmaRlichen Topologie des cIK1 mit den sechs
Transmembranregionen S1 bis S6, der Pore zwischen S5 und S6, der Calmodulin-bindenden
Domaéne und den drei putativen PKC-Phosphorylierungsstellen

Die Mdglichkeit einer Phosphorylierung des Kanalproteins besteht beim cIK1 an nur drei
Bindungsstellen fiir die PKC und erleichtert daher die Untersuchung der Regulierung
durch eine direkte Phosphorylierung. Aufgund der strukturellen Homologie des cIK1 zu
anderen IK1-lIsoformen lassen sich die Ergebnisse zur funktionellen Regulierung dieses

Kanals auf die anderen Mitglieder der IK1-Familie Gbertragen.
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3.2 Charakterisierung des Expressionssystems

3.2.1 Heterologe Expression von clK1

Zur funktionellen Charakterisierung der Eigenschaften des cIK1 und zur Analyse seiner
Regulierung wurden die Kanalproteine heterolog in mammalischen Gewebekulturzellen
exprimiert. Um funktionelle Unterschiede in Abhdngigkeit vom Expressionssystem
ausschlieRen zu kénnen, wurden sowohl CHO- als auch HEK293-Zellen mit der clIK1-
cDNA transfiziert.
Bei der transienten Transfektion mit Lipofectin wurden Transfektionsausbeuten von 40 -
50% erreicht. Zur optischen Identifizierung erfolgreich transfizierter Zellen erfolgte eine
Kotransfektion mit dem Expressionsvektor pEGFP-C1. 90% aller griin fluoreszierenden
Zellen exprimierten den Kanal.
Zur Erzeugung dauerhaft exprimierender Zellinien wurden HEK?293 Zellen stabil mit der
CDNA des cIK1 transfiziert. Isolierte Zellklone waren gegen das fir Wildtypzellen
toxische G418 resistent. In Gber 90% aller selektionierten Zellen lie} sich der Kanal
nachweisen. In Abbildung 8a ist ein Vergleich der Ganzzell-Stromantworten nativer und
transfizierter Zellen dokumentiert. Transfizierte Zellen wiesen Stromamplituden von bis
zu >20 nA auf. Ursache fur die Kanalliberexpression ist die durch den viralen Promotor
(pCMV) regulierte Transkription, die dazu fuhrt, dal} die heterologen Proteine im
UberschuR produziert werden. Wildtypzellen hingegen zeigten keine oder eine nur geringe
endogene Kanalexpression (Ganzzell-Strom <100 pA bei +40 mV). In Abbildung 8b sind
die Strom-Spannungsbeziehungen von transfizierten und Wildtypzellen dargestellt. Das
Umkehrpotential von -80 mV bei physiologischem K+-Gradienten zeigt, dafl in
transfizierten Zellen eine tberwiegende Membranleitfahigkeit durch K+-selektive Kanale
besteht. Im Gegensatz dazu zeigt ein Umkehrpotential von -10 mV bei nativen HEK293-
Zellen, daB endogene K+*-Kandle nur in einem geringen Ausmal} zur Gesamtleitfahigkeit
der Membran beitragen.
Nicht transfizierte CHO- und HEK293-Zellen wurden mit den in den folgenden
Versuchen verwendeten Substanzen behandelt, um ausschlieBen zu konnen, daR die
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verwen

deten Aktivatoren (300 pmol/I 1-EBIO, 1 mmol/l Theophyllin, 0,1 umol/I PMA)

die Erhohung einer endogenen K+-Leitfahigkeit bewirken. Abbildung 8c zeigt, dal durch

Applikation der Substanzen bei Wildtypzellen kein Ca2+-abhdngiger K+-Strom induziert

wurde.
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Abb. 8:
a)

b)

Vergleich von whole-cell Strdmen nativer (WT) und transfizierter (cIK1) HEK293 Zellen

Stromantworten einer  clK1-exprimierenden und einer untransfizierten Zelle auf
hyperpolarisierende und depolarisierende Spannungsspriinge (Haltepotential -80 mV). Die freie
[Caz*]i der Pipettenltsung betrug 1 pmol/I. Es wurde in 5 mmol/| [K+], abgeleitet

Vergleich der Stromantworten von endogenen und clK1 Strémen in HEK293-Zellen. Zur
Ermittlung des Umkehrpotentials (Urey) wurden die Mittelwerte der Stromamplituden gegen das
jeweilige Membranpotential aufgetragen.

Aktivatoren Ca2+-sensitiver K+-Kandle induzieren keine Erhdhung der endogenen K+-
Leitfdhigkeit in HEK293-Zellen

43



Ergebnisse

3.3 Elektrophysiologische Charakterisierung von clK1 Strémen

3.3.1 Untersuchungen zur Kaliumselektivitat

Die elektrophysiologischen Untersuchungen der Kaliumselektiviat des cIK1 aus MDCK-
F-Zellen wurden in der whole-cell Konfiguration durchgefiihrt. Bei dquimolaren K+-
Konzentrationen  und einer freien Ca2*-Konzentration von 1 umol/l in der
Pipettenldsung wurden Strom-Spannungskennlinien mit dem Standardpulsprotokoll
aufgenommen. Bei cIK1 exprimierenden HEK293-Zellen wurden schwach
einwértsrektifizierende, nicht inaktivierende Stréme induziert, die im physiologischen
Bereich  keine  Spannungsabhdngigkeit aufwiesen. Abbildung 9a zeigt die
Originalaufzeichnung der Stromantworten einer cIK1 exprimierenden HEK293-Zelle.
Wurden die mittleren Stromamplituden gegen das angelegte Membranpotential
aufgetragen, ergibt sich bei physiologischem K+-Gradienten ein Umkehrpotential von -80
mV, das typisch fur K+-selektive Kandle ist. Eine Erhdhung der extrazelluldren K+-
Konzentration auf 140 mmol/l resultiert in einer Verschiebung der Strom-
Spannungskennline zu positiveren Potentialen (Abb. 9b).

Um die Abhédngigkeit des Umkehrpotentials von der extrazellularen K+-Konzentration zu
ermitteln, wurden Aktivierungsprotokolle bei unterschiedlichem K+*-Gradienten
appliziert. Das aus den jeweiligen Strom-Spannungskurven ermittelte Umkehrpotential
wurde gegen die entsprechende extrazellulare K+-Konzentration aufgetragen. Die
Mittelwerte von mindestens sechs Zellen wurden mit einer Regressionsgeraden
verbunden (Abb. 9c¢). Die berechnete Steigung der Geraden zeigt, daR eine 10-fache
Erhohung der extrazellularen K+-Konzentration in einer Zunahme des Umkehrpotentials
um 54,9 mV resultiert. Dieser Wert zeigt, dal in cIK1 exprimierenden Zellen eine
uberwiegende K+-Leitfahigkeit besteht.
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Abb. 9: Kaliumselektivitéat der cIK1-Kanale

3)

b)

Ganzzell-Stromantworten einer cIK1 exprimierenden HEK293-Zelle bei Membranpotentialen
zwischen -120 mV und +40 mV (Haltepotential -80 mV). Die freie [Ca2*]; der Pipettenlésung
betrug 1 pmol/I. Es wurde in 140 mmol/| [K+], abgeleitet

Strom-Spannungsbeziehungen von clK1-Strémen in 140 mmol/l und 5 mmol/l [K+]o. Zur
Ermittlung des Umkehrpotentials wurden die Mittelwerte der Stromamplituden gegen das
Membranpotential aufgetragen.Die Strome bei physiologischem K+-Gradienten wurden auf die
Amplitude bei +40 mV normiert, die bei [K*]o = 140 mmol/I auf die Amplitude bei -120 mV.
Abhéngigkeit des Umkehrpotentials von der extrazelluldren K+-Konzentration. Das Uy, Wurde in
Ldésungen mit einer [K+], von 5 mmol/l, 10 mmol/I, 20 mmol/1, 60 mmol/1 und 140 mmol/I
ermittelt. Die Mittelwerte von jeweils mindestens 6 Zellen wurden mit einer Regressionsgerade
verbunden. Die berechnete Steigung der Geraden zeigt eine Zunahme des Urey Um 54,9 mV bei
10-facher Erhéhung der [K+]o.
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3.2.2 Abhangigkeit von der intrazellularen Ca2+-Konzentration

Die Untersuchungen zur Ca2+-abhdngigen Regulierung des cIK1 wurden in der inside-out
Konfiguration durchgefiihrt. Diese Konfiguration bietet den Vorteil, dal die
cytoplasmatische Seite der Membran zur Badlosung, die relativ einfach wéahrend des
Experimentes variiert werden kann, exponiert ist. Auerdem werden beim Herausreil3en
des Membranfleckes, der die zu untersuchenden Kanéle enthélt, ein Groldteil der
Organellen und des Cytoplasmas entfernt, die Ca2+-puffernde Eigenschaften aufweisen.
Zur Ermittlung der Ca2+-Sensitivitat wurde die cytoplasmatische Seite des Patches mit
Ldésungen perfundiert, die eine freie Ca2+-Konzentration von 0,5 nmol/I, 0,01 pmol/I, 0,1
umol/I, 0,5 umol/I, 1 umol/I, und 1000 pmol/I enthielten. Die bei einem Potential von
+40 mV gemessenen Strome wurden auf einen Maximalwert, der bei einer Ca2*-
Konzentration von 1 mmol/l gemessen wurde, normiert und als Funktion der Ca**-
Konzentration aufgetragen. Die Aktivierungskonstanten der Datenpunkte wurden mit
der Hill-Funktion angepaft. Abbildung 10a zeigt, dal die halbomaximale Aktivierung bei
154 nmol/I liegt.

Die in der inside-out Konfiguration ermittelten Einflisse der intrazelluléren freien Caz*-
Konzentration auf die Aktivierung der Kanéle konnten durch Messungen in der whole-
cell Konfiguration bestatigt werden. Die in Abbildung 10b dargestellten Daten
reprasentieren die Mittelwerte von jeweils mindestens zehn Zellen bei freien
intrazelluldren Ca2+-Konzentrationen von 0,03 umol/l, 0,1 pmol/l, 1 pmol/I und 10
umol/l. In Caz*-freier Lésung konnten keine Kaliumstréme induziert werden. Eine
Anpassung dieser Daten an die Hill-Gleichung ergibt eine halomaximale Aktivierung von
102 nM.

Diese Experimente belegen, dal auch beim IK1-Kanal des Hundes eine starke
Abhangigkeit der Kanalaktivitat von der intrazellularen Ca2+-Konzentration besteht.
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Abb.10:Vergleich der Kalziumsensitivitdt von cIK1-Strémen im inside-out und whole-cell patch

a) Inside-out Stréme wurden in einer Badldsung mit einer freien [Ca2+]; von 0,01 pmol/I, 0,1 pmol/I,
0,5 umol/l, 1 pmol/l und 1000 pmol/l aufgenommen. Es sind die Mittelwerte der
Stromamplituden von jeweils mindestens 5 Zellen dargestellt.

b) Whole-cell Strome wurden mit einer freien [Ca2*]; von 0,03 umol/I, 0,1 umol/I, 1 pmol/I und 10
pumol/1 aufgenommen. Es sind die Mittelwerte der Stromantworten von mindestens 10 Zelllen auf
einen depolarisierenden Spannungspuls dargestellt.

3.2.3 Pharmakologische Charakterisierung

Die Srome aller bisher beschriebenen I1K1-Kanéle lassen sich aufgrund ihrer
pharmakologischen Eigenschaften von anderen K+-Kandlen unterschieden. Sie werden
durch Charybdotoxin (Rauer et al., 1998) und verschiedene Imidazolderivate, wie z.B.
Clotrimazol (Alvarez et al., 1992; Wulff et al., 2000) inhibiert. Im Gegensatz dazu sind sie
insensitiv gegenuber Apamin (Koéhler et al. 1996), einem selektiven SK-Kanalblocker, und
Iberiotoxin, einem Inhibitor von BK-Kanélen.

Um zu untersuchen, ob die funktionellen Eigenschaften des cIK1 denen des nativen in
MDCK-Zellen exprimierten IK1-Kanals entsprechen und mit anderen Isoformen der
IK1-Kanalfamilie vergleichbar sind, wurden die Wirkungen von Bariumchlorid,

Clotrimazol, Charybdotoxin und Iberiotoxin untersucht.
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In der whole-cell Konfiguration wurden mit einer freien Ca2+-Konzentration von 1
umol/l in der Pipettenlosung die Maximalamplitude der Stromantworten des cIK1 auf
einen Spannungspuls auf +40 mV vor und nach Applikation der Testsubstanz ermittelt.
Die Ergebnisse wurden gewonnen, nachdem sich ein Gleichgewichtsstrom eingestellt
hatte. In Abhdngigkeit von der Konzentration und der Wirksamkeit des Inhibitors stellte
sich nach spatestens funf Minuten (10facher Austausch des Badvolumens) ein
Gleichgewichtsstrom ein. Zum Erstellen einer Dosis-Wirkungskurve wurden die
gewonnenen Daten nach Applikation der Pharmaka auf den Kontrollwert normiert und
als Funktion der Konzentration der Testsubstanz aufgetragen.

Der cIK1 reagiert empfindlich auf Bariumchlorid, einem unspezifischen K+-
Kanalblocker. Abbildung 11a zeigt die Originalaufzeichnung eines Experimentes, in dem
der EinfluR von 1 mmol/ Barium auf den cIK1-Strom dargestellt ist. Bei der verwendeten
Konzentration fiihrt die Applikation von Barium zu einer vollstdndigen Inhibierung des
Stromes. Der Kanal zeigt sich gegenlber Clotrimazol, einem relativ selektiven 1K1-
Kanalblocker, der ebenfalls die Aktivitat von Cytochrom P450 inhibiert, sehr sensitiv. Aus
Abbildung 11b ist ersichtlich, daR das Imidazolinderivat bereits bei einer Konzentration
von 59,5 nmol/I zu einer Reduktion der Stromamplitude um 50% flhrt. Der cIK1 wurde
ebenfalls durch Charybdotoxin gehemmt, welches auch die spannungsabhangigen K+-
Kanéle Kv1.2 (Grissmer et al., 1994), Kv1.3 (Fanger et al., 1999), Kv1.6 (Grupe et al.,
1990) und hslo (Garcia et al., 1995) blockiert. In Abbildung 11c ist die Dosis-
Wirkungskurve von Charybdotoxin dargestellt. Die halbmaximale Inhibierungskonstante
betragt 8,2 nmol/I.

Als Negativkontrolle wurde der fiir BK-Kandle spezifische Inhibitor Iberiotoxin
appliziert. 100 nmol/l Iberiotoxin haben keinen Einfluf auf die Aktivitdt von IK1-
Kanalen.
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Abb.11: Wirkung von Barium, Clotrimazol, Charbdotoxin und Iberiotoxin auf die Aktivitat der

clK1-Kanéle

a) Ganzzell Stréme vor und nach Appliation von Barium. Immol/| [Ba2*], inhibiertStromantworten
des cIK1 auf einen Spannungspuls von +40 mV vollstandig.

b) Clotimazol blockiert den cIK1 mit einer halbmaximalen Inhibierungskonstante von 59,5 nmol/I

C) Charybdotoxin blockiert den cIK1 mit einer halbmaximalen Inhibierungskonstante von 8,2
nmol/I.

d) 100 nM Iberiotoxin beeinfluf3t die Kanalaktivitat des cIK1 nicht

Neben der Hemmbarkeit durch die beschriebenen Inhibitoren lassen sich 1K1-Kanale
durch 1-Ethyl-2-Benzimidazolon (1-EBIO) aktivieren. 1-EBIO ist der erste beschriebene
Aktivator von klonierten hlK1-Kanélen (Skaaning et al., 1998) und gilt als klassischer
Modulator der Kanalaktivitat nativer 1K1-Kandéle (Bridges et al., 1997).
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In der whole-cell Konfiguration wurde mit einer freien Caz*-Konzentration von 0,1
umol/l in der Pipetenldsung die Maximalamplitude der Stromantworten des cIK1 vor
und nach Applikation von 1-EBIO ermitelt. Abbildung 12a zeigt die Stromantworten
einer HEK?293-Zelle auf einen depolarisierenden Tespuls vor und nach Applikation der
Substanz. Die durch 1-EBIO induzierte Aktivtat erfolgte innerhalb weniger Sekunden
und lieR sich vollstindig auswaschen. Die resultierenden StrOme waren
einwartsrektifizierend, spannungsunabhéngig und zeigten keine Inaktivierungskinetik. Sie
lieRen sich sowohl durch Charybdotoxin als auch durch Clotrimazol blockieren. Um eine
Dosis-Wirkungskurve zu erstellen, wurden die Gleichgewichtsstrome nach Applikation
von 1 umol/I, 3 pmol/I, 10 pmol/I1, 100 umol/1 und 300 umol/I 1-EBIO aufgenommen
und auf den Kontrollwert normiert. Abbildung 12b zeigt, daR 1-EBIO eine
konzentrationsabhdngige Aktivierung mit einer halbmaximalen Aktivierungskonstante

von 14,5 umol/I induziert.
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Abb.12:Wirkung von 1-Ethyl-2-Benzimidazolinon (1-EBIO) auf die Aktividt der cIK1-Strdme

a) Ganzzell-Strome vor und nach Applikation von 300 pmol/| 1-EBIO

b) Ganzzell-Strome wurden mit einer freien [Ca?*]; von 0,1 pmol/l aufgenommen.
Gleichgewichtsstréme wurden nach Applikation von 1 umol/I, 3 umol/I, 10 umol/I, 30 umol/I,
100 pmol/l und 300 pmol/I [EBIO], aufgenommen. 1-EBIO steigert die Aktivitait von K+-
Kandlen, die vor Applikation des Aktivators mit Strdmen von <1 nA auf depolarisierende
Testpulse reagierten, mit einer halbmaximalen Wirkkonstante von 14,9 umol/I.
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Die Untersuchungen zeigen, dalR 1-EBIO die Kanalaktivitat stimuliert, ohne dabei die
funktionellen Eigenschaften des Stromes zu verdndern. Im Gegensatz zu bisher
beschriebenen 1K1-Kanalen wirkt 1-EBIO bereits bei einer Konzentration von 14,9
umol/|1. Eine aktivierende Wirkung konnte ebenfalls beim nativen cIK1 in MDCK-Zellen
beobachtet werden. In den folgenden Experimenten wurde 1-EBIO als Kontrollsubstanz
eingesetzt, um die clK1-Expression bei solchen Zellen zu Uberprifen, bei denen eine
Testsubstanz keine aktivierende Wirkung auf die Kanéle zeigte.

Die elektrophysiologische Charakterisierung des klonierten cIK1 zeigt, dafll die
funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften denen des nativen Kanals in
MDCK-Zellen entsprechen und mit denen anderer Mitglieder der IK1-Kanalfamilie
Ubereinstimmen. Die Tabelle 1 zeigt eine Gegeniberstellung der funktionellen
Eigenschaften des klonierten cIK1 mit ausgewahlten Literaturdaten klonierter Isoformen

des Menschen, der Ratte und der Maus.

Isoform clK1 hlK1 hlK1 hlK1 hlK1 rikl miK1
Gewebe Niere Placenta  Lymphocyten Lymphocyten  Pankreas |glatter Muskel| Erythroblasten
Expressionssystem | HEK293 HEK293 HEK293 CHO Oocyten Oocyten Oocyten
Literatur Skaaning etal., Logsdonetal, Khannaetal, Ischii et al., Craig et al., Vandorpe et al.,
1998 1997 1999 1997 1999 1998
Urev(K*) 55 mV 57 mV 58 mV 60 mV
Caz+ (ECso) 154 nM 100 nM 270 nM 300 nM 120 nM 158 nM
Clt (ICs) 60 nM 150 nM 387 nM 50 nM 25nM 14 nM
Ctx (ICsp) 8 nM 28nM 10 nM 2nM 3nM 10 nM 4nM
EBIO (ECso) 15uM 74 M 030uM 084 uM

Tab. 1: Gegenuberstellung der Eigenschaften klonierter 1K1-Kanéle

(Erlauterungen siehe Text) Clt = Clotrimazol, Ctx = Charybdotoxin, Ure/(K+) = Anderung des
Umkehrpotentials bei 10-facher Erhéhung der K+-Konzentration, [1Pedersen et al., 1999, [1Syme
et al., 2000

Alle Caz+-regulierten K+-Kanéle mittlerer Leitfahigkeit zeigen eine reine K+-Leitfahigkeit,
sind bei dquimolaren K+-Konzentrationen einwértsrektifizierend und im physiologischen
Bereich durch die intrazellulare Ca2*-Konzentration reguliert. Pharmakologisch lassen

o1



Ergebnisse

sich alle 1K1-Kanéle durch Clotrimazol, Charybdotoxin blockieren und durch 1-EBIO
aktivieren. Unterschiede hinsichtlich der Aktivierungs- bzw. Inhibierungskonstanten sind
auf das jeweilige Expressionssystem und oder die Gewebsspezifitat der Kanalisoformen

zurtckzufthren.

3.4 Untersuchungen zur Phosphorylierung des clK1

Neben einer Regulierung der Kanalaktivitat durch die intrazellulare Ca2+-Konzentration
konnte sowohl fur den nativen cIK1 aus MDCK-Zellen als auch fiir klonierte 1K1-
Kanalisoformen gezeigt werden, daR die Ca?*-Sensitivitdit dieser Kandle durch
Phosphorylierungsreaktionen moduliert wird. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dal}
eine ATP-abhdngige Aktivierung der Kanalaktivitdt durch exogene Phosphatasen und
Kinaseinhibitoren gehemmt werden konnte. In den folgenden Versuchen wurde
untersucht, ob eine Phosphorylierung durch die Proteinkinasen A oder C die Aktivitat des
klonierten cIK1 moduliert.

3.4.1 Regulierung durch die cAMP bzw. cGMP abhéangige Proteinkinase (PKA)

Im Gegensatz zum cIK1 enthalt die Aminosduresequenz aller bisher klonierten
Isoformen der IK1-Kanéle im proximalen Bereich des C-Terminus eine putative
Phosphorylierungsstelle fur die cAMP- oder cGMP-abhéngige Proteinkinase (PKA).
Untersuchungen am hIK1 zeigten, dal3 eine phosphorylierungsabhéngige Regulierung der
Caz*+-Sensitivitat auf die Aktivierung der Proteinkinase A zuriickzufiihren ist. So konnte
eine ATP-abhéngige Modulation der Kanalaktivitdt durch den PKA-Inhibitor PKls.24
gehemmt werden (Gerlach et al., 2000). Auch beim nativen hlIK1 aus humanen
Erythrocyten konnte durch eine Erhdhung der intrazellularen cAMP-Konzentration eine
Steigerung der K+-Kanalaktivitdt induziert werden (Pellegrino, Pellegrini, 1998).
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Um zu untersuchen, ob das Fehlen dieser konservierten Phosphorylierungsstelle die
Regulierung der Kanalaktivitdt des cIK1 beeinflult, wurde der intrazellulare cAMP-
Spiegel bei gleichzeitiger Hemmung der Phosphodiesterase erhéht. Um einen direkten
Vergleich der Regulierung von clK1 und h1K1 zu ermdglichen, wurden beide Isoformen
untersucht.

Innerhalb weniger Minuten nach Behandlung der Zellen mit dem membrangéngigen 8-
bromo-cAMP und dem Phosphodiesterase-Hemmstoff Theophyllin konnte beim hIK1
ein Anstieg der Kanalaktivitdt (4,3 = 1,1-fach) beobachtet werden, der sich durch
Clotrimazol hemmen lie} (Abb. 13a). Im Gegensatz dazu konnte bei der Hundeisoform
(cIK1) keine Erhohung (1,2 £ 0,2 fach) der K+-Leitfdhigkeit durch Stimulierung der
Proteinkinase A ausgelost werden (Abb. 13b).

Diese Daten zeigen, dal das Fehlen einer putativen PKA-Phosphorylierungsstelle die
Sensitivitat gegentiber Theophyllin beeinfluBt. Ahnlich wie beim nativen Kanal aus
MDCK-Zellen veréandert eine Erhohung der intrazelluliren cAMP-Konzentration die

Kanalaktivitat des heterolog exprimierten cIK1 in HEK293-Zellen nicht.
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Abb.13:Wirkung der PKA-Stimulierung auf die Aktivitat der IK1-Kandale

a) Stimulierung der PKA mit 1 mmol/l 8-bromo-cAMP und 1 mmol/I Theophyllin flihrt zu einer
4,3-fachen Steigerung der Kanalaktivitét des h1K1
b) Stimulierung der PKA beeinflult die Kanalaktivitat des cIK1 nicht

53



Ergebnisse

3.4.2 Regulierung des clIK1 durch die Proteinkinase C (PKC)

Die Proteinkinase C (PKC) st eine Serin-Threonin-Kinase, die eine Vielzahl
intrazellularer Prozesse reguliert und eine zentrale Rolle bei der intrazelluldren
Signaliibertragung spielt (Ron und Kazanziez, 1999). Sie ist eines der wichchtigsten
intrazelluldaren Enzyme, daB wu.a. durch Phosphorylierung die Aktivierung von
lonenkanélen reguliert oder deren Regulierung modifiziert. Die PKC tbertragt nach ihrer
Aktivierung durch Diacylglycerin und Caz* die terminale Phosphatgruppe von ATP auf
spezielle Serin- und Threoninreste von Zielproteinen Die Aminosauresequenz des clK1
enthdlt drei putative Phosphorylierungsstellen fir die Proteinkinase C.

Am nativen clK1 aus MDCK-Zellen zeigte sich ein extremer Anstieg der Ca2*-Sensitivitét
nach Stimulierung der PKC. Eine ATP-abhdngige Regulierung, die durch Phospatasen
blockiert werden konnten, weisen auch bei anderen IK1-Kanalisoformen auf eine
Modulation der Caz*-regulierten Kanalaktivitat durch Proteinkinasen hin.

Um zu Uberprifen, ob der klonierte cIK1 in dhnlicher Weise eine Sensitivitit gegentiber
ATP zeigt, wurden die Intrazellulariosungen durch Zusatz von 1 mmol/l ATP oder 2

mmol/l ATPYS modifiziert. ATPYS ist ein Analogon des ATP, das in verschiedenen
Reaktionen ATP ersetzten kann. Die mit ATPYS durchgefiihrten Phosphorylierungen

sind jedoch weitgehend resistent gegentiber Proteinphophatasen. Nach Aquilibierung der
Zellen mit der entsprechenden Pipettenldsung wurden die in der whole-cell-
Konfiguration gemessenen Stromantworten bei CaZ*-Konzentrationen unterhalb des
halbmaximalen Aktivierungswertes (0,1 umol/I und 0,03 umol/1) verglichen.

In Abbildung 14 sind die Mittelwerte der spontanen Stromantworten von mindestens 8
Zellen bei einer freien intrazellularen Ca2+-Konzentration von 0,03 umol/l Caz+ (0,1
umol/1 Caz+) dargestellt. Die durchschnittliche Stromamplitude der Zellen, die mit ATP-
freier Intrazellularldsung &quilibriert wurden, betrug 1,41 £+ 0,81 nA (1,16 £ 0,59 nA). 30%
(27%) der Zellen beantworteten den Tespuls mit Stromen >1 nA. In Gegenwart von 1
mmol/l ATP reagierten 56% (53%) der Zellen einen mit einem K*-Strom von >1 nA.

Die mittlere Stromaplitude betrug 3,65 £ 2,10 nA (3,18 £ 0,69 nA). Im Vergleich zu den

Messungen mit ATP-freier Pipettenldsung fuhrt die Zugabe von 2 mmo/l ATPys zu

einem signifikanten Anstieg der cIK1-Aktivitat. 83% (100%) der Zellen reagierten mit
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Stromen, die eine durchschnittliche Amplitude von 7,59 = 2,00 nA (6,65 = 1,25 nA)

aufwiesen.
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Abb.14:EinfluR von ATP und ATPYS auf die Kanalaktivitat des clIK1

Vergleich der Stromantworten auf einen depolarisierenden Spannungspuls bei einer freien [Caz+];

von 0,03 umol/Il und 0,1 umol/I. Zusatz von ATP bzw. ATPYS zur Intrazellularldsung induziert
einen signifikanten Anstieg der spontanen Kanalaktiviat des clIK1.

Diese Ergebnisse zeigen, daB ATP einen Anstieg der Kanalaktivitit bei Caz*-
Konzentrationen bewirkt, die unter denen liegen, bei denen der Kanal ohne ATP
halbmaximal aktiviert wird. Diese Caz*-unabhéngige Aktivierung spiegelt sich nicht nur in
einer duchschnittlich hoheren Stromamplitude, sondern auch in einer prozentualen
Héaufung der Zellen mit aktiven Kandle wieder. Eine mdgliche Ursache fur diese
Stimulierung liegt in einer PKC-abhéngigen Phosphorylierung des Kanalproteins oder
eines assoziierten Proteins. Um eine Beteiligung der PKC an dieser Aktivierung
festzustellen, wurden ATP-induzierte Strdme durch die spezifischen Inhibitoren
Bisindolylmaleimid (BIM) und Calphostin C blockiert.
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3.4.2 Hemmbarkeit des ATP induzierten Stroms

Bisindolylmaleimid (BIM) ist ein selektiv wirkender, membranpermeabler Hemmstoff der
Proteinkinase C (Ki = 10 nmol/I), der an die ATP-Bindungsdoméne bindet. Calphostin C
(Ki = 50 nmol/l) interagiert mit der regulatorischen Untereinheit der PKC und verhindert
so die Bindung von Diacylglycerol (DAG) und Phorbolestern. Die Verwendung beider
Substanzen bot auf3erdem die Sicherheit, dal? eine Hemmung der Kanalaktivitat nicht auf
eine direkte Kanalblockierung zuriickzufihren ist.

Die Versuche wurden mit einer freien Ca2+-Konzentration von 0,1 pumol/I mit 1 mmol/I
ATP in der Pipettenldsung durchgefuhrt. Es wurden nur Zellen (n =8 bzw. 6) mit den
Testsubstanzen superfundiert, die nach Aquilibrierung mit der Pipettenldsung
Stromamplituden von >1 nA aufwiesen. In Abbildung 15a ist der nach Applikation der
PKC-Hemmstoffe verbleibende Strom als Prozent der Kontrolle dargestelllt. Sowohl
BIM als auch Calphostin C inhibierten die durch einen Testpuls induzierten
Stromantworten reversibel. Innerhalb der ersten drei Minuten fihrte die Applikation von
0,1 umol/I BIM zu einer signifikanten Reduktion der Stromamplitude auf 4 £ 2%, die von

0,1 umol/I Calphostin C auf 24 + 4% des jeweiligen Kontrollwertes.

Zur Kontrolle wurden auch die Zellen mit Calphostin C superfundiert, bei denen der
cIK1 mit 2 mmol/l ATPYS aktiviert war. In Abbildung 15b sind die verbleibenden
Strome als Prozent der Kontrolle aufgetragen. Nach 10-mintiger Superfusion (20-facher
Austausch des Badvolumens) reduziert Calphostin C die Stromamplituden auf 70 + 2%
des jeweiligen Kontrollwertes. Diese Hemmung ist signifikant schwécher ausgeprégt als
die in Gegenwart von ATP erzielte Inhibierung der Strdme. Die deutlich geringere

Wirkung des PKC-Inhibitors bei ATPyS-stimulierten clK1-Strdmen ist auf die fast

irreversible Phosphorylierung durch ATPys zurlckzufihren.
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Abb.15:Hemmbarkeit ATP induzierten Stroms durch selektive PKC-Inhibitoren

a) In Gegenwart von 1 mmol/l ATP wird die Kanalaktivitit durch die PKC-Inhibitoren
Bisindolymaleimid (BIM) und Calphostin C gehemmt.

b) 2 mmol/l ATPYS in der Pipettenlésung verhindert die Hemmung der Kanalaktivitat durch PKC-
Inhibitoren

Die Daten sprechen dafiir, dal? die in Gegenwart von ATP gemessenen Strome auf eine
Aktivierung der PKC zuriickzufuhren sind. Eine Inhibierung der Kanalaktivitdt durch
eine direkte Blockierung des Kanals konnte ausgeschlossen werden, da strukturell nicht
verwandte Substanzen die Kanalaktivitdt inhibieren. Auch die stark geminderte
Hemmbarkeit ATPYS-induzierter cIK1-Strome widerspricht einer direkten Blockierung
durch die PKC-Inhibitoren. Die ungleiche Effektivitat von BIM und Calphostin C ist auf
die unterschiedlichen Inhibierungskonstanten beider Substanzen zurlickzuftihren.
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3.4.3 Aktivierung der PKC

Die Hemmung der PKC durch BIM und Calphostin C flhrt zu einer Inhibierung der
Kanalaktivitdt des cIK1. Um zu tberprifen, ob eine direkte Aktivierung der PKC zu einer
Stimulierung der Kanalaktivitat fuhrt, wurden die den clK1-exprimierenden Zellen
kurzfristig mit einem Phorbolester stimuliert. Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)
bindet reversibel an die regulatorische Untereinheit der PKC (Ono,Y. et al., 1989,
Sharkey, N. et al. 1984) und fihrt innerhalb von 2 Minuten zu einer Aktivierung der PKC
(Dunne, 1994; Tepper et al., 1995; Taguchi et al., 2000).

Die Versuche wurden mit einer freien Ca2+-Konzentration von 0,1 umol/I und 1 mmol/I
ATP in der Pipettenl6sung durchgefiihrt. Es wurden nur Zellen mit 0,1 umol/l PMA
superfundiert, die nach Aquilibrierung mit der Pipettenlosung keine Kanalaktivitat
zeigten. Um zu (berprifen, ob eine PKC-Phosphorylierung die Aktivierung eines K+-
Stromes induziert, wurden durch Anwendung der Aktivierungsprotokolle Strom-
Spannungskennlinien ermittelt. Mit 1-EBIO wurde ausgeschlossen, daf3 ein Ausbleiben
der Kanalaktivierung auf eine fehlende Expression des cIK1 in diesen Zellen
zuriickzufihren war. Nur eindeutig transfizierte Zellen wurden in die Wertung
einbezogen.

In Abbildung 16 sind die Stromamplituden der nach Stimulierung mit PMA aktivierten
Zellen (n = 12) als Prozent der Kontrolle dargestellt. Die Aktivierung der K+-Stréme
erfolgte innerhalb von 5 Minuten. Es kam im Durchschnitt zu einer 12-fachen Steigerung
der Stromamplitude. Die durch die PKC-Aktivierung induzierten Strome lieRen sich
sowohl durch BIM als auch durch Calphostin C vollstdndig inhibieren. Die durch PMA
induzierte Kanalaktivitdt konnte sowohl in CHO- als auch in HEK293-Zellen beobachtet
werden.

Bei den  Experimente mit akuter  PMA-Stimulierung  konnten  drei
Reaktionscharakteristiken unterschieden werden. Ca. 50% der Zellen reagierten bereits
direkt nach dem Erreichen der Ganzzell-Konfiguration mit einer Stromantwort von >1
nA (3.4.2,5.S. 54). 20% der Zellen mit Stromamplituden von <1 nA zeigten eine starke
Reaktion auf PMA. Die restlichen Zellen lieRen zwar nicht durch PMA aktivieren,
reagierten aber nach Applikation von 1-EBIO mit einem Anstieg ihrer K+-Kanalaktivitat.
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Abb.:16 Akute Aktivierung der PKC mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Kurzzeitige Stimulierung der PKC mit PMA fihrt zu einem signifikanten Anstieg der
Kanalaktivitat, der sich durch BIM blockieren laRt

Die Daten liefern einen weiteren Hinweis daftr, da der cIK1 durch eine akute
Stimulierung der PKC aktiviert wird. Die phosphorylierungsbedingte Regulierung der
Kanalaktivitat des cIK1 ist unabh&ngig vom Expressionssystem.

3.4.4 Langzeitstimulierung mit Phorbolestern

Um ausschlieRen zu konnen, dall die Stimulierung der Kanalaktivitat auf eine direkte
Interaktion der Kanédle mit PMA zuriickzufihren ist, wurde die Effektivitdt des
Phorbolesters mit einer Langzeitstimulierung der Zellen Gberpriift. Eine 24-stiindige
Inkubation der Zellen mit mt 0,1 uM PMA fiihrt zu einem fast vollstdéndigen Abbau von
PKC-Molekilen. Die PKC-Enzymaktivitdit in diesen Zellen sinkt auf <10% der
Ursprungsaktivitat (Krug et al., 1987; 1987). Unter diesen Bedingungen kann eine durch
eine PKC-Phosphorylierung induzierte Aktivierung der clK1 Kanalstréme nicht mehr
erfolgen.

Die Versuche wurden mit 0,1 umol/I freiem Caz* in der Pipettenldsung durchgefiihrt. Die
Perfusionslosung enthielt 0,1 pmol/l PMA. Nach einer 24-stindigen Inkubation der
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Zellen mit PMA reagierten weniger als 20% der untersuchten Zellen mit einer
Stromantwort (>1 nA) auf einen Testpuls. Die durchschnittliche Stromamplitude betrug

in ATP-freier Pipettenlésung 0,9 £ 0,5 nA. Der Zusatz von ATP zur Intrazellularldsung

hatte keinen Einflul auf die cIK1-Kanalaktivitdat (0,8 + 0,2 nA). Die Superfulion der
Zellen mit 1-EBIO fihrte bei diesen Experimenten zu einer Aktivierung der cIK1-
Kanéle.

Die  durchschnittliche  Stromamplitude der Kandle betrug wéhrend der
Kontrolluntersuchungen bei unverédnderter PKC-Aktivitat in Gegenwart von 1 mmol/I
ATP 3,18 nA. 53% aller Zellen beantworteten den Testpuls mit Strémen >1nA, die sich
durch BIM oder Calphostin C hemmen lieBen. Wéhrend der Messungen, die mit ATP-
freier Pipettenlosung durchgefihrt wurden, waren 27% der Zellen aktiviert (3.4.2, s.S.
54).In Abbildung 17 sind die durchschnittlichen Stromamplituden der clK1-Kandle vor
und nach Ubernachtinkubation der Zellen mit PMA dargestellt.

24 h PMA-Inkubation
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Abb.17: Inaktivierung der PKC beinflu3t die ATP-Sensitivitat der Zellen

Nach 24-stundiger Inkubation der Zellen mit PMA erfolgt keine durch ATP induzierte Erhthung
der Kanalaktivitat. fihrt zu einer Inhibierung der PKC. Die ATP-abhéngige Stimulierung der
Kanalaktivitit wahrend der Kontrolluntersuchungen ist auf eine PKC-Phosphorylierung
zurlickzufthren.
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Diese Ergebnisse bestétigen, dal? der durch kurzeitige Superfusion der Zellen mit PMA
induzierte Anstieg der Kanalaktivitat (3.4.3, s.S. 58) auf eine Stimulierung der PKC
zurickzufuhren ist. Die Inaktivierung der PKC verhindert die in Gegenwart 1 mmol/I
ATP beobachtete Erhthung Kanalaktivitat des cIK1. Die Expression der Kandle oder
deren Transport in die Membran wird durch eine langfristige Inhibierung der PKC nicht
beeinfluft.
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3.5 Mutation der PKC-Phosphorylierungsstellen

Die folgenden Experimente wurden durchgefuhrt, um zu untersuchen, ob der cIK1 von
der PKC direkt phosphoryliert (und damit reguliert) wird, oder ob er indirekt Uber andere
noch nicht identifizierte Proteine reguliert wird.

Der cytoplasmatische Bereich der Aminosduresequenz des clK1 enthdlt drei mogliche
Konsensussequenzen fir eine Phosphorylierung durch die PKC (S/TXR) bei
Threoninl01, Serin178 und Threonin329. Mittels zielgerichter Mutagenese wurden diese
PKC-Phosphorylierungsstellen so verdndert, dal eine Phosphorylierung des cIK1-
Kanalproteins dort nicht mehr erfolgen konnte. Dazu wurden die Threonine and den
Stellen T101 und T329 und das Serin S178 durch Alanin ersetzt Um ausschlieRen zu
konnen, dafll nur die gleichzeitige Phosphorylierung aller drei Stellen oder deren
Interaktion die Kanalaktivitat beeinfluBt, wurde zusétzlich eine Dreifachmutation erstellt,
die keine PKC-Phosphorylierungsstellen enthélt.

3.5.1 Untersuchung der Mutanten auf Funktionalitét

Die cDNA aller vier Kanalmutanten wurde stabil in HEK293 Zellen exprimiert und
hinsichtlich ihrer funktionellen Eigenschaften charakterisiert und mit dem Wildtyp clK1
verglichen. Die Untersuchungen ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften wurden in der whole-cell Konfiguration der Patch-Clamp Technik
durchgefuhrt. Die mit einer freien intrazelluldaren Caz*-Konzentration von 1 pmol/I
gemessenen Strome aller vier Mutanten des cIK1 waren schwach einwartsrektifizierend,
zeigten keine Inaktivierungskinetik und wiesen im physiologischen Bereich keine
Spannungsabhangigkeit auf (Abb.18). Die Stréme lieBen sich sowohl durch Clotrimazol
und Charybdotoxin blockieren als auch durch 1-EBIO aktivieren. Die PKC defizienten
Mutanten wiesen eine starke Abhdngigkeit der Kanalaktivitat von der intrazelluldren Caz*-
Konzenration auf (Abb. 18). Bei Ca2*-Konzentrationen der Pipettenlésung von 30
nmol/l und 100 nmol/I fielen die Stréme der Mutanten T329A und der Dreifachmutante

T101/S178/T329A aufgrund ihrer erh6hten Stromamplituden auf.
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Abb.18:Vergleich der K+-Selektivitat und Ca2*+-Sensitivitat der vier untersuchten clK1-Mutanten

Vergleich der Strom-Spannungbeziehugen von Strdmen des cIK1 und der Kanalmutanten. Zur
Ermittlung des Umkehrpotentials wurden die Mittelwerte der Stromamplituden gegen das
jeweilige Membranpotential aufgetragen
Originalaufzeichnung der Ganzzell-Stromantworten der die Mutanten exprimierenden HEK293-

Zellen

Mittelwerte der Stromamplituden von mindesten 6 Zellen bei freien intrazelllularen [Ca2*]; von

0,03 umol/I, 0,1 pmol/I1, 1 pmol/1 und 10 umol/I
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Die Daten zeigen, dal? Punktmutationen innerhalb der putativen Konsensussequenz fur
eine Phosporylierung durch die PKC die Funktionalitat des cIK1 nicht beeinflussen. Die
Kanalmutanten weisen gegenuber dem Wildtyp cIK1 keine Unterschiede ihrer
pharmakologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften auf. Aufgrund ihrer
durchschnittlich héheren Stromamplitude unterschied sich die cIK1-Mutante T329A
vom Wildyp cIK1.

3.5.2 Regulierung durch die Proteinkinase C

ATP bewirkt beim clIK1 einen Ca2+-unabhdngigen Anstieg der Kanalaktivitat. Diese
ATP-gebundene Aktivierung konnte auf eine PKC-Phosphorylierung zuriickgefuhrt
werden. Um zu Uberprifen, ob Mutationen der potentiellen Phosphorylierungsstellen die
Regulierung der Kanalaktivitit durch die PKC beeinflussen, wurde die ATP-
Empfindlichkeit der Kanalmutanten untersucht (3.4.2, s.S. 54). Zu diesem Zweck wurden
die mit einer ATP-freien Pipettenldsung induzierten Strome der Kanalmutanten mit den
Stromantworten verglichen, die in Gegenwart von 1 mmol/l ATP und 2 mmol/l ATPYS
gemessen wurden ([Caz*]i =0,1 pmol/I1) (Abb. 19).

In ATP-freier Losung betrug die durchschnittliche Stromamplitude der clK1-Mutanten
T101A und S178A 0,82 + 0,63 nA bzw. 0,58 £ 0,31 nA. 17% bzw. 11% der untersuchten
Zellen hatten Stromamplituden von <I1nA. Die Kanalmutanten T329A und
T101/S178/T329A wiesen eine deutlich hohere durchschnittliche Stromamplitude mit
306 = 1,05 nA und 2,61 + 1,02 nA auf. 58% bzw. 50% aller Zellen wiesen
Stromamplituden von >1nA auf.

Der Zusatz von 1 mmol/l ATP zur Intrazellularlésung induzierte bei allen

Kanalmutanten einen Anstieg der Stromamplitude (T101A = 5,97 £ 1,61 nA, S178A =
341 + 0,71 nA, T329A = 4,13 £ 0,89 nA, T101/S178/T329A = 4,20 £ 1,01 nA) und

erhohte den Anteil aktiver Zellen mit einer Stromamplitude von >1 nA deutlich (T101A
= 67%, S178A = 80%, T329A = 72%, T101/S178/T329A = 72%).
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Der Zusatz von ATPYS zur Intrazelluldrlésung resultierte bei allen Mutanten in einem
weiteren signifikanten Anstieg der Kanalaktivitdt (T101A = 7,17 = 2,32 nA, S178A = 4,95
+ 1,24 nA, T329A = 7,88 £ 1,41 nA, T101/S5178/T329A = 6,89 £ 1,75 nA). Bei allen

untersuchten Zellen war die Stromamplitude >1 nA. Zellen
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Abb.19:Einflul von ATP und ATPyS auf die Aktivitat der cIK1-Kanalmutanten

Vergleich der Stromantworten auf einen depolarisierenden Spannungspuls bei einer freien

intrazellularen [Caz*]; von 0,1 pmol/l. Zusatz von ATP bzw. ATPYS zur Intrazelluldrldsung
induziert einen signifikanten Anstieg der Stomamplituden
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Die Versuche zeigen, dal? trotz einer Mutation innerhalb der putativen Konsensussequenz
fur eine PKC-Phosphorylierung eine ATP-abhdngige Regulierng der Kanalaktivitat
besteht. Der Austausch des Threonins durch Alanin an der Stelle T329 bewirkt bereits in
ATP-freier Intrazelludrlésung eine Erhéhung der Stromamplitude und maskiert dadurch
die stimulierende Wirkung von ATP.

3.5.3 Hemmbarkeit ATP-induzierten Stroms

Bei den Kanalmutanten konnte in Gegenwart von ATPYS eine signifikante Erhohtung der
Kanalaktivitdt beobachtet werden. Um zu Uberpriifen, ob diese Aktivierung auf eine
PKC-Phosphorylierungsreaktion zurtickzufuhren ist, wurde die PKC durch den selektiven
PKC-Inhibitor Calphostin C blockiert so und die Hemmbarkeit ATP-induzierter
Kanalaktivitat tberprift.

Die Versuche wurden mit einer freien Ca2+-Konzentration von 0,1 umol/l und 1 mmol/I
ATP bzw. 2 mmol/l ATPYS in der Pipettenlosung durchgefiihrt. Die Zellen wurden,
nachdem sich ein Gleichgewichtsstrom eingestellt hatte, mit 0,1 umol/l Calphostin C
superfundiert. Es wurden nur Zellen ausgewertet, die nach Aquilibirierung mit der
Pipettenlosung Stromamplituden >1 nA aufwiesen. In Abbildung 19 sind die
verbleibenden Stromantworten der die Kanalmutanten exprimierenden Zellen nach
Applikation des PKC-Hemmstoffes als Prozent der Kontrolle dargestellt. Calphostin C
fuhrt zu einer signifikanten Hemmung der Stromamplitude (T101A = 18%; S178A =
19%; T329A = 23% bzw. T101/S178/T329A = 24%) der mit ATP induzierten
Kanalaktivitat der vier Mutanten. Zusatz von 2 mmol/l ATPYS zur Intrazellularldsung
verringert die inhibierende Wirkung des PKC-Hemmstoffes deutlich (T101= 81%; S178=
77%; T329A = 80%; T101/S178/T329A = 88%).
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Abb.20: Hemmbarkeit des ATP- induzieten clK1-Stromes durch einen PKC-Inhibitor

In Gegenwart von 1 mmol/l ATP wird die Kanalaktivitat durch den PKC-Inhibitor Calphostin C

trotz einer Mutation der putativen Phosphorylierungsstelle gehemmt. 2 mmol/l ATPYS in der
Pipettenldsung verhindert die Hemmung der clIK1-Kandle durch Calphostin C
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Die ATP-induzierte Kanalaktivitdt der Mutanten konnte mit der gleichen Effektivitat wie
der Wildtyp cIK1 durch den selektiven PKC-Hemmestoff Calphostin C inhibiert werden.
Die durch ATPyS-induzierten Strome der Kanalmutanten lielen ebenso wie die des
Wildtyp-Kanals signifikant weniger hemmen. Hinsichtlich der Effektivitdt des Calphostin
C zeigen sich keine Unterschiede zum Wildtyp-Kanal. Die Ergebnisse zeigen, dal nach
wie vor eine ATP-abhdngige Regulierung des Kanals durch die Proteinkinase C
stattfindet, obwohl eine direkte Phosphorylierung des Proteins nicht mdglich ist.

3.5.4 Aktivierung der PKC

Eine akute Stimulierung der PKC resultierte beim Wildtyp cIK in einer extremen
Steigerung der Kanalaktivitat, die auf eine Phosporylierung zuriickzufuhren ist. Trotz der
Mutation der Konsensusmotive fiir die PKC-Phosphorylierung konnte eine ATP-
abhdngige Modulation der Kanalaktivitdt beobachtet werden, die sich durch selektive
PKC-Hemmstoffe inhibieren lie3. Um zu tberpriifen, ob auch eine direkte Aktivierung
der PKC die Aktivitdt der mutierten Kandle stimuliert, wurden den Zellen mit dem
Phorbolester PMA superfundiert. Die Versuche wurden wie in 3.4.3 beschrieben mit
einer freien Caz*-Konzentration von 0,1 pmol/l und 1 mmol/ATP in der Pipettenldsung
durchgefihrt.

In Abbildung 21 sind die Stromamplituden der mit 0,1 umol/l PMA aktivierten Zellen als
Prozent der Kontrolle dargestellt. Eine akute Stimulierung inaktiver Zellen mit PMA
fuhrt in allen vier Féllen zu einem signifikanten Anstieg der Kanalaktivitat. (T101A = 7,6-
fach, S178A = 6,2-fach, T329A = 13,2-fach, . T101/5178/T329A = 8,0-fach). Die durch
PMA induzierte Kanalaktivital lieB sich durch 0,1 umol/I Bisindolylmaleimid (BIM)

vollstandig hemmen.
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Abb.21: Akute Aktivierung der PKC mit Phorbol 12-Myristat 13-acetat (PMA)

Kurzzeitige Stimulierurng der PKC mit PMA fiihrt zu einem signifikanten Anstieg der
Kanalaktivitdt, der sich durch BIM blockieren 143t. Mutationen der putativien
Phosphorylierungsstellen beeinflussen die Regulierung durch die PKC nicht.

Die Mutanten werden durch eine PKC-abhéngige Regulierung genauso stark wie der
Wildtyp-cIK1 aktiviert. Das Fehlen der Phosphorylierungsstellen beeinflult die
Aktivierung der Kandle durch eine akute Stimulierung der PKC also nicht.
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3.5.5 Langzeitstimulierung mit Phorbolestern

Um zu Uberpfifen, ob eine langfristige Inhibierung der PKC die
phosphorylierungsbedingte Aktivierung der Kanalmutanten hemmt, wurden die Zellen 24
Stunden mit PMA inkubiert (3.4.4, s.S. 59). Die Versuche wurden mit 0,1 pmol/I freiem
Ca2* in der Pipettenldsung durchgefihrt. Die Ringerlésung, mit der die Zellen wéahrend
der Experimente perfundiert wurden enthielt 0,1 umol/| PMA.

Nach 24-stlindiger Inkubation der Zellen mit PMA reagierten weniger als 20% der Zellen,
die die Mutanten T101A und T178A exprimierten, mit einer Stromantwort (>1 nA) auf
den Testpuls. Auch der Zusatz von 1 mmol/I ATP zur Pipettenlésung konnte bei diesen
clK1-Mutanten keine Stromantwort induzieren (Abb. 22). Wie beim Wildtyp-clK1
hemmt die Inhibierung der PKC auch bei den cIK1-Mutanten T101A und T178A die
ATP-abhéngige Regulierung der Kanalaktiviat.

Bei den Zellen, die die cIK1-Mutanten T329A wund die Dreifachmutannte
T101/S178/T329A exprimierten, resultierte die Inaktivierung der PKC bei Messungen
mit ATP-freier Pipettenlosung in einer Inhibierung der Kanalaktivitit. Die
durchschnittliche Stromamplitude betrug 0,68 + 0,29 nA (T329A) und 1,48 + 1,01 nA
(T101/S178/T329A). Weniger als 20% der Zellen, die die Mutante T329A bzw. die
Dreifachmutante T101/5178/T329A exprimierten, reagierten nach einer 24-stiindigen
Inkubation der Zellen mit PMA mit einer Stromantwort (>1 nA). Der Zusatz von 1
mmol/l ATP zur Pipettenldsung flihrte hingegen trotz der Inhibierung der PKC zu einem
extremen Antstieg der Kanalativtat bei den Mutanten T329A und T101/S178/T329A.
100% der Zellen beantworteten einen depolarisierenden Testpuls mit Strédmen. Die
mittlere Stromamplitude betrug 9,92 £ 1,41 nA bzw. 6,90 + 1,46 nA. Die ATP-abhdngige
Regulierung der Kanalaktivitat der Mutanten wird im Gegensatz zu der des Wildtyp-cIK1
durch die Inhibierung der PKC nicht gehemmt.

Die ATP-induzierte Kanalaktivitdt der clK1-Mutanten T329A und T101/S178/T329A
war wahrend der Kontrolluntersuchungen bei ungehemmter der PKC-Aktivitét
signifikant geringer. In ATP-freier Losung hingegen zeigten die Kanalmutanten bei
Kontrollexperimenten eine deutlich hdhere Kanalaktivitat
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AbDb.22: Inhibierung der PKC durch 24 h Inkubation der Zellen mit PMA

Die Inhibierung der PKC hemmt die ATP-Empfindlichkeit der Kanalmutanten T101A und
S178A. Nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen mit PMA erfolgt wie beim Wildtyp-cIK1 keine
durch ATP induzierte Erhéhung der Kanalaktivitét.
Durch die Inhibierung der PKC wird die ATP-Empfindlichkeit der cIK1-Mutante T329A und der
Dreifachmutante T101/5178/T329A verstérkt. Die ATP-induzierte Erhéhung der Kanalaktivitat
ist nicht auf eine PKC-Phosphorylierung zuriickzufiihren.
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Die Daten zeigen, da3 eine langfristige Inhibierung der PKC die ATP-Empfindlichkeit
der clKl1l-Kanalmutanten T101A und S178A reduziert. Das Fehlen der
Phosphorylierungsstellen T101 und S178 beeinfluf3t die Regulierung dieser Kandle durch
die PKC nicht. Damit verhalten sich diese Kanalmutanten genauso wie des Wildtyp-cIK1.
Eine  Mutation  der  Phosphorylierungsstellen ~ T329  oder aller  drei
Phosphorylieurngsstellen (T101, S178 und T3293) des clK1 demaskiert einen ATP-
abhéngigen Mechanismus der Kanalaktivierung. Aufgrund der Inhibierung der PKC nach
24-stundiger PMA-Inkubation kann der in Gegenwart von ATP beobachtete Anstieg der
Kanalaktivitdt nicht auf eine PKC-Phosphorylierung zurlckgefihrt werden. Die
phosphorylierungsabhéngige Aktivierung der Kandale durch eine akute Stimulierung der
PKC wird durch diese Mutation nicht beeinfluf3t.
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4. Diskussion

Cazr-empfindliche K+-Kandle mittlerer Leitfahigkeit (1IK1-Kandle) tbernehmen wichtige
Funktionen bei vielen physiologischen Prozessen wie z.B. bei der Zellproliferation, der
epithelialen Salz- und Wassersekretion und der Zellmigration (Vandorpe et al., 1998;
Ghanshani et al., 2000; Schwab, 2000 ). Pathophysiologisch spielen sie eine wichtige Rolle
bei der Mukoviszidose, der Sichelzellandmie und bei bestimmten Formen der
sekretorischen Diarrhoe (Devor et al, 1993; 1996; Brugnara et al, 1995). Daher sind diese
Kanéle potentielle therapeutische Ziele zur Behandlung dieser Krankheiten. Flr die
Entwicklung spezifischer Aktivatoren und Inhibitoren dieser Kanéle ist es notwendig,
ihre funktionellen und strukturellen Eigenschaften sowie die Mechanismen ihrer
Regulierung zu untersuchen.

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des aus transformierten
Nierenepithelzellen (MDCK-F-Zellen) klonierten Caz*-sensitiven K+-Kanals mittlerer
Leitfahigkeit (cIK1) und die Untersuchung seiner Regulierung durch die Proteinkinase C
(PKC). Aufgund der strukturellen Homologie des cIK1 zu anderen 1K1-Kanalisoformen
lassen sich die Ergebnisse zur funktionellen Regulierung dieses Kanals auf die anderen
Mitglieder der 1K1-Familie Ubertragen.
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4.1  Vergleich des klonierten cIK1 mit IK1-Kanalen anderer Spezies

Die elektrophysiologischen Eigenschaften des cIK1 stimmen weitgehend mit denen
anderer 1K1-Kanalisoformen uberein. Obwohl die Sequenzhomologie (85% - 91%) zu
den anderen IK1-Kandlen geringer ist als der Grad der ldentitdt zwischen Mitgliedern
anderer Subfamilien von K+-Kandlen (Kv1.3 >96,0% Kv1.4 >96,4%; Kv 4,3 >99,4%),
sind nur geringe Unterschiede hinsichtlich der K+-Selektivitat und Ca2*-Sensitivitat zu
verzeichnen (vgl.Tabelle 1, s.S. 51). Auch das pharmakologische Profil des klonierten
cIK1 entspricht weitgehend dem der anderen beschriebenen 1K1-Kanéle. Der Kanal wird
durch Barium, Charybdotoxin und Clotrimazol blockiert und zeigt damit die typischen
pharmakologischen Eigenschaften von IK1-Kandlen (Dunn, 1999; Rauer et al., 2000).
Eine Stimulierung durch 1-EBIO, einen spezifischen Aktivator von IK1-Kanélen (Devor
et al., 1996; 1997), bewirkt konzentrationsabhéngig eine extreme Erh6éhung der
Kanalaktivitdt. 1-EBIO erhoht die Offenwahrscheinlichkeit der Kandle wahrscheinlich
durch eine direkte Interaktion mit dem Kanalprotein (Pedersen et al., 1999). Aus diesem
Grund eignete sich 1-EBIO bei den Untersuchungen zur Regulierung des cIK1 gut als
Kontrollsubstanz, um die cIK1-Expression bei Zellen zu U(berprifen, die keine
Kanalaktivitat aufwiesen und bei denen eine applizierte Testsubstanz keine aktivierende
Wirkung hatte. Es wurde beschrieben, dafl die Wirkung von 1-EBIO auf den hiK1
unabhangig von ATP-abhangiger Phosphorylierung ist und die CaZ+-Sensitivitat der
Kanéle nicht verdndert (Cuthbert et al.,, 1999; Syme et al., 2000). Fir den cIK scheint
dieser Sachverhalt nicht zuzutreffen. Die 1-EBIO-Wirkung erfolgte bei ATP-haltiger
Pipettenlosung bereits bei wesentlich geringeren Konzentrationen als mit ATP-freier
Loésung. Der Phosphorylierungsszustand scheint demnach beim cIK1 die Wirkung von 1-
EBIO zu modulieren.

Da die Wirkkonstanten der getesteten pharmakologischen Substanzen und die Ca2+-
Sensitividt des cIK1 in dem fur 1K1-Kanéle beschriebenen Bereich liegen, ist es sicher,
daR der cIK1 ein Mitglied dieser Kanalfamilie ist. Damit ist es mdglich, die
Untersuchungen zur Regulierung dieser Kandle zu Ubertragen. Allerdings varieren die
Literaturdaten insbesondere zur Phosphorylierung der verschiedenen IK1-lIsoformen
deutlich. Mdglicherweise sind diese Unterschiede jedoch durch die jeweiligen
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Versuchsbedingungen, das Expressionssystem oder auch Unterschiede innerhalb der
Aminosduresequenz erklaren:

Zur Charakterisierung wurde der cIK1 heterolog in HEK293- und CHO-Zellen
exprimiert. In diesen Zellen werden nur in geringem MaRe endogene K+-Kandle
exprimiert (Yu und Kerchner, 1998), die die biophysikalischen Eigenschaften modulieren
konnten. Es ist jedoch denkbar, daR das jeweils genutzte Expressionssystem die
funktionellen Eigenschaften heterolog exprimierter Kanéle beeinflult und diese sich
daher funktionell von denen nativer Isoformen unterscheiden kdnnen. Es konnte gezeigt
werden, daR in Oocyten die Uberexpression transfizierter Kanéle eine atypische
Expression endogener lonenkanéle bewirkt, deren Aktivitdt die der untersuchten Kanadle
verdeckt (Tzounopoulos et al., 1995; 1998). Da die Expession von Enzymen in
Abhéngigkeit vom Zelltyp stark variiert (Martel, et al., 1997), ist es ist moglich, daf} die
Funktion nativer 1K1-Kanéle durch eine Interaktion mit endogenen Regulatorproteinen
im Gegensatz zu klonierten Kandlen unterschiedlich beeinflult wird (Sanguinetti et al.,
1997; 1999).

Trotz der strukturellen Homologie der IK1-Kandle, unterscheiden sich die
Kanalisoformen vor allem im Bereich der Aminosauresequenz des C-Terminus deutlich
voneinander. Die Aminosduresequenz der 1K1-Kandle weist z.B. eine konservierte PKA-
Phosphorylierungsstelle auf, die dem cIK1 fehlt. Diese befindet sich im proximalen
Bereich des C-Terminus, der Uber die Bindung von Calmodolin die Caz+-Empfindlichkeit
der IK1-Kandle vermittelt. Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, daR die Ca?+*-
Sensitivitat dieser Kandle im Gegensatz zum clK1 durch eine direkte PKA-abhangige
Phosphorylierung reguliert  wird. Maoglicherweise lassen sich diese
Regulierungsunterschiede als typische Charakteristika einer eigenstdandigen Familie
erkléren. (Latorre, 1989). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dal? einige Mitglieder der
IK1-Kanalfamilie, dhnlich wie die SK-Kanéle (SK1, SK2 und SK3), eine eigene
Subfamilie bilden.
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4.2  Vergleich des klonierten clK1 mit dem nativen clK1 aus MDCK-Zellen

Der native clK1 Ubernimmt wichtige Funktionen bei der Migration transformierter
MDCK-F-Zellen. Eine wesentliche Voraussetzung fur die Zellbewegung ist neben
cytoskeletalen Umbauvorgangen die morphologische und funktionelle Polarisierung von
lonenkanélen und Transportern in migrierenden Zellen (Schwab, 2001). In MDCK-F-
Zellen vermittelt dieser Caz+-empfindliche K+-Kanal u.a. die fur die Migration
notwendige Volumenabnahme am hinteren Zellpol und erleichtert damit die Retraktion
des Zellkdrpers (Schwab et al., 1995; 1999; Schneider et al., 2000). Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Untersuchungen des klonierten cIK1 aus MDCK-Zellen zeigen, dal} die
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften des klonierten cIK1 mit dem
des nativen Ca2+-empfindlichen K+-Kanal aus MDCK-Zellen weitgehend
ubereinstimmen. Die Untersuchungen bestétigen, dal3 der klonierte und der native cIK1
identisch sind.

Im Gegensatz zum klonierten cIK1 reagierte der native Kanal jedoch extrem Ca2+-
insensitiv. In fusionierten MDCK-Zellen lag seine halbmaximale Aktivierung bei Ca%*-
Konzentrationen von >100 pmol/l (Schwab et al., 1993). Diese unterschiedliche Caz*-
Sensitivitat deutet darauf hin, dal? die funktionelle Expression oder die Regulierung des
nativen clK1 in MDCK-Zellen noch weiteren Mechanismen unterliegt, die im
heterologen Expressionssystem fehlen. Mdglicherweise wird die Caz-Empfindlichkeit
dadurch reguliert, daB der native cIK1 in MDCK-Zellen mit zellspezifisch exprimierten
B-Untereinheiten interagiert oder Heteromultimere mit kompatiblen a-Untereinheiten
endogen exprimierter K+-Kandle bildet. Eine Zusammenlagerung verschiedener
Untereinheiten, wie es fir Kv-Kandle beschieben wurde, konnte die funktionellen
Eigenschaften des Kanals verdandern (Snyders, 1999; Biggin et al., 2000). Es wére ebenfalls
denkbar, dall bedingt durch alternatives SpleiRen des Kanalproteins die Regulierung des
nativen Kanals im Vergleich zum heterolog exprimierten cIK1 verdndert ist.
Untersuchungen an 1K1-Kanélen haben gezeigt, daR in verschiedenen Zellen Transkripte
unterschiedlicher GroRe dieses Kanals vorliegen (Logsdon et al., 1997 Ishii et al., 1997).
Die Funktion des clK1 in MDCK-F-Zellen fiir die Migration setzt die Aktivitat dieses
Kanals am hinteren Zellpol voraus. Neuere Untersuchungen zeigen allerdings, da3 das

76



Diskussion

clK1-Kanalprotein am Lamellipodium (vorderer Zellpol) und nicht am hinteren Zellpol
angereichert ist (Schwab et. al., 2001). Der Kanal scheint jedoch am Lamellipodium
inaktiv zu sein (Schwab et al.,, 1995; 2001). Eine unterschiedliche Aktividt der Caz*-
regulierten 1K1-Kanéle an den beiden Zellpolen setzt voraus, daB innerhalb der Zelle ein
Gradient der Ca2+-Konzentration besteht oder die Ca2*-Sensitividt durch andere
Steuerungsmechanismen graduell moduliert wird. Zwar konnte gezeigt werden, daf} in
MDCK-F-Zellen ein Caz*-Gradient innerhalb der Zelle besteht (Schwab et al., 1997),
jedoch 1&Bt sich die graduelle Abstufung der Aktivierung des cIK1 nur ungentgend durch
einen lokalen Anstieg der Ca2+-Konzentration erklaren. Die relativ hohe Ca2+-Affinitat
des klonierten cIK1 (ICso = 0,15 pmol/I) laRt vermuten, dafll dieser Kanal aufgrund der
oszillierenden intrazelluldaren Ca2+-Konzentrationen in MDCK-F-Zellen (Schwab et al.,
1994) auch am Lamellipodium zumindest phasenweise gedffnet ist.

Dabher ist es vorstellbar, daB zusdtzlich die Ca2+-Sensitivitat des cIK1 moduliert wird. Es
konnte gezeigt werden, dal? die Caz*-Empfindlichkeit des nativen cIK1 maligeblich unter
dem EinfluR der PKC steht (Schwab et al., 1993). Die unterschiedliche Caz*-Sensitivitét
oder Regulierung der Kandle am vorderen und hinteren Zellpol lieRe sich durch einen
intrazellularen PKC-Grandienten erklaren, wie er in T-Lymphocyten nachgewiesern
wurde (Entschladen et al., 1997). Eine phosphorylierungsabhéngige Regulierung wirde
auch die im Vergleich zum klonierten cIK1 deutlich geringere Ca2+-Empfindlichkeit des
nativen Kanals erkldren, da die Kinase- und Phophataseaktivitdt von Zellen oder deren
Ausstattung mit intrazellularen Botenstoffen und Regulatorproteinen in Abhéngigkeit
vom Gewebe oder der Spezies extrem variiert (Martel et al., 1997).

4.3  Regulierung der IK1-Kanéle durch die Proteinkinase A

Die Regulierung von IK1-Kandlen durch eine PKA-abhdngige Phosphorylierung wird in
der Literatur sehr kontrovers diskutiert. Verschiedene Untersuchungen deuten darauf hin,
da die Aktivitit von hlK1-Kandlen durch eine PKA-abhangige Phosphorylierung
stimuliert wird. Diese Annahme stiitzt sich insbesondere auf die Beobachtung, dal} sich
die durch ATP induziere Kanalaktividt mit dem spezifischen PKA-Hemmstoff PKls.24
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hemmen liel (Pellegrino und Pellegrini, 1998; Kamatsu et al., 1996). Diesen Ergebnissen
widersprechen einige Untersuchungen an heterolog exprimierten 1K1-Kanalisoformen,
bei denen sich die ATP-induzierte Kanalaktivitdt nicht durch Phosphatasen oder PKA-
Inhibitoren hemmen liel (Gerlach et al., 2001) und eine Stimulierung der PKA die
Kanalaktivitdt nicht verdnderte (Gerlach et al., 2000). Obwohl innerhalb der
Aminosduresequenz aller IK1-Kandle (mit Ausnahme des cIK1) eine Konsensussequenz
fur eine PKA-abhdngige Phosphorylierung konserviert ist, kann eine direkte
Phosphorylierung des Kanalproteins durch die PKA inzwischen jedoch ausgeschlossen
werden: Der Austausch eines Serins zu Alanin an der PKA-Phosphorylierungsstelle
beeinflul3t die Sensitivitdt gegentiber dem PKA- Hemmstoff PKls.2s nicht (Schrader et al.,
2000). Diese widerspriichlichen Daten werden zum einen auf das jeweilige Zellsystem
zuriickgefiinrt, in dem die Kandle untersucht wurden (Martel et al., 1998), zum anderen
wird eine direkte Interaktion des Kanalproteins mit dem in diesen Untersuchungen
verwendeten Phosphodiesterase-Hemmstoff Theophyllin diskutiert (Schrader et al., 2000;
Gerlach et al, 2001).

Die in dieser Arbeit ermittelten Daten zeigen, daB eine Stimulierung der PKA mit cAMP
und Theophyllin die Kanalaktivitdt des heterolog exprimierten clK1 nicht beeinfluf3t.
Damit verhdlt sich der klonierte Kanal wie der native cIK1 in MDCK-Zellen (Schwab et
al., 1993). Im Gegensatz dazu konnte der h1K1 sowohl in CHO- als auch in HEK293-
Zellen durch eine Erhéhung des intrazellularen cAMP-Spiegels bei gleichzeitiger
Hemmung der Phosphodiesterase aktiviert werden. Diese Daten deuten darauf hin, dal3
Unterschiede innerhalb der Aminosduresequenz beider Kanalisoformen diese
verschiedenartige Regulierung verursachen. Die Aminosauresequenz des clK1 enthalt im
Gegensatz zu allen anderen klonierten 1K1-1soformen keine Konsensussequenz flr eine
PKA-abhéngige Phosphorylierung, so dal eine PKA-abhangige Phosphorylierung des
Kanalproteins nicht mdglich ist. Der Einflul? des Expressionssystems konnte bei diesen
Experimenten ausgeschlossen werden, da sowohl die Aktiverung des h1K1 durch cAMP
und Theophyllin als auch die ausbleibende Wirkung dieser Substanzen beim cIK1 unter
den gleichen Bedingungen beobachtet wurde. Allerdings geben die durchgeflhrten
Experimente keinen Aufschluf? darliber, ob der beobachtete Anstieg der Kanalaktivitat
tatsachlich auf eine PKA-abhdngige Phosphorylierung zuriickzufiihren ist, oder ob der
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hIK1 durch eine Interaktion mit Theophyllin aktiviert wurde. Auch in diesem Fall wéren
Unterschiede innerhalb der Aminosduresequenz des Kanalproteins fir die
unterschiedliche Sensitivitdt gegenliber Theophyllin  verantwortlich. Die PKA-
Konsensussequenz des h1K1 liegt im Bereich des proximalen C-Terminus direkt neben
einer PKC-Posphorylierungsstelle. Eventuell moduliert eine zeitgleiche Phosphorylierung
mehrerer Aminoséurereste oder deren Interaktion die Kanalaktivitdt. Diese Moglichkeit
bietet eine Erklarung dafir, daR die in dieser Arbeit durchgefihrte Stimulierung der PKC
auf die Kanalaktiviat des h1K1 im Vergleich zum cIK1 einen deutlich geringeren Effekt
hatte.

4.4 Regulierung der IK1-Kanéle durch die Proteinkinase C

Die Untersuchungen haben gezeigt, daR3 die Kanalaktivitat des klonierten cIK1 durch eine
ATP-abhdngige Regulierung stimuliert wird. Da ATP als Phosphatdonator verschiedener
enzymatischer ~ Reaktionen  dient, lag die Vermutung nahe, dall eine
phosphorylierungsabhéngige Regulierung stattfindet. Insbesondere der signifikante
Anstieg der Kanalaktiviat in Gegenwart des phosphatasebestandigen ATPYS unterstiitzte
diese Hypothese. Sowohl die Aktivierung der Kanéle nach einer akuten Stimulierung der
PKC als auch deren vollstdndige Inhibierung nach einem Abbau der PKC-Molekiile
spricht fur einen Mechanismus der Kanalregulierung, in dem die PKC eine wesentliche
Rolle spielt. Auch die Hemmung der Stréme durch spezifische PKC-Inhibitoren zeigt,
daB die ATP-induzierte Kanalaktividt auf eine PKC-abhéngige Phosphorylierung
zuriickzufuhren ist. Eine direkte Blockierung der Kanalpore durch die PKC-Hemmstoffe,
wie sie beim Kv1.5 nach Applikation von BIM beobachtet wurde (Choi et al., 2000), kann
beim cIK1 ausgeschlossen werden, da mit BIM und Calphostin C zwei strukturell nicht
miteinander verwandte Substanzen verwendet wurden, die die PKC an unterschiedlichen
Stellen inhibieren. Die Hemmung der Kandle ist daher auf die Aktivitdt endogener
Phosphatasen zuruckzufiihren. Die schnelle Wirkung der verwendeten Inhibitoren deutet
auf eine relativ hohe Phosphataseaktivitdt in den Zellen hin. Die im Gegensatz dazu nur

teilweise eingetretene Hemmung der ATPYS-induzierten Kanalaktivitdt durch die PKC-
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Inhibitoren ist darauf zuriichzufuhren, da die mit ATPYS erfolgte Phosphorylierung
praktisch irreversibel ist und daher eine Dephosphorylierung durch endogene
Phosphatasen fast unméglich ist. Diese Beobachtung bestatigt die Hypothese, dal3 eine
PKC- Phosphorylierung die Aktivitat der cIK1-Kanéle moduliert

Die PKC-abhangige Erhdhung der Stromamplitude in den Zellen kann einerseits auf eine
veranderte Regulierung der Kanalaktivitat des cIK1 zurlckgefiihrt werden. Andererseits
besteht die Mdglichkeit, dal? die Anzahl funktioneller Kanéle in der Membran erhéht
wird. Die Wikrung der PKC kann sowohl durch eine direkte Phosphorylierung des
Kanalproteins als auch indirekt durch Phosphorylierung intrazelluérer Regulatorproteine
erfolgen.

Es besteht die Mdglichkeit, dall eine Phosphorylierung die Anzahl der Kanalproteine in
der Zellmembran beeinflulRt. Die PKC-abhéngige Phosphorylierng von Proteinen in der
Ndhe von Endozytose-Signalsequenzen (Di-Leucin-Motiv) flhrt zur Internalisierung
dieser Proteine (Dietrich et al., 1994). Solche Endozytose-Signalsequenzen befinden sich
im C-Terminus des cIK1 in der Néhe einer PKC-Phosphorylierungsstelle. Dieser
Mechanismus begunstigt jedoch den Ausbau von Proteinen aus der Membran und kann
daher nicht die Erhéhung der Kanalaktivitat nach einer PKC Stimulierung erkléren.

Es ware weiterhin denkbar, daR die erhOhte Kanalaktivitdt auf eine erhdhte Expression
zuzriickzufiihren ist. Es konnte gezeigt werden, dal eine PKC-Stimulierung in T-
Lymphyocyten die Transkription bzw. Translation von 1K1-Kandlen verstéarkt
(Ghanshani et al., 2000). Die PKC erhoht wahrscheinlich die Aktivitdt der fur die
Proliferation dieser Zellen notwendigen MAP-Kinase (Okazaki et al., 2000) oder einen
Signalweg in den RAS/MEK/ERK-Kinase involviert ist (Pena et al., 2000). Die
Erhdhung der Kanalaktivitdt in diesen Experimenten erfolgte jedoch nach frihestens
dreistiindiger Inkubation der Zellen mit PMA und kann daher nicht die sofortige
Erhdhung der Kanalaktivitdt des cIK1 nach einer PKC-Stimulierung in den hier
durchgefuhrten Experimenten erklaren.

Moglicherweise kdnnte eine direkte Phosphorylierung des Kanals die spontane Erhéhung
der Stromamplitude des cIK1 erkldren. Eine Phosphorylierung des Kanalproteins konnte
die Caz*-Sensitivitdt erhdhen. Bei KATP Kanélen und bei BK-Kanalen wurde gezeigt,
daB deren ATP- bzw. Ca2+-Sensitivitdit durch eine direkte Phosphorylierung des
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Kanalproteins veréndert wird (McHugh et al., 2000; Light et al., 2000). Wie bei den hier
durchgefuhrten Versuchen erfolgte diese Aktivierung innerhalb weniger Minuten. Es wére
ebenfalls denkbar, dal die PKC die Interaktion mit intrazelludren B-Untereinheiten
vermittelt und eine so Konformationsanderung des Kanalproteins bewirkt, die den
Offenzustand der Pore stabilisiert.

Da bei der aktuten Stimulierung der PKC zwei verschiedene Reaktionscharakteristiken
unterschieden wurden, deutet dies eventuell auf einen weitaus komplizierteren
Mechanismus der Kanalregulierung hin, in dem sich aktivierende und inhibierende
Regulierungsmechanismen im Gleichgewicht befinden

45 Einflul® der Mutationen auf die Kanalaktivitat

Die Untersuchung hat gezeigt, da Mutationen der putativen PKC-
Phosphorylierungsstellen die biophysikalischen Eigenschaften des cIK1 nicht verandern.
Die Kanalmutanten bilden funktionelle Kanéle mit den typischen Eigenschaften des
Wildtyp cIK1. Die Daten belegen, dalR Punktmutationen in diesen Bereichen de
Kanalproteins weder die Transkription der Proteine noch die Interaktion der vier
Kanaluntereinheiten, die fir die Ausbildung eines funktionellen Tetramers erforderlich ist
beeinflussen (Xu et al., 1995; MacKinnon, 1991). Die Regulierung der Kanalaktivitat
durch eine PKC-abhédngige Phosphorylierung erfolgt trotz einer Mutation an den drei
putativen Phosphorylierungsstellen T101, S178 und T329. Diese Daten widersprechen
einer direkten Phosphorylierung des Kanalproteins an diesen Stellen und sprechen eher
fiir eine indirekte Regulierung durch die PKC (s.S. 80).

Die  Mutationen  der  Phosphorylierungsstelle  T329  oder aller  drei
Phosphorylierungsstellen T101/S178/T329 demaskieren einen zweiten Weg der
Kanalregulierung, der unabhéngig von einer PKC-abhangigen Phosphorylierung ist.
Dieser zweite Mechanismus der Regulierung, der erst durch die Mutationen und nach
einem vollstandigen Abbau der PKC-Molekiile sichtbar wurde, ist ATP-abhangig und hat
eine inhibierende Wirkung. Bei Caz*-Konzentrationen von 30 nmol/l bzw 100 nmol/I
fielen diese cIK1-Mutanten aufgrund ihrer hohen Kanalaktivitat auf (s.S. 61).
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Die erhohte Stromamplitude ist entweder auf eine héhere Zahl von Kanalproteinen in
der Membran oder eine verdnderte Regulierung der Kanéle zuriickzufiihren. Bei einer
unverdnderten Caz+-Empfindlichkeit wirde die erhohte Stromaplitude auf eine hoéhere
Expression hinweisen. Eine erhdhte Effizienz bei der Transfektion der Kanalmutanten
T329A und T101/S178/T329A kann bei diesen Versuchen dagegen ausgeschlossen
werden. Die Experimente wurden bei verschiedenen Passagen der Zellen und an
unterschiedlichen Zellkonen durchgefiihrt, die sich hinsichtlich der Aktivitdt der Kanéle
nicht unterschieden. In der unmittelbaren Ndahe der Phosphorylierungsstelle T329
befindet sich an der Stelle L344/345 ein Dileucin-Motiv. Diese Konsensusequenz
reguliert den gerichteten Transport des cIK1 in die Membran (Schwab, 2001). Es konnte
gezeigt werden, dal} eine Phosphorylierung im Bereich von Dileucin-Motiven, die
Endocytose und somit die Entfernung von Proteinen aus der Zellmembran beginstigt
(Cousin et al., 2001, Krantz et al. 2000, Fingerhut et al. 2001). Wird die Phosphorylierung
im Bereich des Dileucinmotivs verhindert, verbleibt mehr Protein in der Membran, was
sich in einer erhdhten Stromamplitude duRert.

Unter der Voraussetzung, daR die Anzahl der Kanalproteine mit der Mutation T329 in
der Membran unverdndert ist, wirde die erhdhte Kanalaktivitat auf darauf hindeuten, daf3
dieser Bereich der Aminosauresequenz die Caz*-Sensitivitdt des cIK1 moduliert. Die
mutierte PKC-Phosphorylierungsstelle T329 befindet sich im proximalen Bereich des C-
Terminus innerhalb der Calmodulin-bindenden Domane, die die Ca2+-Empfindlichkeit
des Kanal vermittelt (Fanger et al.,1999; Khanna et al., 1999). Fir SK-Kandle wurde
kurzlich gezeigt, dal die Bindung von Ca2*-/Calmodulin die C-Termini zweier Q-
Untereinheiten verbindet (Schumacher et al., 2001). Diese in Gegenwart von Ca2*
stattfindende Konformationsanderung findet moglicherweise ebenfalls bei 1K1-Kanélen
statt. Es ist denkbar, dal} eine Mutation innerhalb dieser Sequenz die Zusammenlagerung
und damit die Regulierung stért. Moglicherweise ist die erndhte Kanalaktivitat auf die
Kombination einer erhéhten Ca2+-Empfindlichkeit und die verstarkte Expression von
IK1-Kandlen zurlckzufiihren. Es wurde gezeigt, dafl die Differenzierung von T-
Lymphozyten, in denen 1K1-Kanéle eine wichtige Rolle bei der Proliferation spielen, von
der Balance eines Caz*- und eines PKC-abh&ngigen Signalweges abhdngt (Noble et al.,
2000; Ganshani, 2000).
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Die Untersuchungen haben gezeigt, daR die Aktivitdt des cIK1 durch zwei voneinander
unabhangige Mechansimen reguliert wird. Eine PKC-abhdngige Phosphorylierung erhéht
die Aktivitit der Kanéle, findet jedoch nicht an den bekannten PKC-
Konsensusesquenzen des Kanalproteins statt. Der zweite Mechanismus der
Kanalregulierung benétigt ATP und hat einen inhibierenden Effekt. Diese Daten decken
sich mit Untersuchungen von humanen 1K1-Kanélen, die zeigten, dall ATP bei sehr
hohen Konzentrationen (Nielsen et al., 1998; Shindo et al., 2000) oder in Abwesenheit
von Mg2*+ diese Kandle blockiert (Komatsu et al., 1996). Die inhibierende Wirkung von
ATP ist vor allem fir die ATP-regulierten K+-Kanéle bekannt, die bei geringen ATP-
Konzentrationen durch eine Phosphorylierungsreaktion aktiviert werden (Ashcroft und
Ashcroft, 1990, Findlay, 1994). Es auch fur 1K1-Kanéle mdglich, daR das Gleichgewicht
zweier ATP-abhéngiger Signalwege die Aktivitat dieser Kandéle reguliert. Damit liel3e sich
auch erkldren, dal beim cIK1 die PKC-Aktivierung nicht bei jeder Zelle eine
stimulierende Wirkung auf die Kanalaktivitét hatte.

Obwohl die Aminosduresequenz des cIK1 kein Konssensusmotiv fiir eine ATP-Bindung
aufweist, bestent die MdOoglichkeit, dal erst eine Ca2*/Calmodulin-abhéngige
Konformationsédnderung des Kanalproteins eine ATP-Bindung ermdglicht. Es kann
jedoch nicht ausgeschlossen werden, daR erst durch die Mutation dieser Sequenz eine
verdnderte Regulierung induziert wurde. Um den Mechanismus dieser Regulation
aufzukldren, ist es notwendig weitere Untersuchungen durchzufthren.
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5. Zusammenfassung

Cazr-empfindliche K+-Kandle mittlerer Leitfahigkeit (IK1-Kandle) Gbernehmen wichtige
Funktionen bei vielen physiologischen Prozessen wie z.B. bei der Zell-Proliferation, der
epithelialen Salz- und Wasser-Sekretion und der Zellmigration. Die Kandle werden durch
die intrazelulare Ca?*-Konzentration reguliert, wobei ihre Ca2+-Sensitivitdt durch
Phosphorylierungsreaktionen moduliert werden kann.

Ziel dieser Arbeit war die funktionelle Charakterisierung des aus transformierten
Nierenepithelzellen (MDCK-F-Zellen) klonierten Caz*-sensitiven K+-Kanals mittlerer
Leitfahigkeit (cIK1) und die Untersuchung seiner Regulierung durch die Proteinkinase C
(PKC). Dazu wurde der Kanal heterolog in CHO- und HEK293-Zellen exprimiert. Seine
biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften sowie der EinfluR der
Proteinkinase C auf die Kanalaktivitdit wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
untersucht. Die clIK1-Strome sind schwach einwadrtsrektifizierend, zeigen keine
Aktivierungs- oder Inaktivierungskinetik und weisen im physiologischen Bereich keine
Spannungsabhéngigkeit auf. Der cIK1 ist K+-selektiv und wird durch einen Anstieg der
intrazelluldaren  Ca2*-Konzentration aktiviert. Der Kanal wird durch Barium,
Charybdotoxin und Clotrimazol blockiert und durch 1-Ethyl-2-Benzimidazolon aktiviert.
Die funktionellen und pharmakologischen Eigenschaften des klonierten clIK1
entsprechen damit denen des nativen Kanals aus MDCK-F-Zellen und stimmen mit
denen anderer Mitglieder der 1K1-Kanalfamilie Gberein.

Neben der Regulierung durch die intrazellulare Caz*-Konzentration wird der cIK1 auch

durch eine PKC-abhdngige Phosphorylierung reguliert. Sowohl ATP als auch ATPYS
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stimulieren die Kanalaktivitdt. Die ATP-abhéangige Aktivierung wird durch Inhibitoren
der Proteinkinase C (Bisindolylmaleimid, Calphostin C) gehemmt, wahrend die mit
ATPYS induzierte Kanalaktivitat weitgehend resistent gegen diese PKC-Inhibitoren ist.
Eine Stimulierung der Proteinkinase C mit Phorbol 12-Myristat 13-Acetat (PMA) fuhrt zu
einer sofortigen Aktivierung des cIK1. Im Gegensatz dazu sind die cIK1-Kanéle nach fast
vollstdndigem Abbau der Proteinkinase C durch eine langfristige Inkubierung der Zellen
mit PMA nicht mehr aktiv.

Um zu untersuchen, ob diese Regulierung eine direkte Interaktion der Proteinkinase C
mit dem Kanalprotein erfordert, wurden die drei putativen PKC-Konsensussequenzen
des cIK1 mittels zielgerichteter Mutagenese so veréndert, daR eine Phosphorylierung an
diesen Stellen nicht mehr mdoglich ist. Weder die einzelne Mutation der PKC-
Konsensussequenzen (T101, S178, T329) noch die gleichzeitige Mutation aller drei
Phosporylierungsstellen zu Alanin beeinfluf3t die akute Regulierung des cIK1 durch die
Proteinkinase C. Die cIK1-Mutante T329A und die Dreifachmutante reagieren jedoch
nach einem Abbau der Proteinkinase C mit einem extremen Anstieg der Kanalaktivitat
und demaskieren damit einen zweiten Weg der Kanalregulierung.

Die Ergebnisse zeigen, dal} der cIK1 durch zwei voneinander unabhangige Mechanismen
reguliert wird. Eine PKC-abhédngige Phosphorylierung erhéht die Aktivitdt der Kandle,
findet jedoch nicht an den bekannten PKC-Konsensusesquenzen des Kanalproteins statt.
Dagegen werden die cIK1-Kandle iber einen zweiten ATP-abhé&ngigen Mechanismus, der
wahrschenlich eine direkte Interaktion mit dem Kanalprotein erfordert, gghemmt.
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Summary

Caz* sensitive K+ channels of intermediate conductance (IK1 channels) are required for
many physiological functions such as cell proliferation, epithelial transport or cell
migration. The intracellular Ca2* concentration is the most important regulator of 1K1
channels. Their Ca2+ sensitivity can be modified by phosphorylation-dependent reactions.
The aim of this study was the functional characterisation of the canine isoform cIK1
cloned from transformed renal epithelial cells (MDCK-F cells) and the investigation of
mechanisms by which it is regulated by protein kinase C (PKC). cIK1 channels were
heterologously expressed in CHO and HEK?293 cells and investigated by means of patch
clamp technique. clK1 channels elicit a K+ selective, inwardly rectifying, and Caz*-
dependent current. It is inhibited by barium, charybdotoxin, clotrimazole, and activated
by 1-ethyl-2-benzimidazolone. The electrophysiological and pharmacological
characteristics thereby correspond to those of native cIK1 channels from MDCK-F cells
and those of other 1K1 channel isoforms.

CIK1 channel are regulated by the intracellular Caz* concentration and in addition by
protein kinase C. They are activated by the intracellular application of ATP or ATPyS.
ATP-dependent activation is reversed by protein kinase C inhibitors (bisindolylmaleimide,
calphostin C), while stimulation with ATPYS resists protein kinase C inhibition.
Stimulation of protein kinase C with phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) leads to the
acute activation of clK1 currents. In contrast, PKC depletion by overnight incubation
with PMA prevents ATP-dependent cIK1 activation.
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To investigate whether this regulation requires a direct interaction with the channel
protein, the three putative protein kinase C phosphorylation sites were mutated, so that
the channel protein would no longer be phosphorylated at those residues. Neither single
mutations nor the simultaneous mutation of all protein kinase C phosphorylation sites
(T101, S178, T329) to alanine alter the acute regulation of cIK1 channels by protein
kinase C. However, current amplitudes of the cIK1 mutant T329A and the triple mutant
are dramatically increased upon logterm treatment with PMA. These mutations thereby
disclose an inhibitory effect on cIK1 current of protein kinase C phosphorylation site at
T329.

Our results indicate that clK1 activity is regulated in two ways. Protein kinase C
dependent activation of clK1 channels occurs indirectly, while the inhibitory effect
probably requires a direct interaction with the channel protein.
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7. Anhang

7.1  Aminosduresequenz des clK1

MECELVPGLG ALQRRKRLLE QEKVWLAGAAL ALA?CEIII- G G_.M VLHAEM_WFG
GCPVWALYLFL VKCM SISSZTF LLLCLI VAFH AKEVQLFMID NGLRDWRVAL
TGRCAAQ VL ELAS\\:;CGLHPA PVRGPPCAQG LGSPPTATQS WPG-LDEGEA
LLSLAI\/LLRLS4YLVPRAVLLR SGVLLNASYR SI GALNQVRF RHWFVAKLYM
NI'HPGEQELLC LTLGWLTTA W/LSVAERQA VNATGHLSDT LWLI PIPTFLT
| GYGDVWPGI MAGKI VCLCT GVI\/GVC?:'6I' AL LVAWARKLE FNKAEKHVHN

CBD
FMVDI QVAKE MKESAARVLQ EAWVFYKHTR RKDRGAARKH QRRLLAAI NR
FRQVRLKHRK LREQVNSMVD | SKVHM LCD LQLGLSSSHQ ALEKRVDALA
GKLDTLTELL STALGSRQVP EPSQEAT

Abb.23: Aminosduresequenz des clK1
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Die hydrophoben, putativ membranspannenden Bereiche (S1 - S6), die Porenregion (P) und die

Calmodulin-bindende-Doméne sind durch Schattierungen gekennzeichnet
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7.2 Vergleich der Aminosauresequenz von IK1-Kanélen

cl K1: MGGELVPGL GAL QRRKRLLEQEKWLAGWALALAG G G- WLHAEM-WFGGECPW
hl K1: MGGDL VL GLGAL RRRKRLLEQEKSLAGWALVLAGTG G- WLHAEM-WFGECSW
Maus: MGGELVTGLGAL RRRKRLLEQEKRVAGWALVLAGTG G- WLHAEM_WFL GCKW
riKi: MGGELVTGLGAL RRRKRLLEQEKRVAGWALVLAGTG G WLHAEM_WFL GCKW

cl K1: ALYLFLVKCM SI STFLLLCLI VAFHAKEVQL FMIDNGLRDWRVAL TGRQAAQ
hl K1: ALYLFLVKCTI SI STFLLLCLI VAFHAKEVQL FMTDNGL RDWRVALTGRQAAQI
m K1: VLYLLLVKCLI TLSTAFLLCLI VWFHAKEVQL FMIDNGLRDWRVAL TRRQVAQ
riKi: VLYLLLVKCLI TLSTAFLLCLI VWFHAKEVQL FMIDNGLRDWRVAL TRRQVAQ

cl K1: VLELAVCGLHPAPVRGPPCAQGL GSPPTATQSWPG-LDEGEALLSLAMLLRLYL
hl K1: VLELVVCGELHPAPVRGPPCVQDL GAPL TSPQPWPGFL GQGEALLSLAMLLRLYL
m K1: LLELLVCGVHPVPLRSPHC- - ALAGEATDAQPWPGFLGEGEALLSLAMLLRLYL
riKiw: LLELLVCGVHPVPLRSPHC- - TLAGEATDSQAWPGFLGEGEALLSLAMLLRLYL

cl K1: VPRAVLLRSGVLLNASYRSI GALNQVRFRHWFVAKLYMNTHPGRLLLCLTLGLW
hl K1: VPRAVLLRSGVLLNASYRSI GALNQVRFRHWFVAKLYMNTHPGRLLLGLTLGLW
m K1: VPRAVLLRSGVLLNASYRSI GALNQVRFRHWFVAKLYMNTHPGRLLLGLTLGLW
riKiw: VPRAVLLRSGVLLNASYRSI GALNQVRFRHWFVAKLYMNTHPGRLLLGLTLGLW

cl K1: LTTAWLSVAERQAVNATGHLSDTLWLI PI TFLTI GYGVVPGTMAGKI VCLCT
hl K1: LTTAWLSVAERQAVNATGHLSDTLWLI PI TFLTI GYGDVWVPGTMAGKI VCLCT
m K1: LTTAWLSVAERQAVNATGHLTDTLWLI PI TFLTI GYGDVWVPGTMAGKI VCLCT
riKiw: LTTAWLSVAERQAVNATGHLTDTLWLI PI TFLTI GYGDVVPGTLWEKI VCLCT

cl K1: GVMGVCCTAL L VAWARKL EFNKAEKHVHNFMVDI QYAKEMKESAARVL QGEAVWM
hl K1: GVMGVCCTAL L VAWARKL EFNKAEKHVHNFMVDI QY TKEMKESAARVL QGEAVWM
m K1: GVMGVCCTAL L VAWARKL EFNKAEKHVHNFMVDI HYAKEMKESAARL L QEAVWM
riKi: GVMGVCCTAL L LAVWARKL EFNKAEKHVHNFMVDI HYAKEMKESAARL L QGEAVWM

cl K1: FYKHTRRKDRGAARKHORRL LAAI NRFRQVRL KHRKL REQVNSMVDI SKMHM L
hl K1: FYKHTRRKESHAARRHQRKL LAAI NAFRQVRLKHRKLREQVNSMVDI SKMHM L
m K1: YYKHTRRKDSRAARRHQRKMLAAI HTFRQVRL KHRKL REQVNSMWDI SKMHM L
riKi: YYKHTRRKDSRAARRHQRKMLAAI HTFRQVRL KHRKL REQVNSIWDI SKMHM L

cl Kl:  CDLQLGLSSSHQALEKRVDALAGKLDTLTELLSTALGSRQVPEPSQEAT
hi K1:  YDLQONLSSSHRALEKQ DTLAGKLDAL TELLSTALGPRQLPEPSQQSK
m Kl:  CDLQLGLSSSHRALEKRI DGLAGKLDAL TELLGTALQQQQLPEPSQEAT
rlKl:  CDLQLGLSASHLALEKRI HGLARKLDALTELLSSAL- QQQPPEPI QEAT

Abb.24: Aminosduresequenzvergleich von clK1, h1K1, mIK1 und rIK1

Nicht konservierte Aminosduren sind fett hervorgehoben. Die PKC-Phosphorylierungsstellen
sind durch Schattierungen gekennzeichnet. Die in der Aminosauresequenz des Menschen, der
Maus und der Ratte konservierte PKA-Phosphorylierungsstelle ist durch einen Rahmen markiert.
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7.3 Abklrzungen

Abb
Amp
AS
ATCC
ATP
bidest
BIM
BK

bp

BSA
cDNA
CHO
clK1
Clt

Ctx
DEPC
DAG
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
E.coli
1-EBIO
EDTA
EGTA
FCS
HEK293
HEPES

Abbildung
Ampicillin
Aminosdure
American Type Culture Collektion
Adenosin-5‘-triphosphat
bidestilliert
Bisindolylmaleimid
Cazr-empfindlicher Kaliumkanal groRer Leitfahigkeit
Basenpaare
Rinderserumalbumin
"copy" Desoxyribonukleinsaure
Hamster-Zellinie
Caz* empfindlicher Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit des Hundes
Clotrimazol
Charybdotoxin
Diethylpyrocarbonat
Diacylglycerol
Dulbeccos Modifiziertes Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsgure
2'-Desoxyribonukleotid-5'-triphosphat
Escherichia coli
1-Ethyl-2-Benzimidazolon
Ethylenglycol-bis[-Aminoethylether]N,N,N',N'-Tetraacetat
Ethylenbis(oxyethylennitrilo)tetraessigsaure
fotales Kalberserum
humane embryonale Nierenzellinie
N-[2-Hydroxyethyl]Piperazin-N'-[2-Ethansulfonséure])
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hiK1
Ibx
IK1
KATP
Kir
Kv

LB
MEM
MDCK
MDCK-F
MOPS
nt
ODx
PCR
PKA
PKC
PMA
RNA
RT
SK
Tab.
TAE
™

U.N.
Upm
uv
vgl.
Vm
VDCC
Urev

Cazr-empfindlicher Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit des Menschen
Iberiotoxin

Caz*-empfindlicher Kaliumkanal mittlerer Leitfahigkeit
ATP regulierter Kaliumkanal

einwartsrektifizierender Kaliumkanal
spannungsabhdngiger Kaliumkanal

Luria-Broth

Minimal Essentiell Medium

Zellinie aus dem Nierenepithel des Hundes (Madin-Darby Canine Kidney)
transformierte Zellinie aus dem Nierenepithel des Hundes
3-(N-Morpholino)-Propansulfonséure

Nukleotid(e)

Optische Dichte (x = Wellenlange in nm)

Polymerase Kettenreaktion

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phorbol-12-Myristat-13-Acetate

Ribonukleinséure

Raumtemperatur

Caz+ empfindlicher Kaliumkanal geringer Leitfahigkeit
Tabelle

Tris-Acetat-EDTA

Schmelztemperatur

Enzymaktivitatseinheit

Uber Nacht

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolettes Licht

vergleiche

Membranpotential

spannungsabhdngiger Caz+-Kanal

Umkehrpotential
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