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2 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 Aufbau der verschiedenen Kationenkanalproteine. Die a-Untereinheiten
von Nay- und Cavy-Kanilen bestehen aus vier Doménen, die sich wiederum aus sechs
Transmembrandoménen und je einer Porendoméne zusammensetzen. Aus insgesamt vier
Transmembransegmenten und zwei Porendoménen bestehen die Zwei-Porendoméanen-
Kaliumkanéle (Kop- Kanile). Zwei a-Untereinheiten assemblieren hier zum funktionellen
Kaliumkanal. Einwirtsgleichrichter-Kaliumkanéle (Ki;), die epithelialen Natriumkanéle
(eNaC) und die protonenaktivierten Kanile (ASIC) sind der Gruppe der Zwei-Segment-
Kationenkandle zuzuordnen. Fine o-Untereinheit besteht hier aus zwei
Transmembransegmenten und einer Porendoméne; sie bilden Tetramere. Zur Klasse der
Sechs-Segment-lonenkanidle gehdren die spannungsabhingigen Kaliumkanéle (Kv), die
calciumgesteuerten  Kaliumkandle  (Kca), die  hyperpolarisationsaktivierten
Kationenkanile (HCN), die durch zyklische Nukleotide gesteuerten Kanile (CNG) und
die durch verschiedene Messenger gesteuerten TRP-Typ-Kationenkandle. Eine a-
Untereinheit enthélt sechs Transmembrandominen und eine Porendoméne, die zum
tetrameren Kanalprotein assemblieren (Fakler 2019) . .....cccooviiieiiiiiiiiieieeeeeeee 18
Abbildung 2 Schematische Darstellung eines Kv-Kanals. Links: Topologie einer
einzelnen Kv-Untereinheit, die sowohl a- als auch p-Untereinheit zeigt. Rechts:

Darstellung von 4 Untereinheiten zu einem funktionellen Ky-Kanal (Norton und Chandy

Abbildung 3 Konventionelle Ganzzell-Patch-Clamp-Aufnahme des It: Theoretisch
pradiktives  Kinetikverhalten des Itwifst wihrend eines ventrikuliren
Aktionspotentials. Das  dargestellte  Aktionspotential ~wurde von  einer
rechtsventrikuldren Kardiomyozyte (22 °C) eines Frettchens aufgezeichnet. Die
zugehorige I ms-Amplitude wurde unter Verwendung der aufgezeichneten
Aktionspotential-Wellenform als ,,Spannungs-Antriebsfunktion* fiir die ,Gating-
Gleichungen von I s erstellt. Dieses vorhergesagte Verhalten reflektiert die Lio fast-
Kinetiken moglicherweise lediglich unter basalen Bedingungen, das heifit in Abwesenheit
von physiologischen Ca*'-Transienten und unter minimaler kinasevermittelter
Regulierung (Patel und Campbell 2005). .....cc.veeeiiiieiieeeieeecee et 23
Abbildung 4 Strukturmodell des supermolekularen Kv4.3-KChIP-DPP-Komplexes.
a Seitenansicht des Ionenkanal-Komplexes. Die porenbildende Kv4.3-Untereinheit ist

grau dargestellt, mit Ausnahme der N-terminalen Doméne vor T1, die rot dargestellt ist.
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Die KChIP-Molekiile sind orange dargestellt, die DPLP-Molekiile blau. Diese Ansicht
zeigt deutlich, dass die KChIP-Bindung den N-Terminus von Kv4.3 sequestriert. b
Draufsicht des Komplexes aus der extrazelluldren Perspektive. Die durch die Kv4.3-
Untereinheiten erzeugte zentrale Pore ist angezeigt. Die KChIP-Molekiile (orange) sowie
die DPLP-Transmembrandoménen (blau) befinden sich zwischen den Kv4.3-

Spannungssensoren mit freiem Zugang zu den T1-Seitenfenstern (Jerng und Pfaffinger

Abbildung 5 Kardiales Erregungsbildungs- und -leitungssystem. Vereinfachte
Darstellung, Frontalansicht des Herzens. Die Strukturen des Erregungsbildungs- und -
leitungssystems sind gelb hervorgehoben und beschriftet (Hildebrand 2010). ............ 28
Abbildung 6 Aktionspotential einer Kardiomyozyte des ventrikuliren
Arbeitsmyokards. a Schematische Reprisentation der Phasen des myokardialen
Aktionspotentials. b Vereinfachte Darstellung der fiir die jeweiligen Aktionspotential-
Phasen charakteristischen Ionenstrome. Einwértsstrome sind nach unten, Auswértsstrome
nach oben aufgetragen (Klocker und Piper 2019). ....cccvvveviiiiiiiieiieeeeeeeee e 29
Abbildung 7 Ionenstrome des myokardialen Aktionspotentials. Schematische
Darstellung der lonenstrome im bildlichen Kontext zu den fiinf Phasen des ventrikuldren
Aktionspotentials. Das Ruhemembranpotential der ventrikuldren Kardiomyozyte ist mit
-85 mV angegeben. Pfeile nach oben kennzeichnen Auswirtsstrome, Pfeile nach unten
EINWATESSTIOIMNC. ...eeitiiiieiie ettt ettt et et e st e e b e saeeeneeas 30
Abbildung 8 BrS-typische EKG-Muster in den rechtsprikordialen Ableitungen.
Typ-1-EKG (coved type) mit der charakteristischen ST-Hebung gefolgt von einer T-
Negativierung. Bei einem Typ-2-EKG (saddle-back pattern) folgt der ST-Hebung eine
positive oder auch biphasische T-Welle. Ein Typ-3-EKG kann einer Typ-1- oder Typ-2-
Morphologie entsprechen und weist ST-Hebungen von weniger als 1 mm auf. Um die
eindeutige Diagnose eines BrS zu stellen, ist ein Typ-1-EKG-Muster erforderlich (Benito
€1 AL 2008). ettt ettt sttt st eates 33
Abbildung 9 KCND3-Mutationen und Kv4.3-Membrantopologie. Kv4.3-Topologie
und Lage der vier Mutationen: rotes Dreieck, c.679 681delTTC (p.F227del); blaue
Kreise, ¢.1013T>C p.V338E, ¢.1034G>T p.G345V, und c.1130C>T p.T377M. Die
mutierten Aminosiduren sind evolutionidr konserviert, wie der Abgleich der

Proteinsequenzen von Kv4.3 zeigt (Lee et al. 2012)....ccccvvveiiieeiiieeiieeieeeeeeee e, 36
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Abbildung 10 Auflistung der verschiedenen LQT-Subtypen. Alle Subtypen sind mit
dem betroffenen Gen, lonenkanal und funktioneller Auswirkung der jeweiligen Mutation
aufgefiihrt (Schimpf und Borggrefe 2015). ....ooveiiieieeeeeeeeee e 39
Abbildung 11 Vergleichsdarstellung von EKG und zelluliiren Ionenstromen des
ventrikulidren Aktionspotentials. a Die Membrandepolarisation und der schnelle
Aufstrich des ventrikuldren Aktionspotentials fiihren zur Entstehung des QRS-
Komplexes. Die Dauer des QT-Intervalls entspricht der Zeit bis zur ventrikuldren
Repolarisation. Das relativ stabile Membranpotential wiahrend der Plateauphase des
Aktionspotentials fiihrt zu einer kurzen isoelektrischen Phase. Durch die ventrikulére
Repolarisation entsteht die T-Welle. b Zeitverlauf mehrerer lonenstrome, die der
Morphologie des ventrikuliren Aktionspotentials zugrunde liegen (Strome nicht
malstabsgetreu). Der schnell-aktivierende und -inaktivierende Ina treibt die
Membrandepolarisation voran. Insbesondere die zwei K'-Strome Iks und Ik: tragen zum
repolarisierenden Strom und somit zur Repolarisation des Membranpotentials bei
(Bohnen €t al. 2017). c.ueieiiieeeiie ettt ettt e e e e et e e e bae e ne e e ennae s 40
Abbildung 12 Elektrophysiologische Basis des LQTS. a Physiologischer AP-Verlauf
(blau) und prolongiertes ventrikuldres Aktionspotential bei LQTS (griin). Potenziell
urséchliche lonenstrome sind namentlich und in den entsprechenden AP-Phasen mit ihrer
funktionellen Storung angefiihrt (Pfeil hoch = Stromzunahme, Pfeil runter =
Stromabnahme). b Schematische EKG-Darstellung eines unauffalligen Befunds (blau)
und einer QT-Verldngerung. ¢ Schematische Darstellung eines physiologischen (blau)
und einer QT-Intervall Verldngerung (griin) (Giudicessi und Ackerman 2013)............. 40
Abbildung 13 EKG-Aufzeichnung einer akut einsetzenden TdP bei einem Patienten
mit LQTS. Vorausgehend ist eine Initiationssequenz mit kurzem-langem-kurzem RR-

Intervall, welche typischerweise unmittelbar vor einer TdP auftritt (Chiang und Roden

Abbildung 14 Schaubild des verwendeten pSGEM-Vektors. Die Gesamtgrofle des
Vektors betrdagt 3118 bp. Die Lage des Resistenzgens fiir Ampicillin (Amp") sowie die
Promotor-Bindestellen der T7- und SP6-RNA-Polymerasen sind abgebildet. Die
Lokalisation der 3’- und 5’-UTR des Xenopus-B-Globin Gens sowie die MCS und
Restriktionsschnittstellen zur Linearisierung des Vektors sind dargestellt..................... 50
Abbildung 15 Kv4.3-Membrantopologie, Lage der Kv4.3"™M-Variante und

partielles Aminosdurealignment. a Darstellung der Kv4.3-a-Untereinheit, bestehend
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aus den Transmembrandoménen 1-6, der porenbildenden Domine (P) und den
intrazelluldren Amino- und Carboxytermini (NT, CT). Die Position der Kv4.37™.
Variante ist blau markiert. b Partielles Aminosdurealigment von Kv4.3-Orthologen, das
die Konservierung der Kv4.3T™M_Variante Zeigt. ..........cocovveveveeeeeeeeeeeeeeeeeenns 57
Abbildung 16 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3">M-Variante
(homozygoter Zustand). a Reprisentative Stromkurven, aufgezeichnet in Xenopus
laevis-Oozyten, denen Kv4.3“T oder Kv4.3T"M._Variante injiziert wurde (0,025
ng/Oozyte). Das Spannungsprotokoll entspricht 5.3.4.3. b Stromamplituden, analysiert
bei +40 mV und normiert auf Kv4.3"T. Die Anzahl der Experimente ist in den Balken
angegeben. ¢ Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV), analysiert aus den tail currents nach
Anwendung des GV-Protokolls (sieche 5.3.4.4). Die Spannung bei halbmaximaler
Aktivierung (V1) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist
angegeben. d Reprisentative Stromkurven von Kv4.3VT und Kv4.37°"_Variante nach
Anwendung des Inaktivierungsprotokolls (siehe 5.3.4.5). e Inaktivierungskurven fiir
Kv4.3%T und Kv4.37"™_Variante. Die Spannung bei halbmaximaler Inaktivierung (V1,2)
wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. f
Analyse der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung nach Anwendung des
entsprechenden Protokolls (siehe 5.3.4.2). Hierbei wurde L. berechnet und anschlieSend
mittels einer monoexponentiellen Anpassung ausgewertet. Die Daten werden als
Mittelwert £ SEM dargestellt. *** p<0,001. .....ccceeeiiieiiiieiiieeee e 58
Abbildung 17 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3">M-Variante
(heterozygoter Zustand). a Reprisentative Stromkurven, aufgezeichnet in Xenopus
laevis-Oozyten, denen Kv4.3WT (0,025 ng/Oozyte), oder Kv4.3WT und Kvy4.37™.
Variante (jeweils 0,0125 ng/Oozyte) injiziert wurde. Das Spannungsprotokoll entspricht
5.3.4.3. b Stromamplituden von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte, physiologischer Zustand),
Kv4.3 (0,0125 ng/Oozyte, Haploinsuffizienz) oder Kv4.3 und Kv4.3"™-Variante
(jeweils 0,0125 ng/Oozyte, heterozygoter Zustand), analysiert bei +40 mV und normiert
auf Kv4.3%T (0,025 ng/Oozyte). Die Anzahl der Experimente ist in den Balken
angegeben. ¢ Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV), analysiert aus den tail currents nach
Anwendung des GV-Protokolls (siche 5.3.4.4). Die Spannung bei halbmaximaler
Aktivierung (V12) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist
angegeben. d Inaktivierungskurven von Kv4.3VT sowie Kv4.3%T und Kv4.3™"M-Variante

nach Anwendung des Inaktivierungsprotokolls (siehe 5.3.4.5). Die Spannung bei
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halbmaximaler Inaktivierung (Vi) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung
berechnet und ist angegeben. f Analyse der Zeitkonstanten der Erholung von der
Inaktivierung nach Anwendung des entsprechenden Protokolls (siehe 5.3.4.2). Hierbei
wurde I berechnet und anschlieBend mittels einer monoexponentiellen Anpassung
ausgewertet. Die Daten werden als Mittelwert = SEM dargestellt. ***, p<0,001. ........ 60
Abbildung 18 Kv4.3-Membrantopologie und Lagebeziehung der
Kv4.3""M_Variante zu KChIP2. Darstellung der Kv4.3-a-Untereinheit, bestehend aus
den Transmembrandoménen 1-6, der porenbildenden Domaéne (P) und den intrazelluldren
Amino- und Carboxytermini (NT, CT). Die Kv4.37"_Variante (blau) liegt innerhalb der
T1-Doméne (griin), wobei die topografische Nidhe zu KChIP2 (rot) hervorgehoben wird.

Abbildung 19 Elektrophysiologische Charakterisierung der KChIP2-Modulation
der Kv4.3"™"M_Variante (heterozygoter Zustand). a Leitungs-Spannungs-Beziehung
(GV) von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte, schwarz), Kv4.3 plus KChIP2 (jeweils 0,025
ng/Oozyte, hellrot) sowie Kv4.3 plus KChIP2 (0,025 ng + 2,5 ng/Oozyte, rot), analysiert
aus den tail currents nach Anwendung des GV-Protokolls (sieche 5.3.4.4). Die Spannung
bei halbmaximaler Aktivierung (Vi2) wurde unter Verwendung der Boltzmann-
Gleichung berechnet und ist angegeben. b Inaktivierungskurven von Kv4.3WT sowie
Kv4.3%T und Kv4.3"™-Variante nach Anwendung des Inaktivierungsprotokolls (siche
5.3.4.5). Die Spannung bei halbmaximaler Inaktivierung (V1) wurde unter Verwendung
der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. ¢ Analyse der Zeitkonstanten der
Erholung von der Inaktivierung nach Anwendung des entsprechenden Protokolls (siehe
5.3.4.2). Hierbei wurde ;¢ berechnet und anschlieBend mittels einer monoexponentiellen
Anpassung ausgewertet. d, g Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV) analog zu a, jedoch
nach Expression folgender Kombinationen: d: Kv4.3 und Kv4.3"™-Variante (jeweils
0,0125 ng/Oozyte, blau), plus KChIP2 (jeweils 0,025 ng/Oozyte, hellrot) oder plus
KChIP2 (jeweils 0,025 ng + 2,5 ng/Oozyte, rot); g: Kv4.3 0,025 ng/Oozyte plus KChIP2
(2,5 ng/Oozyte, schwarz) sowie Kv4.3 und Kv4.3"™M-Variante (jeweils 0,0125
ng/Oozyte) plus KChIP2 (2,5 ng/Oozyte, blau). e, h Inaktivierungskurven analog zu b,
jedoch nach Injektion der cRNAs und Mengen wie in d und g bereits zuvor. f, i Analyse
der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung analog zu ¢, jedoch nach Injektion
der cRNAs und Mengen wie zuvor in d und g. Die Daten werden als Mittelwert + SEM
dargestellt. *, p<0,05; ***, p<O,001. ....coeiiiieiieeieeeee e 62
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Abbildung 20 KChIP2-Modulation der Kv4.375"M-Stromamplituden (heterozygoter
Zustand). Die Strome wurden nach Injektion der angegebenen cRNAs und Mengen
aufgezeichnet, indem eine Spannung von +40 mV ausgehend von einem Vemg von -80
mV angelegt und auf die Stromamplitude von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte) bei +40 mV
normiert wurde. Die Anzahl der Experimente ist in den Balken angegeben. Die Daten
werden als Mittelwert + SEM dargestellt. **, p<0.01; ***, p<0,001. ......cccvverrrrrnrnnnen. 64
Abbildung 21 Kryo-EM-Struktur des humanen Kv4.3-KChIP2-Komplexes (PDB-
ID: 7W6S). Frontalansicht (links) und Seitansicht (rechts) der Interaktionen zwischen
Kv4.3 und der akzessorischen B-Untereinheit KChIP2. Die vier Kv4.3-a-Untereinheiten
(gelb, rot, dunkelgriin, violett) sind jeweils liber ihre N-terminale T1-Doméne mit einer
KChIP2-Untereinheit (blau, hellblau, hellgriin, tiirkis) verbunden. Diese Struktur basiert
auf den experimentellen Daten von Ma et al. (2022) aus der Protein Data Bank (PDB)
und wurde iiber die Worldwide Protein Data Bank (wwPDB) bereitgestellt (Tan et al.

Abbildung 22 Zusammenfassung von LQTS-spezifischen Genpanels. Prozentsatz der
LQTS-assoziierten Gene. *Gene mit eindeutigem Beweis fiir LQTS-Kausalitit. TGene
mit starken oder eindeutigen Beweisen fiir einen Kausalzusammenhang bei LQTS mit
atypischen Merkmalen. Gene mit eindeutigem Beweis fiir einen Kausalzusammenhang
in mehreren Organen, einschlieBlich QT-Verldngerung, aber nur begrenztem Beweis fiir
ein isoliertes LQTS. §Gene mit starker Evidenz fiir einen Kausalzusammenhang bei

erworbenem LQTS, aber nur begrenzter Evidenz fiir ein angeborenes LQTS (Adler et al.
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4 Einleitung

4.1 Ionenkanile

Essenziell fiir den Ablauf elektrischer Prozesse auf Zellebene ist eine bestimmte Gruppe
von Transmembranproteinen, die lonenkanéle. Die Ausbildung und Entwicklung von Ak-
tionspotentialen beruht auf der Funktionsfahigkeit dieser Proteinfamilie, der demzufolge
eine hohe elektrophysiologische Bedeutung zuteilwird. Die Familie der lonenkanéle be-
steht aus heterologen Subgruppen, von denen insbesondere die spannungsgesteuerten Ka-
tionenkandle von hohem elektrophysiologischem Interesse sind. lonenkanéle ermogli-
chen anorganischen Ionen, wie etwa Na®, K*, Ca?" und CI" den zelluldren Ein- und Austritt

durch eine wassergefiillte Pore.

Verglichen mit Carrier-Proteinen mit einer Transportrate von 10°~10* Ionen/s ist die von
TIonenkanilen mit 107 Ionen/s deutlich hoher (Green 1999). Die Diffusionsrichtung erfolgt
entlang des elektrochemischen Gradienten, der aus der Differenz des aktuellen Memb-
ranpotentials und des Konzentrationsgradienten besteht (Hodgkin und Katz 1949). Be-
stimmt wird die Stromgrof3e aus der Wechselwirkung zwischen Offenwahrscheinlichkeit,
elektrochemischer Triebkraft und Leitfahigkeit des Ionenkanals (Hille 1978). Ionenka-
ndle befinden sich nicht durchgehend in einem gedffneten Zustand, sondern wechseln
durch einen als Gating bezeichneten Vorgang zwischen einem leitenden und nichtleiten-

den Zustand (Hodgkin und Huxley 1952).

Ubergeordnet besteht der Grundaufbau der Ionenkanile aus vier porenbildenden
Hauptuntereinheiten und einer variablen Anzahl von akzessorischen Untereinheiten (Fak-
ler 2019). Zudem fiithren Mechanismen wie zum Beispiel alternatives Splei3en, posttrans-
lationale Modifikationen oder Heteromerisierung verschiedener Kanaluntereinheiten zu

einer gro3en funktionellen Variabilitit.

Unterschieden werden die Ionenkanéle nach verschiedenen Gesichtspunkten, wie etwa
der Selektivitdt, lonenspezifitit oder aber der Gating-Mechanismen. Wéhrend liganden-
aktivierte (ionotrope) lonenkanéle, wie zum Beispiel nikotinische Acetylcholinrezepto-
ren, vor allem postsynaptisch exprimiert werden, spielen fiir die elektrische Erregbarkeit
von Zellen spannungsgesteuerte lonenkanéle die zentrale Rolle (Armstrong und Hille

1998).
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4.1.1 Spannungsgesteuerte lonenkaniile

Die Gruppe der spannungsabhingigen Ionenkanéle ist fiir die Ausbildung und Weiterlei-
tung von Aktionspotentialen auf zelluldrer Ebene essenziell. Die Besonderheit dieser lo-
nenkaniéle besteht darin, dass thre Offenwahrscheinlichkeit in hohem Malle vom Memb-
ranpotential abhéngt (Armstrong und Hille 1998). Die Struktur differiert zwischen den

einzelnen Subgruppen, folgt aber einem &dhnlichen Grundaufbau.

i
“/\f
Na,1-9
Cay1.14 (L-typ)
_N el _— b 1 2 Y — Cay213 (P/Q-, N, Rtyp)
C G313 (Typ)
\
6T™M 4TM 2T™M
N
C N C N C
Ky Kea HCN (NG TRP-typ 2P-Domanen Kanale Ki(1-7
Ky1-1 BK HCN1-4 CNG1-4 TRPCI1-6 KCNK1-17 ASIC1-4
KCNQ1-5  SK1-4 TRPM1-8 eNaC1-3
HERG TRPV1-6

Abbildung 1 Aufbau der verschiedenen Kationenkanalproteine. Die a-Untereinheiten von Nav- und Cav-Kanélen
bestehen aus vier Doménen, die sich wiederum aus sechs Transmembrandoménen und je einer Porendoméne zusam-
mensetzen. Aus insgesamt vier Transmembransegmenten und zwei Porendoménen bestehen die Zwei-Porendoménen-
Kaliumkanile (Kzp- Kanile). Zwei a-Untereinheiten assemblieren hier zum funktionellen Kaliumkanal. Einwérts-
gleichrichter-Kaliumkanile (Kir), die epithelialen Natriumkanéle (eNaC) und die protonenaktivierten Kanéle (ASIC)
sind der Gruppe der Zwei-Segment-Kationenkanéle zuzuordnen. Eine a-Untereinheit besteht hier aus zwei Transmemb-
ransegmenten und einer Porendoméne; sie bilden Tetramere. Zur Klasse der Sechs-Segment-Ionenkanéle gehdren die
spannungsabhingigen Kaliumkanile (Kv), die calciumgesteuerten Kaliumkanile (Kca), die hyperpolarisationsaktivier-
ten Kationenkanéle (HCN), die durch zyklische Nukleotide gesteuerten Kandle (CNG) und die durch verschiedene
Messenger gesteuerten TRP-Typ-Kationenkanéle. Eine a-Untereinheit enthélt sechs Transmembrandoménen und eine

Porendoméne, die zum tetrameren Kanalprotein assemblieren (Fakler 2019) .

Sowohl Nay- als auch Cay-Kanéle bestehen aus jeweils einer einzigen Untereinheit mit

vier Doménen, wihrend Ky-Kanile iiber jeweils vier o-Untereinheiten verfiigen
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(Abbildung 1). Sowohl Doménen als auch Untereinheiten bestehen iiberwiegend aus
sechs hydrophoben Transmembransegmenten (S1-S6) sowie weiteren akzessorischen
Untereinheiten (Seino et al. 1992; Marban et al. 1998). Amino- und Carboxytermini be-
finden sich intrazelluldr. Dariiber hinaus liegen hydrophile Abschnitte vor, die N- und
C-terminale Ionenkanalproteine umfassen. Die rdumliche Strukturausbildung der span-
nungsgesteuerten Kationenkanile erfolgt durch die Formierung einer Quartérstruktur, in-
dem sich eine fiir den jeweiligen Ionenkanaltyp spezifische Anzahl an Hauptuntereinhei-
ten zusammenlagert (Hartshorne und Catterall 1984; Takahashi et al. 1987). Die Topo-
graphie des Spannungssensors, Selektivitétsfilters und der lonenpore ist innerhalb der Fa-
milie der spannungsgesteuerten Kationenkanéle unterschiedlich und wird nachfolgend

innerhalb der verschiedenen Gruppen beschrieben.

4.1.2 Spannungsgesteuerte Natrium- und Calciumkanile

Nay- und Cav-Kanile dhneln sich in ihrer molekularen Struktur. Sie verfiigen tiber ledig-
lich eine a-Untereinheit, die allerdings vier Doménen zu je sechs Transmembransegmen-
ten (S1-S6) und einer Porendoméne beinhaltet (siche Abbildung 1). Aus diesem Grund

wird die Struktur auch als ,,pseudotetramer* bezeichnet (Favre et al. 1996).

Durch Zusammenlagerung der vier Doménen bilden die Porendominen innerhalb der
Transmembransegmente S5 und S6 die Ionenpore in der Mitte der Quartérstruktur aus.
Die Porendoménen beinhalten den Selektivititsfilter. Bei Vorliegen des zellspezifischen
Ruhemembranpotentials befindet sich die Ionenpore im geschlossenen Zustand (Zhang

etal. 2013).

Die Helices S1-S4 formieren den eigentlichen Spannungssensor (engl. voltage-sensing-
domain, VSD). Eine besondere Bedeutung trégt hierbei das Transmembransegment S4,
das repetitive Tripeptide aus zwei hydrophoben und einer positiv geladenen Aminoséure
beinhaltet (Lecar et al. 2003). Aufgrund ihrer positiven Nettoladung bewegt sich die S4-
Helix mit Anderung des Membranpotentials im elektrischen Feld und bewirkt somit eine
Konformationsédnderung des gesamten lonenkanals. Bei Depolarisation der Zellmembran
bewegt sich das S4-Segment in Richtung des EZR und es kommt zur Offnung der Kanal-
pore (Yang et al. 1996).
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Darauf folgt die Inaktivierung des Kanals. Im Falle der Nay-Kanile verschiebt sich eine
zytosolische Peptidschleife, welche die Doménen drei und vier verbindet, temporir in die

Ionenpore und ist somit ursichlich fiir die Refraktarzeit (West et al. 1992).

Im Falle der Cav-Kanile gibt es hingegen einen spannungsabhéngigen und einen calci-
umabhingigen Inaktivierungsmechanismus. Die calciumabhéngige Inaktivierung wird
durch Ca*"-gebundenes Calmodulin iiber eine direkte Bindung an das Isoleucin-Gluta-
min-Motiv im Carboxyterminus der aic-Untereinheit reguliert (Peterson et al. 1999;
Ziihlke et al. 1999). Die spannungsabhéngige Inaktivierung wird durch anhaltende oder
repetitive Membrandepolarisationen ausgeldst und fiihrt iiber Konformationsveridnderun-
gen der porenbildenden o.-Untereinheit zum Ubergang in einen nicht-leitfihigen Zustand
(Abderemane-Ali et al. 2019). Unter physiologischen Bedingungen inaktiveren kardiale
L-Typ-Calciumkanéle (Cavl.2) primir calciumabhéngig und neuronale Calciumkanile

vom P/Q-Typ (Cav2.1) spannungsabhéngig (Cens et al. 20006).

4.1.3 Spannungsgesteuerte Kaliumkanale

Im Jahr 1998 beschrieb Roderick MacKinnon, der spitere Nobelpreistrager fiir Chemie,
die molekulare Struktur tetramerer Kaliumkanéle durch den Einsatz einer Kristallstruk-
turanalyse zur Untersuchung des prokaryotischen Kaliumkanals KcsA als ,,invertiertes
Tipi“ (engl. inverted tepee). Durch die Aufklarung der molekularen Struktur von tetrame-

ren Kaliumkanélen konnte das Prinzip der Selektivitét erklart werden (MacKinnon et al.

1998).

Im Gegensatz zu den Nav- und Cav-Kanilen bestehen die spannungsgesteuerten Kalium-
kanéle aus vier a-Untereinheiten zu je sechs Transmembranhelices (S1-S6) und einer Po-
rendoméne (siche Abbildung 2). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass jede der vier
a-Untereinheiten iiber ein zytosolisch gelegenes N- sowie C-terminales Ende verfiigt

(Long et al. 2005b).
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Abbildung 2 Schematische Darstellung eines Kv-Kanals. Links: Topologie einer einzelnen Kv-Untereinheit, die

sowohl a- als auch B-Untereinheit zeigt. Rechts: Darstellung von 4 Untereinheiten zu einem funktionellen Kv-Kanal

(Norton und Chandy 2017)

Analog zu Navy- und Cavy-Kanélen greifen auch hier die Mechanismen des Spannungs-
sensors (Long et al. 2005b). Der Aufbau des Selektivitétsfilters folgt einem dhnlichen
Grundprinzip, unterscheidet sich jedoch durch komplementire Aminosauremuster der die
Helices S5 und S6 verbindenden Porenschleife (GY G-Motiv). Zur Passage des Selektivi-
tétsfilters werden die Kaliumionen temporér dehydratisiert; hierbei wird durch Interak-
tion mit den Karbonylgruppen des GY G-Motivs ein ringférmiger Hydrathiillenersatz ge-
schaffen (Doyle et al. 1998).

Im Wesentlichen spielen fiir die Inaktivierung von Ky-Kanidlen zwei Mechanismen eine
Rolle: Zum einen die Inaktivierung vom N-Typ, zum anderen die vom C-Typ (Hoshi et
al. 1991). Im Falle der auch unter dem ,,Ball-and-chain “~-Mechanismus bekannte N-Typ-
Inaktivierung verhindert eine Aminosduresequenz am N-Terminus des Ky-Kanals {iber
eine VerschlieBung der intrazelluldren Ionenkanalpore die Ionenpermeation. Dieser sehr
schnelle Inaktivierungsmechanismus liegt mehreren Ky-Kandlen einschlieBlich Kv1.4
und Kv3.4 zugrunde (Hoshi et al. 1990; Beck et al. 1998). Bei der langsamer verlaufenden
C-Typ-Inaktivierung wird der Ionenfluss durch Konformationsédnderungen am Selektivi-
titsfilter des Ky-Kanals blockiert (Valiyaveetil 2017). Der aus vier K*-Bindestellen be-
stehende Selektivitétsfilter liegt im extrazelluldren Teil der Pore und bildet den engsten

Teil des Ionenstroms (MacKinnon 2004; Long et al. 2005a).
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Die Familie der Kv-Kanile wird in einigen Geweben exprimiert und unterstiitzt dabei
unterschiedliche Funktionen, wie beispielsweise die Freisetzung von Neurotransmittern,
die Regulierung der Herzfrequenz, die Insulinsekretion, den epithelialen Elektrolyttrans-
port und die neuronale Erregbarkeit. Entsprechend der Klassifikation der International
Union of Pharmacology (IUPHAR) wird die Familie der spannungsabhingigen Kalium-
kanile (Kv-Kanéle) in zwolf Subgruppen (Kv1.x—Kv12.x) unterteilt (Gutman et al. 2005).

4.1.4 Der Kv4.3-Kanal

Der in dieser Arbeit untersuchte Kaliumkanal Kv4.3 reiht sich in die Gruppe der span-
nungsgesteuerten Kationenkanile ein. Seine molekulare Struktur entspricht dem in 4.1.3
beschriebenen Autbau. Fiir die a-Untereinheit des lonenkanals kodiert das auf Chromo-

som 1 an Position 1p13.2 befindliche KCND3-Gen (Teumer et al. 2019).

Kv4.3 ist in unterschiedlichen humanen Geweben nachweisbar und wird unter anderem
im Cerebellum stark exprimiert (Zanni et al. 2021). Heterozygote loss-of-function-Muta-
tionen (LOF-Mutationen) im KCND3-Gen stehen entsprechend im pathophysiologischen
Zusammenhang mit der Ausprigung einer spinozerebelldren Ataxie der Typen 19 und 22
(Duarri et al. 2012) (siche Abschnitt 4.3.2). Dariiber hinaus sind gain-of-function-Muta-
tionen (GOF-Mutationen) im KCND3-Gen mit dem Brugada-Syndrom assoziiert (Bez-
zina et al. 2001).

Der spannungsabhingige Kaliumkanal Kv4.3 wird zudem im hohen Mafle myokardial
exprimiert und ist fiir den Ca?"-unabhingigen transienten Auswirtsstrom (/i) hauptver-
antwortlich (Kb et al. 1998; Greenstein et al. 2000). Wie Abbildung 3 zeigt, ist der /s
besonders entscheidend in der frithen Repolarisationsphase des kardialen Aktionspoten-
tials, in welcher er die Hohe des frithen ,,Aktionspotential-Plateaus® malBgeblich be-

stimmt (Escande et al. 1987; Wettwer et al. 1993).

Dabei sind Dichte und Regulation von / nicht ubiquitér konstant, sondern in verschie-
denen Bereichen des Arbeitsmyokards voneinander abweichend (Nébauer et al. 1996; Li
et al. 1998). Durch elektrophysiologische Untersuchungen von isolierten humanen Kar-
diomyozyten konnte nachgewiesen werden, dass [, im subepikardialen Gewebe promi-
nenter als im subendokardialen Gewebe verlauft (Wettwer et al. 1998). Ein reduzierter

myokardialer /i, ist mit einer signifikanten Verldngerung des kardialen Aktionspotentials
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assoziiert (Beuckelmann et al. 1993) und lasst sich zudem bei verschiedenen kardialen
Erkrankungen, wie beispielsweise Myokardinfarkt und Vorhofflimmern, nachweisen

(Jeck et al. 1995; Yue et al. 1997).
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Abbildung 3 Konventionelle Ganzzell-Patch-Clamp-Aufnahme des It: Theoretisch pridiktives Kinetikverhal-

ten des Jio,fast wihrend eines ventrikuliren Aktionspotentials. Das dargestellte Aktionspotential wurde von einer
rechtsventrikuldren Kardiomyozyte (22 °C) eines Frettchens aufgezeichnet. Die zugehdrige fio fast-Amplitude wurde
unter Verwendung der aufgezeichneten Aktionspotential-Wellenform als ,,Spannungs-Antriebsfunktion® fiir die ,,Ga-
ting-Gleichungen® von Jio fast erstellt. Dieses vorhergesagte Verhalten reflektiert die Jio fast-Kinetiken moglicherweise
lediglich unter basalen Bedingungen, das heit in Abwesenheit von physiologischen Ca?-Transienten und unter mini-

maler kinasevermittelter Regulierung (Patel und Campbell 2005).

Dartiber hinaus ergaben biophysikalische Analysen das Vorhandensein zweier /i,-Kom-
ponenten mit einer schnelleren (Zi,fast) und langsameren (/io siow) Erholungskinetik (Brah-
majothi et al. 1999; Xu et al. 1999). Dabei konnte nachgewiesen werden, dass Kv4.3-Ho-
momere mit fio fast Und Kv1.4-Homomere mit /o s1ow assoziiert sind (Patel und Campbell
2005). Neben der Kv4.3-Homomerisierung spielen fiir die Auspragung von /o fast auch die
Bildung von Kv4.2-Kv4.3-Heterotetrameren eine wichtige Rolle (Patel und Campbell
2005; Niwa und Nerbonne 2009).
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Im humanen Gewebe, wie auch bei anderen Spezies, ist das Vorkommen der beiden Kom-
ponenten nicht homogen verteilt. So ist beispielsweise /o, fast im Bereich des Epikards und
Midmyokards ausgepragter als im Endokard (Litovsky und Antzelevitch 1988; Wettwer
et al. 1994). Das heterogene Expressionsmuster von /i, im kardialen Gewebe bildet die
Grundlage des transmuralen /,-Gradienten, dessen Stromdichte von subepikardial nach
subendokardial abnehmend nachgewiesen wurde (Johnson et al. 2018). Dabei trigt die
Expression von /i fast zur transmuralen und herzfrequenzabhiangigen Variabilitdt der Ak-
tionspotential-Morphologie im menschlichen Arbeitsmyokard bei (Johnson et al. 2018).
Eine deutliche Abnahme der nativen /i fast-Komponente ist assoziiert mit Herzversagen

(Beuckelmann et al. 1993) und Vorhofflimmern (Dun et al. 2003).

Kv-Kanéle konnen Heteromere mit anderen ,,Kv-Familienmitgliedern* bilden (Birnbaum
etal. 2004). Somit ist eine Heteromerisierung von Kv4.3 mit weiteren Kv4-Kanilen mog-
lich. Das fiir diese Féhigkeit notwendige strukturelle Merkmal ist die im zytoplasmati-
schen N-Terminus lokalisierte Tetramerisierungsdoméne (T1), die innerhalb der Kv-Fa-
milien Kv1 bis Kv4 hochkonserviert ist (Shen und Pfaftinger 1995; Kreusch et al. 1998).
Topografisch liegt die T1-Doméne unterhalb der spannungssensitiven und porenbilden-
den Doménen der Ky-Kanéle (Long et al. 2005a). Bei Kv4.3 befindet sich die T1-Doméne
typischerweise im Bereich der N-terminalen Aminosduren 40—148. Mutationen in diesem
Bereich sind mit einer eingeschriankten Tetramerisierung sowie einer beschleunigten De-

gradation der Kv4.3-Homomere (Strang et al. 2001).

4.1.5 Kv-Kanal-interagierende Proteine (KChIPs)

Im nativen Zustand bilden Kv4-Heteromere makromolekulare Komplexe mit zwei B-Un-
tereinheiten (siche Abbildung 4), den intrazelluldren Kv-Kanal-interagierenden Proteinen
(engl: Ky channel interacting proteins, KChIPs) (An et al. 2000) und transmembranen
Dipeptidyl-Aminopeptidase-dhnlichen Proteinen (DPLPs), wie das Dipeptidyl-Pep-
tidase-dhnliche Protein 6 (DPP6) (Nadal et al. 2003). Die Ko-Expression beider f-Un-
tereinheiten fordert den Transport (engl. Trafficking) und somit auch die Oberflichenex-
pression von Ky-Kanilen (Shibata et al. 2003; Lin et al. 2014). AuBBerdem nehmen sie
Einfluss auf die Gating-Mechanismen wodurch eine hohere Stromdichte der Kv-Kanile
im Vergleich zu ihrem nativen Zustand erreicht werden kann (Foeger et al. 2012; Jerng

und Pfaffinger 2014; Malloy et al. 2022).
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Side View

Abbildung 4 Strukturmodell des supermolekularen Kv4.3-KChIP-DPP-Komplexes. a Seitenansicht des Ionen-

kanal-Komplexes. Die porenbildende Kv4.3-Untereinheit ist grau dargestellt, mit Ausnahme der N-terminalen Doméne

vor T1, die rot dargestellt ist. Die KChIP-Molekiile sind orange dargestellt, die DPLP-Molekiile blau. Diese Ansicht
zeigt deutlich, dass die KChIP-Bindung den N-Terminus von Kv4.3 sequestriert. b Draufsicht des Komplexes aus der
extrazelluldren Perspektive. Die durch die Kv4.3-Untereinheiten erzeugte zentrale Pore ist angezeigt. Die KChIP-Mo-
lekiile (orange) sowie die DPLP-Transmembrandoménen (blau) befinden sich zwischen den Kv4.3-Spannungssensoren

mit freiem Zugang zu den T1-Seitenfenstern (Jerng und Pfaffinger 2014).

Dariiber hinaus modulieren beide B-Untereinheiten die Kinetik von Kv4-Kanélen und tra-
gen somit zur physiologischen Funktionsausbildung von Kvy4-Kanilen bei (An et al.
2000; Decher et al. 2001; Wang et al. 2002). Zuvor konnte nachgewiesen werden, dass
die Erholung aus der Inaktivierung von Kv4.3 im nativen Gewebe signifikant schneller
ablduft als in heterologen Expressionssystemen (Wettwer et al. 1993; Wettwer et al. 1994;
Nabauer et al. 1996).
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Insgesamt werden vier KChIP-Subtypen beschrieben (KChIP1-4), wobei jeweils meh-
rere Spleiflvarianten bekannt sind (Pruunsild und Timmusk 2005). KChIP1, KChIP3 und
KChIP4 werden stark im Gehirn exprimiert, KChIP2 hauptsichlich kardial (Decher et al.
2001; Rosati et al. 2001).

Darauf aufbauend konnte gezeigt werden, dass im kardialen Gewebe insbesondere zwei
Isoformen von KChIP2 durch Interaktion mit Kv4.3 signifikant die /i,-Stromamplitude
steigern, die Kanalinaktivierung verlangsamen und die Erholung von der Kanalinaktivie-
rung beschleunigen (Decher et al. 2001; Decher et al. 2004). Wihrend im Bereich des
Endokards Kv1.4 als hauptverantwortlich fiir den /i, betrachtet wird (K4ib et al. 1998),
reprasentiert der Kv4.3/KChIP2-Strom vor allem das epikardiale Gewebe (Decher et al.
2001). Demnach konnen KChIP2-Mutationen von pathophysiologischer Bedeutung sein,
da einige Herzrhythmusstdrungen mit einem erhohten ventrikuldren /io-Strom aufgrund

von GOF-Mutationen im KCND3-Gen assoziiert sind (Giudicessi et al. 2011).

4.2 Die Herzerregung
Die elektrische Erregung des Herzmuskels ist fiir die Kontraktion des Herzens und damit
fiir die Blutpumpfunktion verantwortlich. Dafiir ist das Zusammenspiel einiger lonenka-

néle mit spezifischen Eigenschaften essenziell.

4.2.1 Das kardiale Erregungsbildungs- und -leitungssystem

Fiir die autonome Erregung des Herzens sind hochspezialisierte Kardiomyozyten verant-
wortlich, die zur rhythmischen ,,Selbstdepolarisation® und zum konsekutiven Initiieren
eines Aktionspotentials befdhigt sind (Brown et al. 1979). Sie sind vorwiegend im Bereich
des Sinus- und AV-Knotens zu finden, besitzen im Gegensatz zu den Herzmuskelzellen
des Arbeitsmyokards wenig Myofibrillen und Mitochondrien, dafiir jedoch eine groBere
Menge Glykogen (James und Sherf 1971). Morphologisch betrachtet sind sie zudem vo-
lumindser. Die synchrone Kontraktion des Myokards wird ebenfalls durch die elektrische
Kopplung der Schrittmacherzellen unterstiitzt, da diese iiber Gap Junctions den elektri-

schen Reiz auf interzelluldrer Ebene weiterleiten konnen (Gros und Jongsma 1996).

Als Impulsgenerator des in Abbildung 5 dargestellten kardialen Erregungsbildungs- und

-leitungssystems fungiert der Sinusknoten, welcher subepikardial im Sulcus terminalis
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des rechten Vorhofs liegt. Beim Erwachsenen misst der Sinusknoten, der {iber eine Eigen-
frequenz von 60—80 Erregungen pro Minute verfiigt, eine Linge von etwa 10-20 mm

(Sanchez-Quintana et al. 2002).

Verglichen mit den Herzmuskelzellen des ventrikuldren Arbeitsmyokards weisen die Kar-
diomyozyten des Sinusknotens aus elektrophysiologischer Perspektive betrachtet einige
charakteristische Unterschiede auf. Aufgrund einer wesentlich geringeren Expression von
Ki-Kanélen verfiigen die Schrittmacherzellen des Sinusknotens {iber kein stabiles Ruhe-
membranpotential (Boyett et al. 2000). Das maximale diastolische Potential (MDP) des
Sinusknotens ist der niedrigste Membranpotentialwert, den die Schrittmacherzellen wih-
rend der Diastole erreichen. Dieses liegt bei ca. -60 mV und ist der Ausgangspunkt fiir
die langsame, spontane Depolarisation, die die Auslosung des ndchsten Herzschlags be-

dingt (DiFrancesco 1981).

Zum Erreichen des vergleichsweise depolarisierten Schwellenpotentials der Schrittmach-
erzellen ist der Schrittmacherstrom /r essenziell. Die enddiastolische Hyperpolarisation
des Sarkolemms aktiviert sog. HCN-Kandile, die eine Leitfahigkeit fiir Natrium- und Ka-
liumionen besitzen. Der einstromende /r depolarisiert das Sarkolemm und initiiert die

langsame diastolische Depolarisation (DiFrancesco 1985).

Im Sinusknoten tragen T-Typ-Calciumkanile wesentlich zur spontanen Depolarisation
der Schrittmacherzellen bei, da diese bereits bei niedrigeren Spannungen als L-Typ-Cal-
ciumkanile 6ffnen. Nach Erreichen eines Schwellenwertes 6ffnen sich spannungsabhén-
gige L-Typ-Calciumkanile, die eine schnelle Depolarisation auslésen (Mesirca et al.

2014).

Nach Uberschreiten des SP wird der Aufstrich hauptséchlich durch L-Typ-Calciumkanile
(Cav1.2) getragen, da die Schrittmacherzellen nur geringfiligig Nay-Kanéle exprimieren
(Verheijck et al. 1999). Aufgrund der vergleichsweise langsameren Aktivierung von
Cavy-Kanilen bleibt ein steiler Aufstrich folglich aus. Eine Plateauphase kann durch das
fehlende Gleichgewicht aus repolarisierenden Kalium- und depolarisierenden Calcium-

stromen nicht beobachtet werden (Boyett et al. 2000).
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Abbildung 5 Kardiales Erregungsbildungs- und -leitungssystem. Vereinfachte Darstellung, Frontalansicht des Her-
zens. Die Strukturen des Erregungsbildungs- und -leitungssystems sind gelb hervorgehoben und beschriftet (Hilde-
brand 2010).

Dem Sinusknoten nachgeschaltet ist der im Septum interatriale gelegene AV-Knoten, der
mit etwa 40—60 Erregungen pro Minute ebenfalls eine Schrittmacherfunktion besitzt. Die
physiologische Hauptfunktion des ca. 5 mm langen AV-Knotens besteht in der Verzége-
rung der Erregungsausbreitung in das ventrikulare Myokard (Anderson et al. 2025). Wih-
rend hingegen die Leitungsgeschwindigkeit der elektrischen Erregung im Arbeitsmyo-
kard ca. 0,5 m/s betrdgt, kommt sie im Bereich des AV-Knotens mit 0,05 m/s auf ein
Zehntel dessen (Meijler und Janse 1988; Schmitz 2020). Dadurch wird sichergestellt, dass

die atriale Kontraktion vor Einsetzen der ventrikuldren Kontraktion abgeschlossen ist.

Essenziell fiir die Erregung der Herzkammern ist das ca. 2 cm lange His-Biindel, dessen
Ursprung subendokardial in der atrialen Septumbasis liegt. Die Erregungsausbreitungs-

geschwindigkeit betrdgt in seinem Verlauf ungefiahr 1-2 m/s (James und Sherf 1971).

In Richtung der Herzbasis perforiert es das Trigonum fibrosum dextrum, bevor es sich in
der Pars membranacea des Septum interventriculare in die beiden Kammerschenkel
(Crus dextrum, Crus sinistrum) aufteilt. Das Crus sinistrum teilt sich in einen vorderen,
mittleren und hinteren Faszikel auf, wihrend das Crus dextrum erst innerhalb des Septum

interventriculare nach apikal verlduft und dann in das Ventrikelmyokard einstrahlt. Den
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endstdndigen Teil des Erregungsleitungssystem bilden die Purkinje-Fasern, die zundchst
im subendokardialen Gewebe der Ventrikel verlaufen und im weiteren Verlauf retrograd

in Richtung der Herzbasis das Arbeitsmyokard durchsetzen (Anderson et al. 2009).

4.2.2 Das Aktionspotential des ventrikuliren Myokards

Ventrikuldre Kardiomyozyten verfligen iiber ein Ruhemembranpotential von
etwa -85 mV, wobei die mit Abstand groflite Permeabilitidt des Sarkolemms gegeniiber
Kaliumionen besteht. Miturséchlich dafiir sind die sogenannten Kj-Kanéle, welche das
Ruhemembranpotential der Kardiomyozyten stabilisieren, aber bei depolarisiertem
Membranpotential durch Mg?" und Polyamine blockiert werden und somit eine stéirkere

Depolarisation ermoglichen (Nichols et al. 1996; Anumonwo und Lopatin 2010).
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Abbildung 6 Aktionspotential einer Kardiomyozyte des ventrikuliren Arbeitsmyokards. a Schematische Repri-
sentation der Phasen des myokardialen Aktionspotentials. b Vereinfachte Darstellung der fiir die jeweiligen Aktions-
potential-Phasen charakteristischen Ionenstrome. Einwértsstrome sind nach unten, Auswértsstrome nach oben aufge-

tragen (Klocker und Piper 2019).

29



Erreicht ein zelluldrer Reiz das Schwellenpotential von -65 mV, so reagieren die Herz-
muskelzellen mit der Auslosung eines Aktionspotentials. Auftillig dabei ist die besonders
lange Dauer von etwa 200—400 ms, die von der aktuellen Herzfrequenz abhéngt (Godecke
et al. 2023). Das kardiale Aktionspotential ldsst sich in insgesamt fiinf charakteristische

Phasen unterteilen (sieche Abbildung 6).

...... _—r, Ina

_85 mV e ;
;
/

K1

Abbildung 7 Ionenstréme des myokardialen Aktionspotentials. Schematische Darstellung der Ionenstrome im bild-
lichen Kontext zu den fiinf Phasen des ventrikuldren Aktionspotentials. Das Ruhemembranpotential der ventrikuldren
Kardiomyozyte ist mit -85 mV angegeben. Pfeile nach oben kennzeichnen Auswértsstrome, Pfeile nach unten Ein-

wartsstrome.

Die zugehorigen lonenstrome werden in Abbildung 7 dargestellt. Nach dem Erreichen
des Schwellenpotentials beginnt die schnelle Aufstrichphase (Phase 0). Dabei 6ffnen
spannungsabhingige Natriumkandle (vor allem Nayl.5). Das Membranpotential wird
dadurch auf etwa +40 mV depolarisiert (,,Overshoot). Nach etwa 1-2 ms inaktiveren die
Nav-Kanile, was bis zum Ende der Plateauphase anhélt. Die Dauer der Inaktivierung de-
finiert die Refraktérzeit (Cohen et al. 1984; Gellens et al. 1992). Fiir die Dauer und Inten-
sitdt der Aufstrichphase ist das Membranpotential entscheidend: Je positiver das initiale
Membranpotential ist, desto groBer ist der Anteil bereits inaktivierter Nay-Kanéle, was zu

einer verminderten Aufstrichgeschwindigkeit fiihrt (Cohen et al. 1984).
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In der Phase der frithen Repolarisation (Phase 1) liegen die spannungsgesteuerten Natri-
umkanile folglich inaktiviert vor. Charakteristisch in dieser Phase ist der transiente Aus-
wiértsstrom /i, durch spannungsgesteuerte Kaliumkanile (vor allem Kv4.3), der eine kurz-
zeitige partielle Repolarisation des Membranpotentials bewirkt (Ndbauer et al. 1993;
Wettwer et al. 1994). Dabei ist I, subepikardial wesentlich groBer als subendokardial
(Wettwer et al. 1994).

Wihrend der Plateauphase (Phase 2) flieft insgesamt nur ein sehr geringer ,,Netto-
Strom*®, da sich Ein- und Auswiértsstrom ausgleichen. Spannungsgesteuerte Calciumka-
ndle vom L-Typ (Cavl.2) ermdglichen den zur Kontraktion benétigten Einstrom von
Ca*", wihrend Kv-Kanile Kaliumauswirtsstrome verschiedener Kinetik gewihrleisten

(Beeler und Reuter 1970; Li et al. 1996).

In der folgenden Repolarisationsphase (Phase 3) liegen die Cay-Kanéle im inaktivierten
Zustand vor, wiahrend die Aktivitit von spannungsgesteuerten Kaliumkanilen am hochs-
ten ist. Kv-Kanéle ermdglichen durch kanalspezifische Strome (/k:, /s, Ik1) €inen repo-
larisierenden Netto-Auswirtsstrom (Sanguinetti et al. 1995; Barhanin et al. 1996; Li et al.

1996).

Die vorangegangene Repolarisation ermoglicht die Authebung der ,, Ki-Blockade* durch
Verdringung von Polyamin und Mg?*, sodass in Phase 4 die Einwiirtsgleichrichter-Kanile
wieder imstande sind, das Membranpotential {iber einen repolarisierenden Kaliumaus-

strom /x1 zu stabilisieren (Matsuda et al. 1987; Lopatin et al. 1994).

4.3 Kv4.3-assoziierte Erkrankungen

Der spannungsabhingige Kaliumkanal Kv4.3 spielt eine zentrale Rolle in der Regulation
zelluldrer Erregbarkeit (siche Abschnitt 4.1.4). Mutationen im KCND3-Gen, das fiir
Kv4.3 kodiert, sind mit verschiedenen neurologischen und kardiologischen Krankheits-

bildern assoziiert.

4.3.1 Das Brugada Syndrom

Bei dem Brugada-Syndrom (BrS) handelt es sich um eine kardiomyozytdre Kanalopathie,

die mit einer Verdnderung des ventrikuldren Aktionspotentials einhergeht.
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Typischerweise liegen EKG-Verdnderungen vor, die im Jahr 1992 durch die spanischen
Kardiologen Josep und Pedro Brugada erstmals beschrieben wurden (Brugada und
Brugada 1992). Das BrS findet in dieser Forschungsarbeit exemplarische Erwdhnung, da

einige Varianten auf Genmutationen im KCND3-Gen (Kv4.3) beruhen.

4.3.1.1 Pathophysiologie

Urséchlich fiir die Entwicklung des BrS sind Mutationen von Genen, die fiir Proteine von
spannungsgesteuerten lonenkandlen des Arbeitsmyokards kodieren. Je nach Entitét be-
steht die elektrische Pathophysiologie aus einer Zunahme (GOF) oder einer Abnahme
(LOF) des Ionenflusses. In etwa 65 % aller Fille von BrS liegt keine zuordenbare patho-

logische Genvariante zugrunde (Wilde et al. 2022a).

Bei etwa 20 % der Patienten mit BrS konnte eine Mutation im SCN54-Gen, das auf dem
dritten Chromosom (Genlocus 3p21) lokalisiert ist, nachgewiesen werden (Wang et al.
1995). Hierbei handelt es sich um einen autosomal-dominanten Erbgang mit unvollstin-
diger Penetranz und variabler Expressivitit. Das betroffene Gen kodiert fiir die a-Un-
tereinheit des spannungsgesteuerten Natrium-lonenkanals Nav1.5. Dabei fithren die Mu-
tationen in allen beschriebenen BrS-Féllen zu einer Reduktion des einwértsgerichteten

Ina (Smits et al. 2002).

Ein prozentual geringerer Teil aller beschriebenen Mutationen betrifft andere Gene, wie
zum Beispiel das fiir den spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kv4.3 kodierende
KCND3-Gen (Brugada et al. 2022). Im Gegensatz zu den SCN54-Mutationen liegen hier-
bei typischerweise GOF-Mutationen vor (Bezzina et al. 2001). Der resultierende /io-An-
stieg in der frithen Repolarisationsphase des epikardialen Aktionspotentials begiinstigt
durch eine Verldngerung der Plateauphase die Entstehung des BrS (Giudicessi et al.

2011).

4.3.1.2 Klinische Symptomatik

Das klinische Bild bei Erstmanifestation reicht von Asymptomatik bis hin zum plotzli-
chen Herztod (engl. sudden cardiac death, SCD), der am hiufigsten wéihrend des Schla-
fes, insbesondere in den frithen Morgenstunden, auftritt (Shimizu et al. 2000). Wéhrend

sich die ersten klinischen Symptome bei BrS vorwiegend ab der zweiten Lebensdekade
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manifestieren, tritt der SCD bei den Betroffenen vor allem unter den mittelalten Patienten

auf. Das durchschnittliche Alter betrigt dabei 41 Jahre (Antzelevitch 2006).

Die Symptomatik bei BrS ergibt sich nicht aus den EKG-Veridnderungen, sondern viel-
mehr aus den damit verbundenen sekundiren Herzrhythmusstérungen (Schulze-Bahr
2015). Daraus resultierend zdhlen zu den typischen Symptomen vor allem Synkopen
(auch konvulsiv méglich), Kammerflimmern bis hin zu iiberlebtem SCD, néchtliche ago-
nale Respiration sowie thorakale Palpitationen und/oder Missempfindungsstérungen
(Schulze-Bahr 2015). Die klinisch manifeste Ausbildung von lebensbedrohlichen Herz-
rhythmusstorungen bei BrS ist zum Teil abhdngig von heterogenen Risikofaktoren (Ajiro
et al. 2005). Typisch fiir das BrS ist, dass die Symptome eher in Ruhe, im Schlaf oder
unter vagotonen Bedingungen auftreten. Ein Auftreten unter sympathikotonen Bedingun-

gen gilt als ungewdhnlich (Schulze-Bahr 2015).

4.3.1.3 Diagnostik

Als wegweisende Diagnostik bei BrS gilt die EKG-Untersuchung der Patienten. Hierzu
wird ein 12-Kanal-Ruhe-EKG des Patienten durchgefiihrt. Im Wesentlichen sind bei BrS
drei EKG-Typen voneinander abzugrenzen, die in Abbildung 8 dargestellt werden.

Type-1 Type-2 Type-3
i | vt v iEEEEEE

V2. v2 |
= =

A A |

Abbildung 8 BrS-typische EKG-Muster in den rechtsprikordialen Ableitungen. Typ-1-EKG (coved type) mit der
charakteristischen ST-Hebung gefolgt von einer T-Negativierung. Bei einem Typ-2-EKG (saddle-back pattern) folgt
der ST-Hebung eine positive oder auch biphasische T-Welle. Ein Typ-3-EKG kann einer Typ-1- oder Typ-2-
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Morphologie entsprechen und weist ST-Hebungen von weniger als 1 mm auf. Um die eindeutige Diagnose eines BrS

zu stellen, ist ein Typ-1-EKG-Muster erforderlich (Benito et al. 2008).

Der Nachweis eines Typ-1-EKG-Musters (coved type), bei dem charakteristische ST-Stre-
cken-Hebungen rechtsprikordial > 2 mm gefolgt von einer invertierten T-Welle in den
Ableitungen V1 und/oder V2 auftreten, gilt als beweisend fiir ein BrS (Priori et al. 2013a;
Krahn et al. 2022; Priori et al. 2000). Etwa 40 % der Patienten weisen ein physiologisches
Ruhe-EKG auf. Hierbei muss die intravendse Applikation eines Klasse-I-Antiarrhythmi-

kums erfolgen, um ein Typ-1-EKG nachzuweisen (Brugada et al. 2000; Priori et al. 2000).

Die Diagnosesicherung bei Patienten mit einem Typ-2-EKG oder Typ-3-EKG erfolgt,
wenn die intravendse Gabe eines Klasse-I-Antiarrhythmikums eine Typ-1-EKG Morpho-

logie induziert (Priori et al. 2013a).

Eine molekulargenetische Untersuchung von Patienten mit einem Typ-1-EKG-Muster ist
aktuell kein fester Bestandteil der Diagnostik, wird allerdings in Kooperation mit einem

ausgewiesenen Expertenzentrum empfohlen (Ackerman et al. 2011a; Priori et al. 2013a).

4.3.1.4 Therapie und Prognose

Eine kausale Therapie zur Behandlung des BrS ist Stand 2025 nicht verfiigbar. Die the-
rapeutischen Ansétze beschrianken sich auf die Empfehlungen aus Expertenkonsenserklé-
rungen. So werden beispielshalber das Vermeiden von ST-Strecken modulierenden Me-
dikamenten und exzessiven Alkoholkonsums empfohlen (Shimada et al. 1996; Priori et

al. 2013a). Eine dauerhafte medikamentdse Therapie ist nicht angezeigt.

Die ICD-Implantation sollte bei Patienten mit bereits stattgehabtem Kammerflimmern
und/oder iiberlebtem SUD in Betracht gezogen werden. Asymptomatischen Patienten
wird sie jedoch nicht empfohlen, da peri- und postoperative Risiken das Erleidens eines

SCD deutlich iibersteigen (Zipes et al. 2006; Sarkozy et al. 2007).

Aus einer Langzeitstudie von Probst et al. (2010) geht hervor, dass eine positive Famili-
enanamnese in Bezug auf SCD und SCN5A4-Mutationen die Prognose von Patienten mit
BrS im Hinblick auf weitere kardialer Ereignisse nicht beeinflusst. Eine Studie von Priori

et al. (2012) bestétigt diese Ergebnisse.
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Unabhingig von der Familienanamnese ist das Auftreten von kardialen Ereignissen unter
den asymptomatischen Patienten am geringsten (0,5 %/Jahr), innerhalb der Gruppe mit
mindestens einer stattgehabten Synkope etwa viermal so hoch (1,9 %/Jahr) und bei den
Patienten mit tiberlebtem SCD mit 7,7 % pro Jahr signifikant erhoht (Probst et al. 2010).
Daraus ergibt sich, dass die Komplikationsrate bei BrS unter symptomatischen Patienten

erhoht ist.

4.3.2 Die Spinozerebellare Ataxie

Bei der spinozerebelldren Ataxie (SCA) handelt es sich um eine heterogene Gruppe von
neurodegenerativen Erkrankungen mit autosomal-dominanter Vererbung (Cui et al.
2024). Das Genotyp-Phianotyp-Spektrum der Erkrankung ist komplex. Die Gemeinsam-
keit aller Formen besteht vor allem in der Ausbildung einer Ataxie, resultierend aus der
progressiven Degeneration des Kleinhirns (Sullivan et al. 2019). Fiir diese Forschungsar-
beit sind insbesondere die Subtypen SCA19/22 von Interesse, da beiden Formen eine
LOF-Mutation im KCND3-Gen zugrunde liegt (Pollini et al. 2020). In den meisten Féllen
weist die SCA keine eindeutige Genotyp-Phénotyp-Korrelation auf, was eine zuverlassige
Unterscheidung ihrer Subtypen anhand des klinischen Phénotyps schwierig macht. Daher
sind Gentests das wichtigste Diagnoseinstrument fiir diese Erkrankung. Aufgrund der
Entwicklung und Etablierung von Gentests konnte die Liste der mit SCA assoziierten

Gene in den letzten Jahren kontinuierlich erweitert werden (Chen et al. 2015).

4.3.2.1 Pathophysiologie

Aufgrund des heterogenen Charakters der Erkrankung muss die Pathogenese in Abhin-
gigkeit des jeweiligen SCA-Subtyps erfolgen. Derzeit werden ungefahr 50 SCA-Formen
unterschieden, deren zugrunde liegender Pathomechanismus entweder auf einer Repeat-
expansion, darunter auch eine Polyglutamin-Expansion (SCA3), oder auf einer Punktmu-
tation (SCA19/22) beruht (Cui et al. 2024). Die entsprechenden Punktmutationen betref-
fen mitunter auch Gene, die fiir Ionenkanéile und deren Untereinheiten kodieren, sodass
einige Formen der SCA (19/22) als Kanalopathien gelten (Sullivan et al. 2019). Neben
den unterschiedlichen Pathogeneseformen der einzelnen SCA-Subtypen besteht das pa-
thophysiologische Korrelat der SCA aus dem progredienten Funktionsverlust und/oder

Untergang der zerebelldren Purkinje-Zellen (Huang und Verbeek 2019).
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4.3.2.2 SCA Typ 19/22

Im Jahr 2002 wurde der SCA19-Lokus auf Chromosom 1p21-q21 (Verbeek et al. 2002)
und ein Jahr spdter der SCA22-Lokus auf Chromosom 1p21-q23 erstmalig identifiziert
(Chung et al. 2003). Aufgrund der Uberlappung der Lokusse wird angenommen, dass
beide Subtypen dieselbe Erkrankung reprasentieren (Schelhaas et al. 2004). Eine Besté-
tigung dafiir liefern in Abbildung 9 dargestellte ethnieniibergreifende Mutationsanalysen
aus dem Jahr 2012, die heterozygote Mutationen im KCND3-Gen als pathologisches Kor-
relat beider Subtypen (SCA19/22) nachwiesen (Lee et al. 2012).

NH;

F227del V338E G345V TIITM
Kv4.3 224 227 230 335 338 345 348 374 377 380
Human VAF|FlcLD FAT FYAEK|GISSA VPK|T|IAG
Rat VAF|FICLD FAT FYAEK|GISSA VPK|T[IAG
Mouse VAF|FICLD FAT FYAEK|GISSA VPK[T|IAG
Horse VAF|FICLD FAT FYAEK|GISSA VPK|T|IAG

Duckbillplatypus  VAF[FlcLD  FAT|V[MFYAEK[GlsSA VPK|T[IAG
Commonturkey  VAF[FlcLD  FAT|VMFYAEK[G[SSA VPK|T[lIAG
African clawed frog VAF[FlcLD  FAT|VMFYAEK|GlSSA VPK|T[IAG
Zebra fish VAFFlcLD  FATVMFYAEK[G)SSA VPK[T|IAG

Abbildung 9 KCND3-Mutationen und Kv4.3-Membrantopologie. Kv4.3-Topologie und Lage der vier Mutationen:
rotes Dreieck, ¢.679 681delTTC (p.F227del); blaue Kreise, c¢.1013T>C p.V338E, ¢.1034G>T p.G345V, und
¢.1130C>T p.T377M. Die mutierten Aminoséuren sind evolutionér konserviert, wie der Abgleich der Proteinsequenzen

von Kv4.3 zeigt (Lee et al. 2012).

Daraus resultiert fiir beide SCA-Subtypen eine Funktionsstorung im Sinne einer
LOF-Mutation des spannungsgesteuerten Kaliumkanals Kv4.3, der neben der kardialen
Expression auch in hohem Mal3e neuronal exprimiert wird (Gazulla und Berciano 2024).
Vor allem in den zerebelldren Purkinje-Zellen wird Kv4.3 stark exprimiert und kon-
zentriert sich dort, wo Kletterfasern mit dendritischen Stellen in Kontakt treten. Dartiber
hinaus ist Kv4.3 auch in den tiefen Kleinhirnkernen, Kérnerzellen und Interneuronen der

Molekularschicht nachweisbar (Kollo et al. 2006). Die zugrunde liegenden
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KCND3-Mutationen der SCA19/22 fiihren {iber eine verminderte Expression des neuro-
nalen Kv4.3 zu einer reduzierten bis nicht nachweisbaren A-Typ-Kaliumstromdichte (Du-
arri et al. 2012; Lee et al. 2012). Varianten mit vermindertem K'-Efflux sind mit einer
progressiven Ataxie im Erwachsenenalter assoziiert, wiahrend Mutationen, die einen voll-
standigen Verlust der A-Typ-Kaliumstromdichte verursachen, mit friih einsetzender Ata-

xie und kognitiver Dysfunktion einhergehen (Gazulla und Berciano 2024).

4.3.2.3 Klinische Symptomatik

Klinisch prasentiert sich die SCA heterogen, wobei jedoch etwa ein Drittel der Betroffe-
nen ausschlieBlich zerebelldre Symptome aufweist (Wessel und Weiland 2018). Zu den
typischen Kernsymptomen gehdren Gangataxie, Nystagmus, Sehstérungen und Dys-
arthrie. Dariiber hinaus ist das Auftreten von pyramidalen und extrapyramidalen Stérun-
gen, Ophthalmoplegie sowie kognitiven Beeintrachtigungen moglich (Sullivan et al.
2019). In weitaus selteneren Féllen sind infolge einer retinalen Degeneration ein progre-
dienter Visusverlust sowie die Entwicklung einer Epilepsie moglich (Wessel und Weiland

2018).

4.3.2.4 Therapie und Prognose

Eine kausale Therapie ist derzeit nicht moglich; die SCA gilt als unheilbar (Jiang et al.
2017). Aus diesem Grund umfasst das Therapiekonzept bei SCA hauptsichlich die symp-
tomatische Behandlung der Krankheitsfolgen und -symptome, wie beispielsweise Mus-
kelspastik und -krdmpfe, Dysésthesien und Dystonien sowie Blasenentleerungsstorungen
(Wessel und Weiland 2018). Dariiber hinaus gelten rehabilitative Ansitze in Form von
physio- und ergotherapeutischer sowie logopadischer Betreuung als MaBnahmen zur
Steigerung der Lebensqualitit (Synofzik und [1g 2014). Wihrend der rein zerebelldre Pha-
notyp nicht mit einer eingeschrinkten Lebenserwartung assoziiert ist, betrigt die mediane
Uberlebenszeit bei Patienten mit Begleitsymptomen ca. 25 Jahre nach Erkrankungsbe-
ginn (Wessel und Weiland 2018).
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4.4 Das Long-QT-Syndrom
Beim Long-QT-Syndrom (LQTS) handelt es sich um eine Herzerkrankung aus der

Gruppe der Kanalopathien. Dabei wird eine kongenitale (primére) von einer erworbenen
(sekundiren) Form unterschieden. Zu der erworbenen Form zéhlt auch das medikamen-
tos-induzierte LQTS, das durch eine Vielzahl von bekannten Medikamenten ausgelost
werden kann und somit eine grole Bedeutung im klinischen Alltag tragt (Kannankeril et
al. 2010). Charakteristisch fiir die Erkrankung ist eine prolongierte ventrikuldre Repola-
risation des kardialen Aktionspotentials. Erstbeschrieben wurde eine Unterform der Er-
krankung im Jahr 1957 durch die norwegischen Internisten Jervell und Lange-Nielsen
(Jervell und Lange-Nielsen 1957). Die Priavalenz des LQTS wird auf etwa 1:2000 ge-
schitzt (Schwartz et al. 2009).

4.4.1 Einteilungen

Historisch wurde das LQTS basierend auf der Art seiner Vererbung klassifiziert: Einer-
seits das autosomal-rezessiv vererbte Jervell-Lange-Nielsen-Syndrom (JLNS) mit beglei-
tender Innenohrschwerhorigkeit, anderseits das weitaus hdufiger auftretende, autosomal-
dominant vererbte Romano-Ward-Syndrom, welches die phinotypisch mildere Form dar-
stellt (Patel und Antzelevitch 2008). Heute wird das LQTS als eine genetisch heterogene
Herzerkrankung betrachtet, die durch inkomplette Penetranz und variable Expressivitét
bei verschiedenen potenziell betroffenen Genen sowie deren assoziierten lonenkanélen
charakterisiert ist (Bohnen et al. 2017). Nach aktuellem Stand sind mindestens 17 Formen
des LQTS bekannt (Bohnen et al. 2017). Die hdufigsten LQT-Subtypen werden in Abbil-
dung 10 dargestellt. In etwa 75 % der Félle liegt ein LQT1, LQT2 oder LQT3 vor (Lanka-
puthra und Voskoboinik 2021).
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Subtyp Gen Protein Funktionsdefekt des lonenkanals

LQTI1 KCNQI1 KvLQT!1 Reduzierter Ig,

LQT2 KCNH2  HERG Reduzierter Iy,

LQT3 SCNSA Navl.5 Gesteigerter Iy,

LQT4 ANK2 Ankyrin B Reduzierte Membranexpression des Na“-Kanals
LQTS KCNE1 MinK Reduzierter I

LQT6 KCNE2 MiRP Reduzierter I,

LQT7 (Andersen-Syndrom) KCNJ2 Kir2.1 Reduzierter Auswirtsstrom Iy,

LQTS (Timothy-Syndrom) CACNAlc Cavl.2 Gesteigerter I,

LQT9 CAV3 Kardiales Caveolin-Gen Gesteigerter In,

LQTI10 SCN4B Natriumkanal-p-4-Untereinheit Gesteigerter Ix,

LQTI11 AKAP9 Yotiao Reduzierte I -Aktivierung durch Katecholamine
LQTI12 SNTA1 Syntrophin Reduzierter Iy,

LQTI13 KCNI5 Kir3.4/GIRK4 Reduzierter Ig ach

JLN1 KCNQI1 K,7.1 Reduzierter Ig,

JLN2 KCNE1 KCNEI1 (minK) Reduzierter Iy

Abbildung 10 Auflistung der verschiedenen LQT-Subtypen. Alle Subtypen sind mit dem betroffenen Gen, Ionen-
kanal und funktioneller Auswirkung der jeweiligen Mutation aufgefiihrt (Schimpf und Borggrefe 2015).

4.4.2 Pathophysiologie

Aufgrund ihrer Heterogenitit kann die Pathophysiologie des LQTS nicht als stereotypisch
betrachtet werden. Schitzungsweise liegt fiir 80 % der phéanotypischen LQTS-Formen
ein entsprechender Genotyp vor (Barsheshet et al. 2014). Der pathophysiologische Me-
chanismus beruht hierbei vor allem auf LOF-Mutationen in Kaliumkanilen des ventri-
kuldren Myokards. Dariiber hinaus sind auch GOF-Mutationen fiir einige Subtypen ur-
sdchlich, zum Beispiel im SCN5A4-Gen bei LQT3. Die Korrelation zwischen pathophysi-
ologischer Grundlage und entsprechender EKG Diagnostik wird durch Abbildung 11 ver-
deutlicht. Abbildung 12 stellt die elektrophysiologische Grundlage des LQTS dar.

Bei 30-35 % aller Fille des LQTS fiihrt eine LOF-Mutation im KCNQI-Gen zu einem
reduzierten Ixs (LQT1), bet 2540 % eine LOF-Mutation im KCNH2-Gen zu einem re-
duzierten Ik, (LQT2) und bei 5-10 % eine GOF-Mutation im SCN54-Gen zu einem ge-
steigerten Ina (LQT3) (Schimpf und Borggrefe 2015).
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Abbildung 11 Vergleichsdarstellung von EKG und zelluléiren Ionenstromen des ventrikuliiren Aktionspotentials.
a Die Membrandepolarisation und der schnelle Aufstrich des ventrikuldren Aktionspotentials fithren zur Entstehung
des QRS-Komplexes. Die Dauer des QT-Intervalls entspricht der Zeit bis zur ventrikuldren Repolarisation. Das relativ
stabile Membranpotential wéhrend der Plateauphase des Aktionspotentials fithrt zu einer kurzen isoelektrischen Phase.
Durch die ventrikuldre Repolarisation entsteht die T-Welle. b Zeitverlauf mehrerer Ionenstrome, die der Morphologie
des ventrikuldren Aktionspotentials zugrunde liegen (Strome nicht mafBstabsgetreu). Der schnell-aktivierende und -in-
aktivierende Ina treibt die Membrandepolarisation voran. Insbesondere die zwei K*-Strome ks und /x: tragen zum re-

polarisierenden Strom und somit zur Repolarisation des Membranpotentials bei (Bohnen et al. 2017).

[A. Ventricular AP

+30 mV Pha.sa 1 Phase 2
I\ ﬁ
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B. ECG ] IIA_.A_l_l_u_n_-_,-"
Q 0
c. QT interval [ 00-440 ms d Normal
=470 ms (males) and =480 ms (females)
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Abbildung 12 Elektrophysiologische Basis des LQTS. a Physiologischer AP-Verlauf (blau) und prolongiertes ventri-

kuldres Aktionspotential bei LQTS (griin). Potenziell urséchliche Ionenstrome sind namentlich und in den
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entsprechenden AP-Phasen mit ihrer funktionellen Stérung angefiihrt (Pfeil hoch = Stromzunahme, Pfeil runter =
Stromabnahme). b Schematische EKG-Darstellung eines unauftélligen Befunds (blau) und einer QT-Verldngerung. ¢
Schematische Darstellung eines physiologischen (blau) und einer QT-Intervall Verldngerung (griin) (Giudicessi und

Ackerman 2013).

Die pathophysiologische Konvergenz der drei haufigsten Subtypen (LQTI1-LQT3) be-
steht trotz ihrer unterschiedlichen Kausalitét in der Verldngerung der ventrikuldren Akti-
onspotentialdauer. Durch die Verldngerung der Phasen II (Plateau) und III (Repolarisa-
tion) konnen frithe Nachdepolarisationen (engl. early afterdepolarization, EAD) auftre-
ten, die wiederum als potenzieller Ausloser einer Torsade-de-Pointes-Tachykardie (TdP)

gelten (McMillan et al. 2017).

Eine Besonderheit des Subtyps LQTI1 ergibt sich aus dem betroffenen Ionenkanal
KvLQT1, der physiologisch eine wichtige Rolle bei der sympathikusabhéngigen und
sympathikusunabhéngigen Herzfrequenzadaptation spielt. Bei Aktivierung von B-Ad-
renozeptoren wird KvLQT1 nach Erh6hung des intrazelluldaren cAMP-Spiegels durch die
Proteinkinase A (PKA) phosphoryliert, wodurch die /ks-Amplitude zunimmt. Uber diesen
Mechanismus kénnen die ventrikuldre Repolarisation und somit die gesamte Aktionspo-
tentialdauer bei erhohter Herzfrequenz adaptiv verkiirzt werden (Walsh und Kass 1988,

1991).

Im Falle einer LQT1-Erkrankung kann die Frequenzadaptation beeintrachtigt sein. Wah-
rend im physiologischen Zustand bei maximaler Herzfrequenz die QTc-Zeit signifikant
sinkt, zeigen Patienten mit LQT1 oder LQT2 charakteristischerweise unverdnderte

QTc-Zeiten (Viskin et al. 2010).

4.4.3 Klinische Symptomatik

Die Bandbreite an Symptomen ist vielfaltig und reicht von lebenslanger Beschwerdefrei-
heit bis hin zum plétzlichen Kindstod (Schimpf und Borggrefe 2015). In 80 % der klinisch
auffilligen Erkrankungsféllen besteht die Erstsymptomatik aus synkopalen Ereignissen
(Moss et al. 1991). Etwa 50 % der klinisch auffilligen Patienten mit LQTS werden bis

zum zwolften Lebensjahres symptomatisch, 90 % bis zum 40. Lebensjahr (Schwartz et

al. 2009).
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Ein iiberlebter Herzkreislaufstillstand oder ein SCD als klinische Erstmanifestation sind
mit etwa 8 % aller symptomatischen LQTS-Erkrankungen vergleichsweise selten (Ro-
hatgi et al. 2017). Es wird jedoch vermutet, dass 10—-15 % der Fille des plotzlichen Kinds-
tods auf eine LQTS-Erkrankung zuriickzufiihren sind (Schwartz et al. 2009).

Mit Ausnahme des JLNS beruht die klinische Symptomatik bei LQTS fast ausschlieBlich
auf rhythmogenen Komplikationen. In den meisten Féllen handelt es sich dabei um TdP
(siehe Abbildung 13), die durch die verldngerte Aktionspotentialdauer und damit einher-
gehenden EADs wiéhrend der ventrikuldren Repolarisation ausgeldst werden konnen
(Lankaputhra und Voskoboinik 2021). Eine TdP geht zumeist mit Ubelkeit, Schwindel
oder synkopalen Ereignissen einher und tritt typischerweise paroxysmal auf. In den meis-
ten Féillen verlduft sie selbstlimitierend, kann aber in ein lebensbedrohliches Kammer-

flimmern {ibergehen (Akiyama et al. 1989).

L LA MM
Gl »T—-J‘Lf‘duwuﬂnhl\i\-}br J'U\J‘v‘—’hﬂﬂfﬂf“ s L
J}—ﬁ‘.rrxjf- L’%""*L/L-’Lﬂvw JU U] ﬂd/l L;)M/ / VA WA VJV\JHL

Abbildung 13 EKG-Aufzeichnung einer akut einsetzenden TdP bei einem Patienten mit LQTS. Vorausgehend ist
eine Initiationssequenz mit kurzem-langem-kurzem RR-Intervall, welche typischerweise unmittelbar vor einer TdP

auftritt (Chiang und Roden 2000).

4.4.4 Diagnostik

Fiir die Diagnosesicherung des LQTS gilt das 12-Kanal-EKG als die wichtigste Methode
(Schimpf und Borggrefe 2015). Dabei wird die QT-Zeit insbesondere in den Ableitungen
IT oder V5 bzw. V6 gemessen, wobei der insgesamt lingste Messwert bewertet wird
(Goldenberg et al. 2006). Nach anschlieBender Frequenzkorrektur durch die Bazett-For-
mel gilt eine QTc-Zeit > 450 ms bei Méannern und > 460 ms bei Frauen als pathologisch
und hinweisend auf das Vorliegen eines LQTS (Schimpf und Borggrefe 2015). Dariiber
hinaus sollte damit einhergehend eine arztliche Begutachtung der T-Wellen-Morphologie
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erfolgen, da sie in einigen Fillen Riickschliisse auf den LQT-Subtyp geben kann (Moss
et al. 1995).

Bei grenzwertigen EKG-Befunden oder Risikofaktoren, wie beispielweise eine positive
LQTS-Familienanamnese oder Synkopen unklarer Genese in der Vergangenheit, sind
weiterflihrende EKG-Untersuchungen im Stehen oder unter Belastung insbesondere fiir

die Diagnosesicherung von LQT1 und LQT2 wegweisend (Schimpfund Borggrefe 2015).

Fiir die Diagnosesicherung von LQT1 gilt der sogenannte Epinephrin-Test als probates
Mittel. Dabei erhalten die Patienten unter dauerhafter EKG-Kontrolle intravends eine ge-
wichtsabhdngige Dosis Epinephrin, die initial als Bolus und anschlieBend kontinuierlich
verabreicht wird. Die QTc-Zeit wird zu definierten Zeitpunkten gemessen und beurteilt.
Eine signifikante Verldngerung der QTc-Zeit gilt als positiver Befund und weist auf das
Vorliegen einer LQT 1-Erkrankung hin (Shimizu et al. 2003).

Da bei Patienten mit LQTS in 10—40 % der Fille initial ein diagnostisch unsicheres EKG
vorliegt (Vyas et al. 20006), gilt seit 2011 durch die Européische Herzrhythmusorganisa-
tion (EHRA) und die Heart Rhythm Society (HRS) die Empfehlung zur weiterfithrenden
molekulargenetischen Diagnostik. Bei dem Nachweis einer Mutation sollte diese eben-

falls auf die Verwandten ersten Grades der Patienten erweitert werden (Ackerman et al.

2011b).

4.4.5 Therapie

Aktuell dient die Therapie bei LQTS primér der Pravention von arrhythmogenen Ereig-
nissen und den damit verbundenen Komplikationen, wie zum Beispiel Synkopen oder
plotzlicher Herztod (Priori et al. 2013b). Die derzeitigen Therapieoptionen beinhalten so-
wohl konservative als auch invasive Verfahren, die unter Beriicksichtigung des individu-

ellen Risikoprofils der Patienten mit LQTS gewahlt werden.

Die konservativen Therapieoptionen umfassen einerseits Lebensstil-Modifikationen
(zum Beispiel Vermeidung von Leistungssport, QT-Zeit verlangernden Medikamenten)
und andererseits die dauerhafte Einnahme von Betablockern (Cho 2016). Die medika-
mentdse Therapie mit Betablockern ist mit einer signifikanten Reduktion kardialer Ereig-

nisse assoziiert. Fast ein Drittel aller symptomatischen Patienten erleiden jedoch auch
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unter Einnahme von Betablockern innerhalb von funf Jahren dennoch mindestens ein kar-

diales Ereignis (Moss et al. 2000).

Die Indikation zur Anlage eines intrakardialen Defibrillators (ICD) besteht bei Patienten
mit tiberlebtem Herzkreislaufstillstand und/oder fortbestehenden synkopalen Ereignissen
unter laufender medikamentdser Therapie und dient der SCD-Préavention (Schimpf und
Borggrefe 2015). In einigen Féllen kann operativ eine linkskardiale sympathische Dener-
vation (LCSD) als primére Therapieform erwogen werden. Obwohl sie aktuell vergleichs-
weise eher selten erfolgt, gilt ihre Effektivitit dhnlich der ICD-Anlage bei geringerer
Komorbiditdt (Schwartz 2009).

4.4.6 Prognose

Aufgrund der Heterogenitét der Erkrankung ist eine eindeutige Prognose erschwert. Als
risikoreiche Prognosemarker gelten eine QTc-Zeit > 500 ms, Synkopen vor Erreichen des
siebten Lebensjahrs sowie das Vorliegen der Subtypen LQT2 oder LQT3 (Jons et al.
2010). Dartiber hinaus nimmt die medikamentdse Therapie Einfluss auf den Krankheits-
verlauf. Die Mortalitdt 15 Jahre nach Erst-Synkope betrdgt bei medikamentds oder inter-
ventionell behandelten Patienten mit LQTS 9 %, bei génzlich Unbehandelten hingegen
60 % (Schwartz 1985). Bis zu 30 % der medikamentds behandelten Patienten mit LQTS
erleiden dennoch mindestens ein erneutes rhythmogenes Ereignis (Schimpf und Borg-

grefe 2015).

4.5 Vorstellung des Patientenfalls

Im Jahr 2021 stellte sich eine Patientin zur Verlaufskontrolle in der Spezialambulanz des
Instituts fiir Genetik von Herzerkrankungen im Universitdtsklinikum Miinster vor. Die im
Jahr 1994 geborene Frau erlitt 2008 im Rahmen sportlicher Betdtigung (Fuflball) eine
Priasynkope. Nach einer kardiologischen Untersuchung wurde die Verdachtsdiagnose auf
LQTS formuliert. Eine erste molekulargenetische Untersuchung im Jahr 2011 ergab kei-
nen Hinweis auf das Vorliegen einer assoziierten pathologischen Genverdnderung. Dar-
tiber hinaus lag eine unauffillige Familienanamnese vor. Das Vorliegen einer strukturel-

len oder koronaren Herzerkrankung konnte ausgeschlossen werden.
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Die initiale medikamentdse Dauertherapie mit einem Betablocker wurde nach einiger Zeit
abgebrochen und im Rahmen eines Krankenhausaufenthalts im Jahr 2020 wieder fortge-
setzt. Zu dieser Zeit klagte die Patientin iiber Palpitationen und berichtete von rezidivie-
rendem Herzrasen, insbesondere nach dem morgendlichen Aufwachen, begleitet durch
ein thorakales Druckgefiihl. Wéhrend des Krankenhausaufenthaltes wurde eine unauffil-

lige QTc-Zeit von 450 ms gemessen.

Bei der zuvor erwidhnten Verlaufskontrolluntersuchung befand sich die Patientin in einem
guten Allgemein- und Erndhrungszustand. Das Ruhe-EKG sowie die Belastungsphase
des Belastungs-EKG ergaben keinen Hinweis auf eine signifikante Repolarisationssto-
rung. Wihrend der Nachbelastungsphase des Belastungs-EKGs konnten jedoch QTc-In-

tervalle bis 585 ms bei einer Herzfrequenz von 97/min gemessen werden.

In diesem Zusammenhang wurde mit der Patientin die Fortfithrung der medikamentdsen
Therapie, Lebensstilanpassungen sowie die Durchfiihrung einer erweiterten molekular-
genetischen Untersuchung vereinbart. Diese Untersuchung ergab das Vorliegen einer Va-
riante im KCND3-Gen, das fiir den Kv4.3-Kanal kodiert und zu dem Aminoaustausch
Kv4.3™ fiihrt.

4.6 Zielsetzung

Das zentrale Ziel dieser Forschungsarbeit besteht aus der funktionellen elektrophysiolo-
gischen Charakterisierung der Kv4.3">"M-Variante, die durch unseren Kooperations-
partner Prof. Dr. Schulze-Bahr, Direktor des Instituts fiir Genetik von Herzerkrankungen
im Universitdtsklinikum Miinster, bei einer Patientin mit belastungsabhéngigem transien-
ten LQTS identifiziert wurde. Dazu sollte im experimentellen Teil dieser Forschungsar-
beit mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (engl. two-electrode vol-
tage clamp, TEVC) Stromamplituden sowie die Kanalaktivierung, -inaktivierung und Er-
holung von der Inaktivierung der Kv4.37"™M-Variante im Vergleich zum Wildtyp (WT)

untersucht werden.

Die Variante liegt im zytosolischen N-Terminus der a-Untereinheit des spannungsabhén-
gigen Kv4.3-Kanals. Somit ist die Genvariante im Bereich der Bindestelle der akzessori-
schen Untereinheit KChIP2 lokalisiert (Decher et al. 2001). Funktionelle Beeintrachti-

gungen von KChIP2 wurden bereits mit primér elektrischen Herzerkrankungen,
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insbesondere mit BrS (siche Abschnitt 4.3.1), assoziiert (Giudicessi et al. 2011). Entspre-

chend soll zur Identifizierung des Pathomechanismus die KChIP2-Modulation der iden-

tifizierten Kv4.37"M-Variante im Vergleich zum Kv4.3WT ebenfalls elektrophysiologisch

charakterisiert werden.

5 Material und Methoden

5.1 Material
5.1.1 Gerate

Tabelle 1 Ubersicht verwendeter Geriite und Verbrauchsmaterialien.

Gerite und Verbrauchsmaterial
Analog/Digital-Wandler Digidata 1440
Axoclamp 900A Verstarker
Borosilikat-Kapillaren ,,GB 150TF-8P*
Computer-Programm ,,Clampex*
Computer-Programm ,,Clampfit 10%
Computerprogramm Origin 2016
DMZ-Universal Puller

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit [
HiScribe T7 ARCA mRNA Kit
Injektionskapillaren 3-000-203-G/X
Magnetrithrer MH15

MicroForge MF-830

Mikroinjektor Nanoject II

Mikroskop SZ40

Parafilm

pH-Meter Five Easy FE20
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis
Kit

Hersteller

Axon Instruments
Axon Instruments
Science Products
Molecular Devices
Molecular Devices
OriginLab, Corporation
Zeitz-Instruments
Omega Bio-Tek
Omega Bio-Tek

New England Biolabs
Drummond

Roth

Narishige

Drummond Scientific Company
Olympus

Bemis

Mettler Toledo

Stratagene
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Spektralphotometer NanoDrop™ 2000

TC-Platten, 24 Well, Standard F
TC-Platten, 6 Well, Standard F
Transferpipetten 3,5 ml
Vortexer VF2

5.1.2 Chemikalien

Tabelle 2 Auflistung verwendeter Chemikalien.

Chemikalie

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsdure (HEPES)
Calciumchlorid (CaCly)
Ethanol (EtOH)
Gentamycinsulfat
Hydrogenchlorid (HCI)
Kaliumchlorid (KCI)
Magnesiumchlorid (MgCl»)
Mineral6l

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natrium-Pyruvat
Theophyllin
Tricain-Methansulfonat (MS-222)

5.1.3 Losungen
AB-Losung (pH =17.5)

Tabelle 3 Chemische Zusammensetzung der AB-Lésung. Diese wurde zur Aufbewahrung der Xenopus laevis-Oozy-

Thermo Fisher Scientific
SARSTEDT AG & Co
SARSTEDT AG & Co
Sarstedt

Janke & Kunkel (IKA)

Hersteller

Sigma

Honeywell Fluka
Roth

Sigma

Roth

Roth

Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

ten eingesetzt. Der pH Wert wurde mit 2 M NaOH auf 7,5 eingestellt.

Chemikalie

NaCl 96

Konzentration (mM)

Menge (g/1)

5,610
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KCl 2 0,149

CaCl, 1,8 0,265
MgClo 1 0,203
HEPES 5 1,190
Natriumpyruvat 2,5 0,274
Theophyllin 0,485 0,088
Gentamycin 50 mg/1 1 ml

ND96-Losung (pH =7.,5)

Tabelle 4 Chemische Zusammensetzung der ND96-Losung. Diese Losung diente als Messlosung bei der TEVC-Me-
thode. Der pH Wert wurde mit 2 M NaOH auf 7,5 eingestellt.

Chemikalie Konzentration (mM) Menge (g/1)
NaCl 96 5,610
KCl 2 0,149
CaCl, 1,8 0,265
MgCl 1 0,203
HEPES 5 1,190

OR2-Losung (pH =17.5)

Tabelle 5 Chemische Zusammensetzung der OR2-Lésung. Diese wurde zur Spiilung und Kollagenase-II-Behand-

lung der Xenopus laevis-Oozyten im Rahmen der Isolation verwendet. Der pH Wert wurde mit 2 M NaOH auf 7,5

eingestellt.
Chemikalie Konzentration (mM) Menge (g/1)
NaCl 83,5 4,880
KCl 2 0,149
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MeCl, 1 0,203

HEPES 5 1,190

5.1.4 Versuchstiere

Als heterologes Expressionssystem fiir die elektrophysiologischen Messungen wurden
die undifferenzierten und omnipotenten Oozyten des siidafrikanischen Krallenfroschs Xe-
nopus laevis verwendet. Die Versuchstiere wurden entsprechend der Richtlinien des deut-
schen Tierschutzgesetzes gehalten und deren experimentelle Verwendung zur Isolation
von Ovariallappen vom zustdndigen Regierungsprasidium Gielen genehmigt (MR 20/28

Nr. A 23/2017).

5.2 Molekularbiologische Methoden
5.2.1 cDNA Konstrukte

Die verwendeten cDNAs lagen bereits im Oozytenexpressionsvektor pSGEM vor und
wurden fiir den vorliegenden Forschungsprozess von der AG Decher zur Verfiigung ge-
stellt (siehe Tabelle 6). Diese wurden in chemisch kompetenten Escherichia coli-Zellen
des Stammes DH5a (Invitrogen) vervielfaltigt und mittels Plasmid-Préparation mit Hilfe
des E.Z.N.A® Plasmid DNA Mini Kit I (Omega Bio-tek, VWR International GmbH)

isoliert.

Tabelle 6 Ubersicht der verwendeten cDNA-Konstrukte. Fiir das jeweilige cDNA-Konstrukt sind Spezies, Gen-

Bank-Nummer (,,accession number*), Vektor, Resistenz und der fiir die cRNA-Synthese verwendete Promotor gelistet.

cDNA Spezies GenBank-Nr. Vektor Resistenz Promotor
Kv4.3 Human NM 172198.3 pSGEM Ampicillin T7
KChIP2 Human AY 026328 pSGEM Ampicillin T7
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Der gewihlte pPSGEM-Vektor gewéhrleistet eine effiziente Expression der Fremdproteine
in Xenopus laevis-Oozyten. Neben einem Resistenzgen fiir Ampicillin und den Promotor-
Bindestellen fiir die RNA-Polymerasen SP6 und T7, besitzt pSGEM die 3'- und 5'-UTR
des Xenopus-B-Globin-Gens, welche die multiple Klonierungsstelle (engl: multiple clon-
ing site, MCS) umgeben (siche Abbildung 14). Dadurch wird die Translationseffizienz in
den Oozyten erhoht.

:; q Sacl
5'UTR Kpnl

Sacll
Bstx|
Eagl
Notl
Xhal
Spel
BamHI|
Smal
3118 bp Pstl
™, EcoRI
EcoRV
Hindlll
Clal
Hincll/Sall/Accl
Xhol
Apal

PSGEM

I Sphl

3'UTR Pacl
Sfil

Nhel

Abbildung 14 Schaubild des verwendeten pSGEM-Vektors. Die Gesamtgrofle des Vektors betrdgt 3118 bp. Die

Lage des Resistenzgens fiir Ampicillin (Amp®) sowie die Promotor-Bindestellen der T7- und SP6-RNA-Polymerasen
sind abgebildet. Die Lokalisation der 3'- und 5"-UTR des Xenopus--Globin Gens sowie die MCS und Restriktions-

schnittstellen zur Linearisierung des Vektors sind dargestellt.

5.2.2 Zielgerichtete Mutagenese

Durch zielgerichtete Mutagenese mit dem QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent Technologies, Inc.) erfolgte in der Kv4.3-cDNA ein Basenaustausch, der im
Kv4.3-Protein zum Austausch von Threonin gegen Methionin an Position 57 fiihrte. Das

Konstrukt wurde ebenfalls von der AG Decher zur Verfiigung gestellt.
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5.2.3 Linearisierung der Plasmid DNA

Zur Linearisierung der Plasmide wurde zunichst ein Reaktionsansatz bestehend aus 4 pg
Plasmid-DNA, 2 ul Restriktionsenzym sowie 2 pl 10x FastDigest-Puffer hergestellt und
der Ansatz mit destilliertem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Zur Linearisierung von
Kv4.3-pSGEM wurde die Endonuklease Nhel (Thermo Fisher Scientific) verwendet, fiir
KChIP2-pSGEM die Endonuklease Nsil (Thermo Fisher Scientific). Der Reaktionsansatz
wurde flir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und im nédchsten Schritt unter Verwendung des
»E.Z.N.A.® Cycle Pure Kits* (Omega Bio-Tek) einem DNA-Aufreinigungsverfahren un-
terzogen. Folgend wurde die Qualitdt der linearisierten Plasmid-DNA anhand der Auftra-
gung aufein 1,5 prozentiges Agarosegel beurteilt und die Konzentration mit einem Spekt-

ralphotometer (NanoDrop™, Thermo Fischer) bestimmt.

5.2.4 In vitro Transkription

Nach erfolgreicher Qualitétsiiberpriifung der linearisierten Plasmid-DNA erfolgte die
cRNA-Synthese mit dem ,,HiScribe T7 ARCA mRNA Kit“ (New England Biolabs).
750 ng linearisierte Plasmid-DNA wurden mit 7,5 pl 2x ARCA NTP-Mix, 1,5 ul T7 RNA
Polymerase Mix und 0,75 pl DTT vermischt und der Ansatz mit dH>O auf 15 pl aufge-
fiillt. Der Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde 1 pl
DNAse hinzugegeben und der Ansatz erneut 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Letztlich
erfolgte die Fallung der cRNA. Dazu wurden zum Ansatz 25 pl Lithiumchlorid und 30 pl
destilliertes Wasser hinzugefiigt und der Ansatz iiber Nacht bei -20 °C gelagert. Darauthin
erfolgte eine Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm. Nach dem vorsich-
tigen Abpipettieren des Uberstands wurden 150 ul 80 % Ethanol hinzugegeben. Der An-
satz wurde fiir 15 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert, der Uberstand erneut
vorsichtig abpipettiert und das Gefdl fiir eine Minute bei 37 °C getrocknet. Es erfolgte
eine Elution in 12 pul RNAse freiem dH>O. Die Qualitidt der cRNA wurde per Agarose-
Gelelektrophorese gepriift, Reinheit und Konzentration mit dem Spektralphotometer
,»NanoDrop™ 2000 (Thermo Fischer). Zur Quantifizierung der cRNA wurde die Lich-
tabsorption bei einer Wellenldnge von 260 nm gemessen und durch Verdiinnung der
cRNA mit RNAse-freiem dH,O die Zielkonzentration zur Injektion in Xenopus lae-

vis-Oozyten erreicht.
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5.3 Elektrophysiologische Methoden

5.3.1 Priparation der Xenopus laevis-Oozyten

Am Tag der cRNA-Injektion erfolgte durch ausgebildetes Personal die Oozytenpriapara-
tion aus einem weiblichen, ausgewachsenen Frosch der Gattung Xenopus laevis. Zur suf-
fizienten Analgesie wurde der Frosch mittels 0,15 prozentiger Tricain-Losung narkotisiert
und nach dem vollen Wirkungseintritt der Anésthesie in eine mit Eis befiillte Operations-
schale riickengelagert. Der abdominelle Zugang wurde durch eine etwa 0,5 cm lange
Langslaparatomie gewihrleistet. Unter stindiger Hautbefeuchtung wurde eine partielle
Ovariektomie vorgenommen und die Hautinzision per Naht verschlossen. Zur Regenera-
tion von Andsthesie und Eingriff wurde der Frosch nach dem Eingriff in ein wasserge-

fulltes Becken uiberfiihrt.

Zur Entfernung von iiberschiissigem Gewebe wurde das Priparat nach wiederholtem Spii-
len mit OR2-Losung (1,5 mg/ml) fiir zwei Stunden in Kollagenase-II-haltige (Nordmark)
OR2-Lo6sung unter schonender Rotation bei 16 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Xenopus laevis-Oozyten mehrfach mit AB-Losung gewaschen und daraufhin unter Ein-
satz eines Stereomikroskops ,,SZ40% (Olympus) auf ihr Entwicklungsstadium nach Du-
mont beurteilt (Dumont 1972). Fiir die cRNA-Injektion wurden lediglich Xenopus lae-
vis-Oozyten der Stadien V und VI verwendet und bis zum Zeitpunkt der Injektion in mit

AB-Losung befiillte 6-Well-Platten bei 18 °C aufbewabhrt.

5.3.2 Injektion der Xenopus laevis-Oozyten mit cRNA

Die Injektion der Xenopus laevis-Oozyten erfolgte mit Injektionsglaskapillaren der Firma
Drummond, welche in einem ersten Schritt mit Hilfe des Pipettenziehers ,,DMZ-Univer-
sal Puller* (Zeitz-Instruments) in die vorgesehene Form gezogen wurden. In einem zwei-
ten Schritt wurde die endgiiltige, zur Injektion bendtigte Form durch eine manuelle Kor-

rektur mit Hilfe der ,,MicroForge MF-830* (Narishige) erreicht.

Mittels des Mikroinjektors ,,Nanoject II der Firma Drummond Scientific Company
wurde die eigentliche Injektion getétigt. Hierzu wurden jeweils 50,6 nl cRNA in das Zy-
toplasma der Xenopus laevis-Oozyten injiziert und diese darauthin fiir jeweils 48 Stunden

bei 18 °C in AB-Losung einzeln in 24 Well-Platten aufbewahrt.
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5.3.3 Die TEVC-Methode

Die TEVC ist ein elektrophysiologisches Experimentalverfahren zur Messung von lonen-
stromen, wobei die Zellmembran der Zielzelle auf eine definierte Spannung ,,geklemmt*
wird (Nowotny und Levi 2013). Durch die Manipulation der Membranspannung auf va-
riable Werte, die unabhéngig von den lonenstromen der erregbaren Zelle sind, 1dsst sich
insbesondere das Strom-Spannungs-Verhiltnis von spannungsabhingigen Ionenkanélen

genauer untersuchen (Kandel R 2003).

Das Grundprinzip der TEVC geht auf die Arbeit von Cole und Marmont zuriick, die im
Jahr 1947 nach Einbringen einer internen Elektrode in ein Tintenfisch-Axon Strom appli-
zierten. Im weiteren Verlauf ihrer Forschungen stellten sie fest, dass durch die Verwen-
dung von zwei internen Elektroden und einer Riickkopplungsschaltung das Tintenfisch-
Axon auf ein von ihnen festgelegtes Membranpotential gehalten werden kann (Huxley

1996).

Aufbauend auf diese Forschungserkenntnisse und unter dem Ansatz, dass zur genauen
Untersuchung von lonenstromen eine Eliminierung der Spannungsdifferenz zwischen
Zellmembran und Spannungselektrode entscheidend ist, veroffentlichten die Physiologen
Hodgkin und Huxley im Jahr 1952 das Hodgkin-Huxley-Modell zur Charakterisierung
des Aktionspotentials (Hodgkin et al. 1952).

Aufgebaut wird die TEVC durch zwei intrazelluldre Elektroden, einer geerdeten Referen-
zelektrode, einer externen Steuereinheit und einem Riickkopplungsverstérker. Die intra-
zelluldren Elektroden werden vor Einbringung in die Zielzelle mit leitfahiger Losung be-
fiillt. Das Membranpotential der Zielzelle wird mit der intrazellulér installierten Span-
nungselektrode gegen die in der Messlosung (ND96-Losung) befindlichen Referenzelekt-
rode gemessen. Uber einen externen Riickkopplungsverstirker wird das aktuelle, tatsich-
lich gemessene Membranpotential mit dem vom Experimentator iiber die Steuereinheit
eingestellten Haltepotential (Vemd) verglichen. Besteht eine Spannungsdifferenz, kann
iiber die Stromelektrode ein sogenannter Haltestrom (/) appliziert werden, um das Vemd
zu erreichen und schlieBlich zu halten (Hodgkin et al. 1952; Bezanilla et al. 1982; Finkel
und Gage 1985).

Im Rahmen dieser experimentellen Arbeit wurden zwei mit 3 molarer KCI-Losung be-
fiillte Glaskapillaren der Sorte ,,GB 150TF-8P* (Science Products), die zuvor durch den

Pipettenzieher ,,DMZ-Universal Puller* (Zeitz-Instruments) in die erforderliche Form
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gebracht wurden, auf die Elektroden aufgesteckt und in die Xenopus laevis-Oozyten ein-
gestochen. Als Badlosung diente ND96-Losung mit einem pH-Wert von 7,5. Jede elekt-
rophysiologische Messung wurde mit dem Verstirker ,,Axoclamp 900A* in Kombination
mit dem Analog/Digital-Wandler ,,Digidata 1440A* (beide Axon Instruments) bei Raum-
temperatur durchgefiihrt. Der verwendete Elektrodenwiderstand betrug 0,3—1,0 MQ.

5.3.4 Spannungsprotokolle

Die nachfolgend beschriebenen Spannungsprotokolle wurden fiir die TEVC-Messungen
angewendet. Fiir die Messungen wurde das Computerprogramm Clampex (Molecular De-
vices) verwendet, zur weiteren statistischen und grafischen Auswertung fanden die Com-
puterprogramme Clampfit 10 (Molecular Devices) sowie Origin 2016 (OriginLab, Cor-

poration) Anwendung.

5.3.4.1 Stromamplituden

Das zur Erhebung der Stromamplituden verwendete Protokoll begann bei einem Vemd
von -80 mV. Anschlieend wurde die Zellmembran fiir insgesamt 1000 ms auf 0 mV und
danach fiir weitere 1000 ms auf -80 mV geklemmt. Darauf folgte eine Spannung von

+40 mV fiir 1000 ms. Die Auswertung der Stromamplituden erfolgte bei +40 mV.

5.3.4.2 Erholung aus der Inaktivierung

Zur Untersuchung der Kinetik der Erholung von der Inaktivierung wurde ein Protokoll
verwendet, bei dem das Membranpotential zundchst von einem Vemg von -80 mV auf
+50 mV fiir die Dauer von 200 ms depolarisiert wurde. Nach einer Erholungspause von
20 ms bei -80 mV erfolgte ein zweiter identischer Depolarisationsschritt auf +50 mV.
Dieser Ablauf wurde insgesamt 17-mal wiederholt, wobei die Dauer der Erholungsphase
zwischen den beiden Impulsen schrittweise um jeweils 150 ms verldngert wurde. Um eine
vollstindige Wiederherstellung der Kanalfunktion zwischen den einzelnen Durchldufen

sicherzustellen, wurde ein Intervall von 30 Sekunden zwischen den Sweeps eingehalten.

Zur quantitativen Bestimmung des Erholungsverlaufs wurde fiir jeden Sweep der relative

Erholungsstrom (/rec) berechnet. Dieser wurde definiert aus dem Verhiltnis der Differenz
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zwischen der maximalen Stromamplitude des ersten Depolarisationsimpulses (/i max) und
der minimalen Stromamplitude am Ende dieses Impulses (/i min) zur Differenz zwischen

der maximalen Stromamplitude des zweiten Impulses (/2 max) und /i_min geméfB Formel 1.

Formel 1

[rec = (Ilmax - Ilmin)/(lzmax - Ilmin)

Zur Bestimmung der zeitlichen Charakteristika der Erholung wurde eine monoexponen-

tielle Anpassung der resultierenden Kurve durchgefiihrt.

5.3.4.3 Strom-Spannungs-Beziehung (IV)

Dieses Protokoll dient der Ermittlung der Strom-Spannungs-Beziehung (IV). Dabei wur-
den Spannungsschritte von -60 bis +80 mV in 20-mV-Schritten fiir jeweils 500 ms aus-
gehend von einem Haltepotential von -80 mV angelegt. Das Intervall zwischen den Mes-

sungen betrug 100 ms.

5.3.4.4 Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV)

Die spannungsabhingige Leitfdhigkeit wurde durch Auswertung der Schwanzstrome
(engl. tail currents) bestimmt, die nach einer Serie von Spannungsschritten zwischen -70
mV und +60 mV in 10-mV-Schritten iiber jeweils 15 ms gemessen wurden. Diese Schritte
erfolgten ausgehend von einem Vemd von -80 mV, gefolgt von einem abschlieBenden
Schritt auf -40 mV mit einer Dauer von 50 ms. Die Analyse konzentrierte sich auf die
Spitzenamplituden der Strome wihrend des letzten Spannungsschritts, welche anschlie-
Bend auf den jeweils maximalen Stromwert normiert wurden. Zur Bestimmung der Span-
nung, bei der 50 % der maximalen Inaktivierung erreicht wurden (Vi,2), wurde eine An-

passung mittels der Boltzmann-Gleichung durchgefiihrt.

5.3.4.5 Inaktivierung

Zur Untersuchung der spannungsabhéngigen Inaktivierung wurde das Membranpotential

ausgehend von einem Vemd von -100 mV in 10-mV-Schritten bis 0 mV abgesenkt, wobei
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jeder Schritt genau eine Sekunde dauerte. Zwischen den einzelnen Spannungsschritten
wurde ein Intervall von 10 Sekunden eingehalten, um eine vollstindige Wiederherstel-
lung der Kanalfunktion zu gewahrleisten. Im Anschluss an jeden Konditionierungsschritt
erfolgte eine Testdepolarisation auf +50 mV fiir 400 ms. Die dabei gemessenen Spitzen-
stromamplituden wurden ausgewertet und auf den jeweiligen Maximalwert normiert. Die
Spannung, bei der 50 % der maximalen Inaktivierung erreicht wurden (V1,2), wurde durch

Anpassung der Daten mithilfe der Boltzmann-Gleichung bestimmt.

5.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung und Visualisierung der erhobenen Daten wurden die Com-
puterprogramme Excel (Microsoft Office), Clampfit 10 (Molecular Devices) sowie Ori-
gin 2016 (OriginLab, Corporation) verwendet. Die Daten wurden als Mittelwert + SEM

angegeben.

Die Datensitze wurden durch Anwendung des Zweistichproben-t-Test auf ihre statisti-
sche Signifikanz hin iiberpriift. Darauf aufbauend legt der p-Wert als statistisches Maf}

fest, wie wahrscheinlich die zu vergleichenden Datensitze voneinander abweichen.

p-Werte > 0,05 wurden als statistisch nicht signifikant betrachtet. *, p <0,05; **, p<0,01;
*E* p<0,001.

6 Ergebnisse

6.1 Genetische Analysen der Kv4.37" Variante

Die molekulargenetische Untersuchung der in 4.5 vorgestellten Indexpatientin ergab eine
heterozygote Kv4.37"™_Variante, die im zytosolischen Aminoterminus der Kv4.3-a-Un-
tereinheit lokalisiert ist (siche Abbildung 15a). Um die Bedeutung der mutierten Amino-
sdure Threonin an Position 57 einzuschitzen, wurde zunéchst ein in Abbildung 15b dar-
gestelltes partielles Aminoséuresequenz-Alignment verschiedener Orthologen des
Kv4.3-Kanals erstellt (Papadopoulos und Agarwala 2007). Es zeigte sich eine Konservie-
rung des Threonin-Restes in allen untersuchten Orthologen (siehe Abbildung 15b).

56



Homo sapiens HLIVLNVSGRRFQTWRTTLERYPDTLLGSTEKEFFEF'®
Rattus norvegicus “LIVLNVSGRRFQTWRTTLERYPDTLLGSTEKEFFF'®
Mus musculus A LIVLNVSGRRFQTWRTTLERYPDTLLGSTEKEFFF >
Xenopus laevis 41IVIILNVSGRRFQTWRTTLERYPDNLLGRPEKEFEFTF "
Gallus gallus HULIILNVSGRRFQTWRTTLERYPDTLLGSTEKEFFF®

Abbildung 15 Kv4.3-Membrantopologie, Lage der Kv4.3™M-Variante und partielles Aminosiurealignment.

a Darstellung der Kv4.3-a-Untereinheit, bestehend aus den Transmembrandoménen 1-6, der porenbildenden Doméne
(P) und den intrazelluliren Amino- und Carboxytermini (NT, CT). Die Position der Kv4.3TM-Variante ist blau mar-

kiert. b Partielles Aminosiurealigment von Kv4.3-Orthologen, das die Konservierung der Kv4.3™™M-Variante zeigt.

Da ein hdufiges Vorkommen der identifizierten Variante in humanen Genomen gegen eine
krankheitsauslosende Rolle sprache, wurde in der gnomAD v2.1.1-Datenbank (Chen et
al. 2024) die Haufigkeit der Variante liberpriift. Die Variante zeigte eine sehr seltene Al-

lelfrequenz von 6,21 x 107; dies spricht fiir eine potenzielle Pathogenitiit der Variante.

Da so auch die Seltenheit der Genvariante Hinweise auf eine potenzielle Pathogenitit
lieferte, wurden im néchsten Schritt in-silico-Vorhersagetools (Polyphen-2, SIFT) ange-
wendet. PolyPhen-2 (Adzhubei et al. 2010) lieferte fiir die Kv4.37>"M-Variante eine wahr-
scheinlich schédliche Vorhersage mit einem Score von 0,999. Dabei reicht die Skala von
0,0 (toleriert) bis 1,0 (schddlich). Auch SIFT (Ng und Henikoff 2003) sagte mit einem

Score von 1,0 eine fehlende Toleranz des Aminosiure-Austauschs vorher.

Basierend auf diesen Analysen erfolgte die elektrophysiologische Charakterisierung der
Kv4.3T5™_Variante, um die Pathogenitiit auch funktionell nachzuweisen und den mole-

kularen krankheitsauslosenden Mechanismus zu identifizieren.

6.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3™5™-Variante
Die funktionelle elektrophysiologische Charakterisierung erfolgte unter Anwendung der
TEVC-Methode in Xenopus laevis-Oozyten als heterologes Expressionssystem. Im Rah-

men dieser Forschungsarbeit wurden Kv4.3 und die entsprechende Variante jeweils in
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diesem System durch Injektion entsprechender cRNAs exprimiert und die Stromamplitu-
den sowie Ionenkanal-Parameter nach 48 Stunden mittels der oben genannten Technik

untersucht.

6.2.1 Die Kv4.3"™"™_-Variante zeigt eine verminderte Stromamplitude

im Vergleich zum Kv4.3W"
Im ersten Teil der funktionellen Charakterisierung wurden WT und Variante des span-
nungsgesteuerten Kaliumkanals Kv4.3 im Hinblick auf ihre Stromamplitude verglichen
(Protokoll gemal 5.3.4.1). Fiir eine erste orientierende Einschéitzung wurde in diesem
Abschnitt die Kv4.3"M-Variante in homozygoter Form untersucht. Dazu wurden entwe-
der 0,025 ng cRNA des WT oder der Variante injiziert. Hierbei wies die Kv4.3™"™-Vari-
ante signifikant geringere Stromamplituden im Vergleich zum Kv4.3%T auf (siche Abbil-

dung 16a,b).
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Abbildung 16 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3™M-Variante (homozygoter Zustand). a Re-
prisentative Stromkurven, aufgezeichnet in Xenopus laevis-Oozyten, denen Kv4.3WT oder Kv4.37"M-Variante injiziert
wurde (0,025 ng/Oozyte). Das Spannungsprotokoll entspricht 5.3.4.3. b Stromamplituden, analysiert bei +40 mV und

normiert auf Kv4.3%T. Die Anzahl der Experimente ist in den Balken angegeben. ¢ Leitungs-Spannungs-Beziehung
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(GV), analysiert aus den fail currents nach Anwendung des GV-Protokolls (siche 5.3.4.4). Die Spannung bei halbma-
ximaler Aktivierung (V12) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. d Repré-
sentative Stromkurven von Kv4.3%T und Kv4.3T"M-Variante nach Anwendung des Inaktivierungsprotokolls (siche
5.3.4.5). e Inaktivierungskurven fiir Kv4.3%T und Kv4.37M-Variante. Die Spannung bei halbmaximaler Inaktivierung
(V12) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. f Analyse der Zeitkonstanten
der Erholung von der Inaktivierung nach Anwendung des entsprechenden Protokolls (siche 5.3.4.2). Hierbei wurde Irec
berechnet und anschlieend mittels einer monoexponentiellen Anpassung ausgewertet. Die Daten werden als Mittel-

wert + SEM dargestellt. ***, p<0,001.

Dariiber hinaus wurde die Aktivierung (siche Abbildung 16c), Inaktivierung (siche Ab-
bildung 16d, e¢) und Erholung von der Inaktivierung (siche Abbildung 16f) der Variante
im Vergleich zum WT untersucht (Spannungsprotokolle gemal3 5.3.4.2-5.3.4.5). Hierbei
zeigten sich keine signifikanten Abweichungen in der Spannung der halbmaximalen Ak-
tivierung (V1/2ak, siche Abbildung 16¢) und Inaktivierung (Vi/2inakt, siche Abbildung 16¢).

Auch die Kinetik der Erholung von der Inaktivierung war unveriandert (siche Abbildung

161).

6.2.2 Die Kv4.3™"™M_Variante bewirkt auch im heterozygoten Zustand

eine verminderte Stromamplitude
In einem nichsten Schritt wurden gleiche cRNA-Mengen der Variante und des WT in
Oozyten ko-injiziert (jeweils 0,0125 ng), um den heterozygoten Zustand der Indexpati-
entin zu untersuchen. Dariiber hinaus erfolgte ebenfalls die Untersuchung eines haploin-
suffizienten Zustands, weshalb lediglich die Hilfte der cRNA Menge des WT-Kanals
(0,0125 ng) injiziert wurde. Als Vergleich wurde 0.025 ng cRNA des Kv4.3WT injiziert,

was dem physiologischen Zustand entspricht.

Die elektrophysiologische Charakterisierung wurde analog zu 6.2.1 durchgefiihrt, der
Aufbau und die Anwendung der Spannungsprotokolle blieben identisch. Insgesamt erga-
ben hierbei die TEVC-Messungen wiederholt eine signifikante Abschwichung der
Stromamplituden fiir die Kv4.37"-Variante im Vergleich zum WT auch im heterozygo-
ten Zustand (siehe Abbildung 17a,b). Es handelt sich hierbei nicht um eine Haploinsufti-
zienz, da die Kombination aus Kv4.3%Tund Kv4.3T™ (jeweils 0,0125 ng) eine groBere

Stromamplitude zeigte als Kv4.3 allein (0.0125 ng) injiziert (Abbildung 17b).
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Wihrend eine signifikante Reduktion der Stromamplitude nachgewiesen wurde
(siche Abbildung 17a,b), zeigten sich auch im heterozygoten Zustand der Variante keine
Anderungen in der Aktivierung (sieche Abbildung 17c), Inaktivierung (siehe Abbildung
17d) sowie in der Kinetik der Erholung von der Inaktivierung (siche Abbildung 17¢).
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Abbildung 17 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3""-Variante (heterozygoter Zustand). a Re-
présentative Stromkurven, aufgezeichnet in Xenopus laevis-Oozyten, denen Kv4.3%T (0,025 ng/Oozyte), oder Kv4.3WT
und Kv4.3"™M-Variante (jeweils 0,0125 ng/Oozyte) injiziert wurde. Das Spannungsprotokoll entspricht 5.3.4.3.
b Stromamplituden von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte, physiologischer Zustand), Kv4.3 (0,0125 ng/Oozyte, Haploinsuffizi-
enz) oder Kv4.3 und Kv4.3™™-Variante (jeweils 0,0125 ng/Oozyte, heterozygoter Zustand), analysiert bei +40 mV
und normiert auf Kv4.3%T (0,025 ng/Oozyte). Die Anzahl der Experimente ist in den Balken angegeben. ¢ Leitungs-
Spannungs-Beziehung (GV), analysiert aus den tail currents nach Anwendung des GV-Protokolls (siche 5.3.4.4). Die
Spannung bei halbmaximaler Aktivierung (V12) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist
angegeben. d Inaktivierungskurven von Kv4.3%T sowie Kv4.3%T und Kv4.37-Variante nach Anwendung des Inak-
tivierungsprotokolls (sieche 5.3.4.5). Die Spannung bei halbmaximaler Inaktivierung (V12) wurde unter Verwendung
der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. f Analyse der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivie-
rung nach Anwendung des entsprechenden Protokolls (siehe 5.3.4.2). Hierbei wurde Irec berechnet und anschliefend
mittels einer monoexponentiellen Anpassung ausgewertet. Die Daten werden als Mittelwert + SEM dargestellt.

8% p<0,001.
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6.2.3 Die KChIP2-Modulation der Kv4.3™"M_Variante ist beziiglich Ak-
tivierung, Inaktivierung und Erholung von der Inaktivierung un-

verandert
KChIP2 wird kardial exprimiert und beeinflusst als eine B-Untereinheit des Kv4.3-Kanals
dessen Kanaleigenschaften (siehe Abschnitt 4.1.5). So bewirkt KChIP2 eine Erh6hung
der Kv4.3-Stromamplitude, eine verlangsamte Inaktivierung und eine beschleunigte Er-
holung von der Inaktivierung (Decher et al. 2001; Decher et al. 2004). KChIP2 bindet im
Bereich der N-terminalen T1-Doméne des Kanals (siche Abbildung 18). Dementspre-
chend kénnte die ebenfalls N-terminal lokalisierte Variante Kv4.3™™ eine verinderte
KChIP2-Modulation aufweisen und somit zum molekularen Pathomechanismus beitra-
gen. Die weiterfiihrenden elektrophysiologischen Untersuchungen wurden deshalb unter

Ko-Expression der akzessorischen Untereinheit KChIP2 durchgefiihrt.

KChIP2

Tetramerisierungs-

NT Domaéne

Abbildung 18 Kv4.3-Membrantopologie und Lagebeziehung der Kv4.3"5"M-Variante zu KChIP2. Darstellung der

Kv4.3-a-Untereinheit, bestehend aus den Transmembrandoménen 1-6, der porenbildenden Doméne (P) und den intra-
zelluldren Amino- und Carboxytermini (NT, CT). Die Kv4.3T"M-Variante (blau) liegt innerhalb der T1-Doméine (griin),

wobei die topografische Nédhe zu KChIP2 (rot) hervorgehoben wird.

Kv4.3%T (0,025 ng/Oozyte, homozygoter Zustand) sowie Kv4.3"™ und Ky4.3WT
(0,125 ng/Oozyte, heterozygoter Zustand) wurden jeweils isoliert und unter Ko-Expres-
sion zwei verschiedener KChIP2-Konzentrationen (0,025 ng und 2,5 ng/Oozyte) unter-

sucht (sieche Abbildung 19a-f). Wie in der Literatur bewirkte KChIP2 keine Anderung der

61



Kanalaktivierung des Kv4.3WT (siche Abbildung 19a), wihrend die Spannung der halb-

maximalen Inaktivierung signifikant verdndert war (siche Abbildung 19b).

1.0
2104 o w e
£ /‘J g 5 2os
=2 = T o
= P Kvas 8 2= 0s
Kv4.3 0,025 (11) g, +KChip 2 3 % 04
+KChIP 2,5 (11) 9 = e
Vi -8,209 mV (11) = = o 02 15629 ms (11)
£ T
- V,p 3,14 mV (12) ° 0.0 1209.7 ms (11)**
| .
-40 40 80 -100 50 0 0 1000 2000 3000
Spannung (mV) Spannung (mV) Zeit (ms)
1.0 10
1.0+ 2"
o c
£ £ S 3 os
2 i 2 L]
Kv43 0,0125+T67M 0,0126 (17) = Kv4.3+T57TM 'E 05 22086
ot : .
+KChIP 2,5 (10) E 0. +KChip g _g E 04
- Vi 9,69 mV (17) 2 Vi 46,7 mV (11) T 02 T639.0ms (17)
- R w o >
Vi 2,07 mV (8 0.0 LYz 368 mv (1) ® 00 T227.2ms (9)™
-40 40 80 -100 -50 0 0 1000 2000 3000
Spannung (mV) Spannung (mV) Zeit (ms)
1.04 10
o 1.
'E 1.0 o w S
< Kva.3 E z 508
Kv4.3 0,025+KChIP 2,5 (11) =l - =4 < o
Kv4.3 0,0125+T57M 0,0125 = +KChip 2 054 Eﬂ; 06
*KChIP25(10) & o5 Kv4.3+T57TM -2 3%,
S +KChip E 2=
Vip-3,14mV (12) — Vy,-36,9mV (11) m g 02 7209,7 ms (11)
Vi 2,07 mV (8) V41, -36,6 mV (9) ° 1227,2 ms (9)
ool —F———— 0.0
-4; 4nv 80 -100 -50 0 0 1000 2000 3000
pannung (mV) Spannung (mV) Zeit (ms)

Abbildung 19 Elektrophysiologische Charakterisierung der KChIP2-Modulation der Kv4.3™5"M-Variante (hete-
rozygoter Zustand). a Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV) von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte, schwarz), Kv4.3 plus
KChIP2 (jeweils 0,025 ng/Oozyte, hellrot) sowie Kv4.3 plus KChIP2 (0,025 ng + 2,5 ng/Oozyte, rot), analysiert aus
den tail currents nach Anwendung des GV-Protokolls (siche 5.3.4.4). Die Spannung bei halbmaximaler Aktivierung
(V12) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und ist angegeben. b Inaktivierungskurven von
Kv4.3%T sowie Kv4.3%T und Kv4.37™-Variante nach Anwendung des Inaktivierungsprotokolls (siehe 5.3.4.5). Die
Spannung bei halbmaximaler Inaktivierung (V1) wurde unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung berechnet und
ist angegeben. ¢ Analyse der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung nach Anwendung des entsprechenden
Protokolls (siehe 5.3.4.2). Hierbei wurde rec berechnet und anschlieBend mittels einer monoexponentiellen Anpassung
ausgewertet. d, g Leitungs-Spannungs-Beziehung (GV) analog zu a, jedoch nach Expression folgender Kombinatio-
nen: d: Kv4.3 und Kv4.3™M-Variante (jeweils 0,0125 ng/Oozyte, blau), plus KChIP2 (jeweils 0,025 ng/Oozyte, hell-
rot) oder plus KChIP2 (jeweils 0,025 ng + 2,5 ng/Oozyte, rot); g: Kv4.3 0,025 ng/Oozyte plus KChIP2 (2,5 ng/Oozyte,
schwarz) sowie Kv4.3 und Kv4.3™™-Variante (jeweils 0,0125 ng/Oozyte) plus KChIP2 (2,5 ng/Oozyte, blau). e, h In-
aktivierungskurven analog zu b, jedoch nach Injektion der cRNAs und Mengen wie in d und g bereits zuvor. f, i Analyse
der Zeitkonstanten der Erholung von der Inaktivierung analog zu ¢, jedoch nach Injektion der cRNAs und Mengen wie

zuvor in d und g. Die Daten werden als Mittelwert £ SEM dargestellt. *, p<0,05; ***, p<0,001.
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Auch die Inaktivierungskinetik wurde durch KChIP2 verindert: Es wurde eine beschleu-
nigte Erholung von der Inaktivierung beobachtet (siche Abbildung 19¢). KChIP2 zeigte
einen vergleichbaren Einfluss auf die entsprechenden Parameter der Kv4.37°"M-Variante
(siehe Abbildung 19d-f). Zusammenfassend ist der direkte Vergleich in Abbildung 19g-i

unter der Verwendung der hoheren KChIP2-Konzentration dargestellt.

6.2.4 Kv4.3™™ gzeigt eine verinderte Modulation der Stromamplitude
durch KChIP2

Zuvor konnte fiir die Kv4.3™_Variante sowohl im homo- als auch heterozygoten Zu-
stand eine signifikante Abschwichung der Stromamplitude im Vergleich zum Ky4.3WT
nachgewiesen werden (siehe Abschnitte 6.2.1-6.2.2). Im letzten Schritt der funktionellen
Charakterisierung wurden die Stromamplituden unter Ko-Expression von KChIP2 unter-

sucht.

Bei einer Ko-Expression von KChIP2 im Mengen-Verhéltnis 1:1 zeigte sich kein
KChIP2-Effekt auf die Stromamplitude (siche Abbildung 20). Im Verhéltnis von 1:10 so-
wie 1:50 und damit bei zunehmender KChIP2-Menge kam es zu einer Zunahme der
Stromamplitude, wie bereits in der Literatur beschrieben wurde (Decher et al. 2001).
Gleichzeitig zeigte sich bei diesen beiden hoheren Verhiltnissen kein Unterschied mehr
zwischen den Stromamplituden von Kv4.37™ und Kv4.3"T (siehe Abbildung 20). Der
stromamplitudenreduzierende Effekt der Kv4.37>"M-Variante war bereits ab einem Kon-

zentrationsverhiltnis von 1:10 nicht mehr nachweisbar (siche Abbildung 20).
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Abbildung 20 KChIP2-Modulation der Kv4.3™M-Stromamplituden (heterozygoter Zustand). Die Strome wur-
den nach Injektion der angegebenen cRNAs und Mengen aufgezeichnet, indem eine Spannung von +40 mV ausgehend
von einem Vemd von -80 mV angelegt und auf die Stromamplitude von Kv4.3 (0,025 ng/Oozyte) bei +40 mV normiert
wurde. Die Anzahl der Experimente ist in den Balken angegeben. Die Daten werden als Mittelwert + SEM darge-

stellt. **, p<0.01; *** p<0,001.

7 Diskussion

7.1 Mechanismus der verringerten Stromamplitude der Kv4.3™™ -Va-

riante
Die Kv4.3™"™_Variante wies sowohl im homo- als auch heterozygoten Zustand eine sig-
nifikante Reduktion der Stromamplitude im Vergleich zum WT auf (siche Abschnitte
6.2.1-6.2.2). Die weiterfiihrende funktionelle elektrophysiologische Charakterisierung
wies keine Abweichungen beziiglich der Aktivierung, Inaktivierung und Kinetik der Er-
holung von der Inaktivierung auf. Als ursdchlich fiir die isolierte Abschwichung der
Stromamplitude ohne relevante Beeintrachtigung der genannten lonenkanal-Parameter ist

ein fehlerhaftes Trafficking sehr wahrscheinlich. Dies konnte zum Beispiel mit einem
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Assay zur Quantifizierung der Expression des Kanals an der Plasmamembran untersucht
werden, indem ein extrazelluldres Epitop (zum Beispiel Hémagglutinin) in die
Kv4.3-a-Untereinheit des WT und der Variante eingefiigt wird. Mit einem ELISA-basier-

ten Assay konnte entsprechend eine Quantifizierung erfolgen.

7.2 Verinderte KChIP2-Modulation der Kv4.3™"M_Variante

Aufgrund der rdumlichen Nédhe der Variante zur N-terminalen T1-Domine der
Kv4.3-a-Untereinheit, die fiir die Tetramerisierung des Kanals und die Interaktion mit
KChIP2 essenziell ist, wurde die Kv4.37>"M-Variante auch im Hinblick auf eine Beein-
trachtigung der kinetikmodulierenden Eigenschaften untersucht. Die funktionelle elekt-
rophysiologische Charakterisierung ergab hierbei im direkten Vergleich keine signifikan-
ten Abweichungen der Ionenkanal-Parameter (sieche Abschnitt 6.2.3). Gleichzeitig wurde
jedoch bei Ko-Injektion erhohter KChIP2-Konzentrationen eine Authebung der zuvor be-
obachteten signifikanten Stromamplitudenreduktion der Kv4.3">"M-Variante festgestellt
(siche Abschnitt 6.2.4). Dies deutet auf eine erhdhte Affinitit der Kv4.3 ™ Variante zu
KChIP2 hin. Diese Hypothese konnte beispielsweise mittels MM-GBSA-Analysen
(engl. Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area) iiberpriift werden. Dabei
handelt es sich um eine Methode zur Berechnung der freien Bindungsenergie von Mole-
kiilen. Geringere Bindungsenthalpien wiirden dabei auf eine stabilere Bindung hindeuten.
Eine entsprechende Kryo-EM Struktur des humanen Kv4.3-KChIP2-Komplexes steht zur
Verfiigung und ist in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21 Kryo-EM-Struktur des humanen Kv4.3-KChIP2-Komplexes (PDB-ID: 7W6S). Frontalansicht
(links) und Seitansicht (rechts) der Interaktionen zwischen Kv4.3 und der akzessorischen f-Untereinheit KChIP2. Die
vier Kv4.3-a-Untereinheiten (gelb, rot, dunkelgriin, violett) sind jeweils iiber ihre N-terminale T1-Doméne mit einer

KChIP2-Untereinheit (blau, hellblau, hellgriin, tiirkis) verbunden. Diese Struktur basiert auf den experimentellen Daten

von Ma et al. (2022) aus der Protein Data Bank (PDB) und wurde iiber die Worldwide Protein Data Bank (wwPDB)
bereitgestellt (Tan et al. 2008).

Obwohl unter Ko-Injektion unterschiedlicher KChIP2-Konzentrationen sowohl fiir die
Kv4.3™_Variante als auch fiir den Kv4.3WT signifikante Modifikationen der Ionenka-
nal-Parameter im Vergleich zum nativen Zustand beobachtet wurden (siehe Abbildung
19a-f), berichten andere Studien zum Teil iiber deutlich ausgepriagtere KChIP2-abhédngige
Effekte (Decher et al. 2001; Decher et al. 2004). Eine mogliche Erklarung hierfiir ist, dass
trotz variierter cCRNA-Verhiltnisse die der humanen Physiologie entsprechende Stéchio-

metrie moglicherweise nicht optimal rekonstruiert werden konnte.

7.2.1 Einfluss der verschiedenen KChIP2-Spleiflvarianten
Bei den insgesamt vier KChIP-Isoformen (KChIP1-4) sind mehrere Spleivarianten be-

kannt (siehe Abschnitt 4.1.5). In menschlichen Geweben wurden bis 2025 mindestens
sieben Spleilvarianten der besonders stark kardial exprimierten Isoform KChIP2 nach-
gewiesen (Ohya et al. 2001; Decher et al. 2001; Deschénes et al. 2002; Decher et al.
2004).
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Im Rahmen dieser Forschungsarbeit wurde die Ko-Injektion gezielt auf die Isoform
KChIP2c beschrankt, da diese Variante besonders ausgeprigte Effekte auf die Kinetik
Kv4.3-vermittelter Strome zeigt (Decher et al. 2004). Die teils gegensétzlichen funktio-
nellen Eigenschaften der verschiedenen KChIP2-Spleiflvarianten legen nahe, dass diese
im nativen Gewebe in regulatorischer Wechselwirkung die /i-Kinetik modulieren. Um
die funktionelle Charakterisierung der Kv4.3™™_Variante repriisentativer zu gestalten,
sollten in zukiinftigen elektrophysiologischen Untersuchungen auch die weiteren
KChIP2-Isoformen beriicksichtigt werden. Auf diese Weise lielen sich potenzielle Un-
terschiede in den interindividuellen humanen KChIP2-SpleiBmustern systematisch erfas-

sen und deren funktionelle Eigenschaften gezielt bewerten.

7.3 Verinderte Modulation der Kv4.37"M_Variante durch DPP6

Neben KChIPs verfiigen Ky-Kanile liber weitere akzessorische B-Untereinheiten mit ki-
netikmodulierenden Eigenschaften. Ein prominenter Vertreter hierbei ist die Serinpro-
tease DPP6 (siche Abschnitt 4.1.5). Das Transmembranprotein kann {iber unterschiedli-
che Mechanismen das Gating von Kv4.3 iiber unterschiedliche Mechanismen direkt be-
einflussen — unter anderem durch Interaktionen mit der Porenregion sowie der S1- und
S2-Helix der VSD (Radicke et al. 2005; Jerng et al. 2004; Dougherty und Covarrubias
2006; Kise et al. 2021). Dariiber hinaus beschleunigt DPP6 die Aktivierungs- und Inakti-
vierungskinetik des Kv4.3-Kanals (Radicke et al. 2005).

Nach aktuellem Stand stehen DPP6-assoziierte Mutationen iiberwiegend im Zusammen-
hang mit neurologischen Erkrankungen, darunter Multiple Sklerose (Brambilla et al.
2012), amyotrophe Lateralsklerose (Miah et al. 2024), Autismus-Spektrum-Stérungen
(Marshall et al. 2008) sowie autosomal-dominante Mikrozephalie und mentale Retardie-
rung (Liao et al. 2013). Zudem wurden auch kardiale Auswirkungen, insbesondere im
Zusammenhang mit Kammerflimmern, beschrieben (Alders et al. 2009; Postema et al.
2011; Ding et al. 2018). Der zugrunde liegende Pathomechanismus beruht dabei vermut-
lich auf einer Verstarkung des /i,-Stroms in myokardialen Purkinje-Zellen und einer dar-
aus resultierenden Repolarisationsinstabilitit (Alders et al. 2009; Postema et al. 2011;
Xiao et al. 2013). Eine Assoziation zwischen DPP6-Mutationen und LQTS besteht nach

aktuellem Kenntnisstand nicht. Im Vergleich dazu unterscheidet sich die
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Kv4.3"™M_Variante deutlich, da der zugrunde liegende Pathomechanismus DPP6-assozi-
ierter Arrhythmien vielmehr auf einem GOF-Effekt und somit auf einer Zunahme des /-

Stroms beruht.

Dariiber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die vorwiegend kardial exprimierte B-Un-
tereinheit MiRP1 (engl. MinK-related peptide I) ebenfalls einen regulatorischen Einfluss
auf Kv4.3 ausiibt (Deschénes und Tomaselli 2002; Wu et al. 2010). Zuvor wurde nachge-
wiesen, dass das Transmembranprotein MiRP1 heteromere Komplexe mit hERG-Kana-
len bildet (Abbott et al. 1999). Mutationen im korrespondierenden KCNE2-Gen sind mit
kardialen Arrhythmien, darunter auch dem LQT®6, assoziiert (Abbott et al. 1999; Splawski
et al. 2000; Roberts et al. 2017).

In Abgrenzung zu KChIP2 binden weder DPP6 noch MiRP1 iiber die T1-Doméne von
Kv4.3. Demzufolge ist aus rein topologischer Betrachtung keine unmittelbare Beeinflus-
sung der Interaktionsspezifitit durch die Kv4.37M-Variante zu erwarten. Vor diesem
Hintergrund wurde die funktionelle elektrophysiologische Charakterisierung der
Kv4.3"™M_Variante in dieser Forschungsarbeit gezielt auf die Ko-Expression mit KChIP2

konzentriert.

7.4 Verinderte Heteromerisierung der Kv4.3™™._Variante

Eine charakteristische Funktion von Ky-Kanilen ist die Heteromerisierung der a-Un-
tereinheiten innerhalb ihrer jeweiligen Ky-Familie. Hauptvermittler dieser Fahigkeit ist
die im N-Terminus befindliche T1 Doméne (sieche Abschnitt 4.1.3). Die Heteromerisie-
rung von Kv4.3 ermdglicht im Myokard die Ausbildung zweier /i,-Komponenten. Die
schnelle Komponente (/i fast) wird dabei nicht nur durch Kv4.3-Homomere, sondern auch
durch Kv4.2/Kv4.3-Heteromere vermittelt (Patel und Campbell 2005; Niwa und Ner-
bonne 2009).

Eine funktionelle Beeintrichtigung der T1-Domine durch die Kv4.37"-Variante konnte
folglich die Heteromerisierung mit Kv4.2 stéren und dadurch den myokardialen /i,-Gra-
dienten beeinflussen. Daher sollten in zukiinftigen Studien elektrophysiologische Unter-

suchungen von Kv4.37"M/Ky4.2-Heteromeren erfolgen.

68



7.5 KCND3-Varianten und LQTS

In der aktuellen Literatur sind Mutationen des KCND3-Gens nicht mit Formen des LQTS
assoziiert (siche Abbildung 22). Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) des
KCND3-Gens sind auch bei Patienten mit LQTS beschrieben, stehen jedoch bislang nicht
im kausalen Zusammenhang mit der Atiopathogenese (Iwasa et al. 2001; Raudenska et
al. 2008). Unter den kardialen spannungsgesteuerten Kaliumkanélen werden derzeit le-
diglich Mutationen im KCNQ1-und KCNH?2-Gen als definitive pathophysiologische Ent-
stehungsmechanismen des LQTS betrachtet (Adler et al. 2020).
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Abbildung 22 Zusammenfassung von LQTS-spezifischen Genpanels. Prozentsatz der LQTS-assoziierten Gene.
*Gene mit eindeutigem Beweis fiir LQTS-Kausalitit. $Gene mit starken oder eindeutigen Beweisen fiir einen Kausal-
zusammenhang bei LQTS mit atypischen Merkmalen. {Gene mit eindeutigem Beweis fiir einen Kausalzusammenhang
in mehreren Organen, einschlieBlich QT-Verldngerung, aber nur begrenztem Beweis fiir ein isoliertes LQTS. §Gene
mit starker Evidenz fiir einen Kausalzusammenhang bei erworbenem LQTS, aber nur begrenzter Evidenz fiir ein ange-

borenes LQTS (Adler et al. 2020).

Insgesamt wies die Indexpatientin, insbesondere unter Ruhebedingungen, einen milden
Phénotyp auf (siehe Abschnitt 4.5). Ein pathophysiologischer Ansatz bildet die Annahme,
dass der amplitudenschwichende Effekt der Kv4.3™"M-Variante bei einer physiologi-

schen Herzfrequenz ohne Auswirkung bleibt, jedoch im Rahmen einer erhéhten
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Herzfrequenz demaskiert wird. Im Gegensatz zur sympathikusabhéngigen Frequenzadap-
tation von KvLQT1, die {iber eine PKA-abhéngige Phosphorylierung des N-Terminus
eine erhohte Offnungswahrscheinlichkeit des Ionenkanals bewirkt (Popescu et al. 2021),
werden herzfrequenzabhingige Regulationsmechanismen zur Erhéhung der Gesamt-
stromstirke von Kv4.3 diskutiert, jedoch bisher nicht definierend beschrieben (Niwa und
Nerbonne 2009). Demzufolge muss angenommen werden, dass bei einer erhohten Herz-

frequenz die lio-Stromamplitude von Kv4.3 im physiologischen Mal} abnimmt.

Da die Kv4.3"M_Variante selbst unter physiologischen Ruhebedingungen iiber eine ge-
ringere Stromamplitude als der Kv4.3VT verfiigt, kann eine Effektverstirkung bei ta-
chykarden Herzfrequenzen als Grundlage fiir ein belastungsabhéngiges LQTS diskutiert
werden. Ein Hinweis darauf bietet der Umstand, dass das Primérereignis der Indexpati-
entin in einer Belastungssituation (Fuf3ball) stattfand. In diesem Zusammenhang zeigten
weder das Ruhe- noch das Belastungs-EKG der Patientin pathologische Verdnderungen.
Eine pathologische Verlingerung der QTc-Zeit wurde hingegen in der darauffolgenden
Nachbelastungsphase gemessen (siche Abschnitt 4.5). Aufgrund der heterogenen /io-Ex-
pression im kardialen Gewebe ist dieser pathophysiologische Ansatz ohne weiterfiihrende

Untersuchungen jedoch als modellhaft zu betrachten.

7.6 Abgrenzung zum BrS

Das prominenteste Beispiel fiir kardiale Erkrankungen, die auf Mutationen im
KCND3-Gen beruhen, ist das BrS (siehe Abschnitt 4.3.1). Eine GOF-Mutation fiihrt hier-
bei iiber Zunahme des /i, zur Krankheitsentstehung (Giudicessi et al. 2011). Obwohl die-
ser Pathomechanismus im Vergleich zu LOF-Mutationen im SCN54-Gen selten auftritt,
wird er als kausal fiir die Entstehung von BrS angesehen (Juang und Horie 2016). Von
diesem Pathomechanismus ldsst sich die in dieser Forschungsarbeit untersuchte
Kv4.3™™M_Variante eindeutig abgrenzen, da die Stromamplitudenmessungen auf einen
Funktionsverlust oder eine Funktionsminderung hinweisen. Dariiber hinaus wurde das
Vorliegen eines BrS bei der Indexpatientin sowohl klinisch als auch molekulargenetisch

ausgeschlossen.
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7.7 Abgrenzung zur SCA

Wie bei der SCA19/22 ist auch die Kv4.37"™_Variante mit einer verminderten i,-Strom-
dichte infolge einer LOF-Mutation im KCND3-Gen assoziiert. Bei der Indexpatientin
zeigte sich kein klinischer Hinweis auf eine neurologische Begleitsymptomatik
(siehe Abschnitt 4.5), wenngleich KCND3-Mutationen eine bedeutende kardiozerebrale
Assoziation aufweisen (Ahammed und Ananya 2023). In diesem Zusammenhang wurden
fiir KCND3-Mutationen bereits verschiedene kardiozerebrale Konstellationen aus Epilep-
sien und/oder neurologischen Entwicklungsstérungen in Kombination mit Vorhofflim-
mern und/oder einem frithen Repolarisationssyndrom beschrieben (Nakajima et al. 2020;

Ali et al. 2022; Zhang et al. 2022).

Dariiber hinaus gewinnt die Betrachtung molekularer Wechselwirkungen zwischen
Kv4.3-und Nav1.5-Kanidlen zunehmend an Bedeutung. Dabei wurde nachgewiesen, dass
beide lonenkanéle in Neuronen und Kardiomyozyten unter Beteiligung ihrer akzessori-
schen Untereinheiten iiber Trafficking- und Gating-Mechanismen wechselseitig funkti-
onsmodulierend wirken, sodass eine Ina/lio-Balance hergestellt wird (Clatot et al. 2020).
Bei einigen Patienten mit SCA19/22 wurde beobachtet, dass in Neuronen der charakte-
ristische reduzierte /i, mit einem signifikant gesteigerten /na einhergeht, wihrend der um-
gekehrte Mechanismus bei Formen von BrS auftreten kann (Clatot et al. 2020). Die Ge-
nomsequenzierung der Indexpatientin ergab hingegen keine Hinweise auf Mutationen im

SCN5A4-Gen.

Fiir SCA19/22 wurde zudem eine neuartige Mutation beschrieben, bei der eine ebenfalls
die T1-Doméne betreffende Verdnderung des KCND3-Gens zu einer signifikanten Ab-
schwichung der [i,-Stromamplitude fiihrt (Reis et al. 2024). Als potenzielle Ursache die-
ser Beobachtung vermuten die Autoren ein fehlerhaftes Trafficking infolge einer vermin-
derten KChIP2b-Affinitit. Im Gegensatz dazu zeigt die Kv4.37>"-Variante eine abneh-
mende Amplitudenabschwichung bei erhohter KChIP2-Ko-Expression (siche Ab-
schnitt 6.2.4), was am ehesten auf eine erhohte Affinitéit dieser Variante zu KChIP2 hin-

weist.

7.8 Diskussion der elektrophysiologischen Methoden
Die funktionelle elektrophysiologische Charakterisierung erfolgte ausschlielich mittels

der TEVC-Methode unter Verwendung von Xenopus laevis-Oozyten als heterologem
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Expressionssystem. Zur Begrenzung experimenteller Limitationen und zur Steigerung
der Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurden ausschlieBlich Xenopus laevis-Oozy-
ten der Stadien V und VI verwendet (siche Abschnitt 5.3.1), wobei die Expressionszeit
auf 48 Stunden unter standardisierten Bedingungen festgelegt wurde (siche Abschnitt

5.3.2).

Dartiber hinaus sind biologische und technische Limitationen zu beriicksichtigen. Post-
translationale Modifikationen in Xenopus laevis-Oozyten konnen von denen humaner
Zellen abweichen und dadurch die Funktion oder Stabilitét der exprimierten Kanalpro-
teine beeinflussen (Goldin 1991). Ferner konnen endogene lonenkanile und variierende
Expressionsraten der Xenopus laevis-Oozyten die Aussagekraft der Messergebnisse be-
eintrdchtigen (Mowry 2020). Daher wurden zur funktionellen elektrophysiologischen
Charakterisierung der Kv4.37°"™_Variante kumulative Messungen vorgenommen (siche

Abbildungen 16, 17, 19 und 20).

Demgegentiber stehen charakteristische Vorteile von Xenopus laevis-Oozyten als hetero-
loges Expressionssystem. Mit einem Durchmesser von etwa 1 mm in den Stadien V und
VI ermdglichen sie eine erleichterte technische Durchfiihrung von Mikroinjektionen
(Marchant 2018). Ein wesentlicher Vorteil liegt in den hohen Expressionsraten von Xe-
nopus laevis-Oozyten, die unter optimalen Bedingungen die endogene Aktivitéit deutlich

tibertreffen (Marchant 2018).

7.9 Ausblick

Zusammenfassend werden KCND3-Genmutationen nach aktuellem Stand nicht als pa-
thogenetische Ursache des LQTS anerkannt (Frank-Hansen et al. 2005; Raudenska et al.
2008; Wilde et al. 2022b). Dennoch ist das KCND3-Gen bislang nur selten Gegenstand
gezielter LQTS-Forschung gewesen. Die Identifikation von KCND3-Varianten bei Pati-
enten mit LQTS und unklarem Genotyp konnte daher auf einen bislang nicht etablierten
pathogenetischen Zusammenhang hinweisen und neue Ansétze fiir die funktionelle Cha-

rakterisierung eroffnen.

Die alleinige Verwendung der TEVC-Methode erwies sich als geeignet, den amplituden-
schwichenden Effekt der Kv4.37"™-Variante nachzuweisen. Fiir weiterfiihrende Analy-

sen konnten hochauflésende Einzelkanaluntersuchungen der Kv4.3">"M-Variante mittels
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Patch-Clamp-Technik unter der Verwendung von Sdugerzellen in Erwigung gezogen
werden. Die beobachtete Modulation der Kv4.37"™._Stromamplitude bei erhdhter
KChIP2-Ko-Expression weist auf eine erhohte KChIP2-Affinitdt der Variante hin und
konnte durch MM-GBSA-Analysen validiert werden. Dariiber hinaus sollte die zusétzli-
che Ko-Expression weiterer regulatorischer B-Untereinheiten, wie etwa DPP6, untersucht
werden. Ein weiterer experimenteller Ansatz besteht in der zusétzlichen Ko-Expression

von MiRP1.

In einem weiteren Schritt sollte ein systematischer Vergleich verschiedener
KChIP2-Spleiflvarianten erfolgen, um Unterschiede zwischen humanen, interindividuel-

len KChIP2-SpleiBmustern aufzuzeigen.

Ferner konnten im Rahmen weiterfithrender elektrophysiologischer Untersuchungen
Ko-Injektionen von Kv4.3/Kv4.2-Konstrukten Aufschluss iiber das Heteromerisie-
rungs-Verhalten der Kv4.37"M_Variante und eine potenzielle Beeintrichtigung des myo-

kardialen /,,-Gradienten geben.

Aufgrund der milden phinotypischen Ausprigung der Kyv4.37"M_Variante, die vermut-
lich insbesondere bei erhohter Herzfrequenz symptomatisch wird, sollten weiterfithrende

Untersuchungen vorrangig auf Szenarien korperlicher Belastung fokussiert werden.
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8 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Forschungsarbeit war die funktionelle elektrophysiologische Charakteri-
sierung der Kv4.37"M_Variante, die im Rahmen einer erweiterten molekulargenetischen
Untersuchung der Indexpatientin identifiziert wurde. Diese Variante befindet sich in der
T1-Domine von Kv4.3 und damit in der Bindungsregion akzessorischer -Untereinhei-
ten. Mit einer Allelfrequenz von 6,21 x 107 in der gnomAD v2.1.1-Datenbank gilt diese
hoch konservierte Variante als selten und potenziell kausal fiir eine monogenetische Er-
krankung. Dartiber hinaus deuteten in-silico-Vorhersagetools (Polyphen-2, SIFT) auf eine

potenzielle Pathogenitét hin.

Die TEVC-Messungen erfolgten unter Verwendung spezifischer Spannungsprotokolle
und wurden nach einer Expressionszeit von 48 Stunden repetitiv durchgefiihrt. Als hete-

rologes Expressionssystem kamen Xenopus laevis-Oozyten zum Einsatz.

Insgesamt zeigte die Kv4.3™"M-Variante im Vergleich zum Kv4.3"T eine signifikant re-
duzierte Stromamplitude. Abweichungen der Aktivierung, Inaktivierung oder der Kinetik
der Erholung von der Inaktivierung wurden hingegen weder nach alleiniger Expression
des Kanals noch bei Ko-Injektion von KChIP2 festgestellt. Dariiber hinaus zeigte die
Kv4.37™_Variante eine verinderte Modulation der Stromamplitude durch KChIP2: Die
signifikante Reduktion der [i,-Stromamplitude war bei erhohter Ko-Injektion von
KChIP2 riickldufig. Zusammenfassend beruht die signifikante Reduktion der
Io-Stromamplitude hochstwahrscheinlich auf einem fehlerhaften Trafficking der
Kv4.37™_Variante, da keine weiteren Effekte — insbesondere auf Aktivierung, Inaktivie-

rung und Erholung von der Inaktivierung — festgestellt werden konnten.

Es ist anzunehmen, dass in vivo vor allem tachykarde Episoden den pathologischen Effekt
der Kv4.37™_Variante demaskieren, da die ohnehin reduzierte lo-Stromamplitude bei
erhohter Herzfrequenz weiter abnimmt. Die reduzierte /i,-Stromamplitude konnte iiber
eine Verldngerung der frithen Repolarisation die pathophysiologische Grundlage eines

belastungsabhingigen LQTS bilden.

Eine weiterfiihrende elektrophysiologische Charakterisierung der Kv4.3"M-Variante
sollte neben den verschiedenen KChIP2-Spleilvarianten auch weitere akzessorische
B-Untereinheiten sowie das Heteromerisierungsverhalten berticksichtigen. Dariiber hin-
aus konnten hochauflésende Einzelkanaluntersuchungen eine differenziertere Darstel-

lung der Kv4.3-Parameter ermoglichen.
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9 Summary

The aim of this research was to characterize the functional electrophysiology of the
Kv4.3™™ variant, which was identified during an extended molecular genetic examina-
tion of the index patient. This variant is located in the T1 domain of Kv4.3 and thus in the
binding region of accessory B subunits. With an allele frequency of 6.21 x 107 in the
gnomAD v2.1.1 database this highly conserved variant is considered rare and potentially
causal for a monogenic disease. In addition, in silico prediction tools (Polyphen-2, SIFT)

indicated potential pathogenicity.

TEVC measurements were performed using specific voltage protocols and were repeated
after an expression time of 48 hours. Xenopus laevis oocytes were used as the heterolo-

gous expression system.

Overall, the Kv4.3™™ variant showed a significantly reduced current amplitude com-
pared to Kv4.3%T. However, no deviations in activation, inactivation, or the kinetics of
recovery from inactivation were observed either after sole expression of the channel or
after co-injection of KChIP2. In addition, the Kv4.37"™ variant showed altered modula-
tion of current amplitude by KChIP2: the significant reduction in /, current amplitude
decreased with increased co-injection of KChIP2. In summary, the significant reduction
in I, current amplitude is most likely due to defective trafficking of the Kv4.37"™ variant,
as no further effects—in particular on activation, inactivation, and recovery from inacti-

vation—could be detected.

It can be assumed that in vivo, tachycardic episodes in particular unmask the pathological
effect of the Ky4.3™™ variant, as the already reduced I, current amplitude decreases
further with increased heart rate. The reduced /i, current amplitude could form the patho-

physiological basis of exercise-dependent LQTS via prolongation of early repolarization.

3™ variant should take into

Further electrophysiological characterization of the Kv4.
account not only the various KChIP2 splice variants but also other accessory B subunits
and heteromerization behavior. In addition, high-resolution single-channel studies could

enable a more differentiated representation of the Kv4.3 parameters.
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