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EINLEITUNG

lonenkanale sind membrangebundene Proteine, dierakainen passiven Flux von lonen
durch Poren biologischer Membranen erméglicheritatisiert wird dieser lonenstrom (10
lonen §') entweder durch die Bindung eines Liganden anne@mesprechenden Kanalrezeptor
oder durch Spannungsanderungen bzw. DepolarisdBorMembran. In Folge durchlaufen
die Kanéle eine Reihe von Konformationsanderungeh gehen vom geschlossenen in den
offenen und somit vom nicht leitenden in den ledm Zustand dber.

Spannungsabhangige lonenkanéle und ihre strulgar&erwandten sind eine der grol3ten
Superfamilien von Signaltransduktionsproteinen weiden von mindestens 149 Genen des
humanen Genoms codiert. Die in dieser Arbeit unthten C&'Kanéale gehdren zur Familie
spannungsabhangiger Kalziumkanale (VDCCs voltageemdend calcium channels). Sie
reagieren auf Anderungen des Membranpotentials Akiivierung (Offnung), und einem
damit verbundenen Einstrom von Kalziumionen. Dastiatlierte Offnen und SchlieRen der
Kanalpore wird als ,gating” bezeichnet (Jiang et 2003).

Kalziumkandle sind heterooligomere Proteinkompleke,aus einet1-Untereinheit und drei
weiteren akzessorischen Proteinen deroBs;, und in manchen Fallen eingtUntereinheit
zusammengesetzt sind (Hosey, 1996; Striessnig,)1999

Die al-Untereinheit, die die eigentliche Kanalpore Hildéesteht aus 4 heterologen
Doméanen, die sich ihrerseits aus jeweils 6 trandonenéren Segmenten S1-S6
zusammensetzen, welche durch extrazellulare undhzmitulare Schleifen miteinander
verbunden sind (Catterall, 2000). VDCCs sind evohidr mit den ebenfalls
spannungsgesteuerten Nend K Kanalen verwandt und weisen eine ahnliche Strukiitil
transmembranéren Segmenten (S1-S6), die eine Dobildea, auf (Yu and Catterall, 2004,
Catterall et al., 2005).

Sogenannte Kanalerkrankungen (Channelopathiesgwtichen, wie durch Punktmutationen
der Kalziumeinstrom verédndert und dadurch die Honkvon Zellen und Organen gestort
wird. Prominente Beispiele fir Kalziumkanalerkrangan sind Familiare Hemiplege
Migrane (Opphoff et al., 1996, 1997; Terwindt et 4998; Pietrobon, 2007; Weiss et al.,
2007; Hans et al., 1999), kongenitale stationarehidindheit (Hoda et al., 2005), und das
Timothy Syndrom (Splawsky et al., 2004).

Eine grol3e Anzahl von Kanalerkrankungen wird duvbitationen in der Kanalpore (IS6-
IVS6) und den assoziierten intrazellularen Schielfervorgerufen, wobei Veranderungen in
der Spannungsabhangigkeit sowie in der Kinetik Kanalaktivierung und Inaktivierung
beschrieben wurden (Ubersichtsarbeiten siehe: Lehsrn and Jurkat-Rott, 19909;
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Lorenzon and Beam, 2000; Pietrobon, 2002; Heringl.et2008). Die strukturelle Basis fur
die gestdrten Kalziumkanalfunktionen ist derzeibekannt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch deneaysttischen Austausch von Aminsosauren
in den porenbildenden Segementen 1S6 und IIS6Amtklarung der strukturellen Ursachen

dieser Kanalerkrankungen beizutragen.

STAND DER FORSCHUNG

1.1 ENTDECKUNG SPANNUNGSABHANGIGER CA?" K ANALE UND DEREN PHYSIOLOGISCHE
EIGENSCHAFTEN
1.1.1 DE ENTDECKUNG DER KALZIUMKANALE
Den Grundstein zur biophysikalischen Analyse spagsabhéangiger lonenkanale legten
Hodgkin und Huxley (1952, a-c). Spannungsabhanigajeiumkanale wurden 1953 von Paul
Fatt und Bernard Katz identifiziert. Das {¥anal Protein wurde spater von Curtis und
Catterall (1983,1984) gereinigt, und es konnte ggzeerden, dass der Kanal aus mehreren
Untereinheiten zusammengesetzt ist (Borsotto e1985; Flockerzi et al., 1986; Leung et al.,
1988; Hille, 2001 zur Ubersicht).
1987 gelangen Tanabe und Mitarbeitern erstmalsktbeierung einera;-Untereinheit des
Skelettmuskelkanals. Untersuchungen an heterologrimberten Kalziumkanélen und
gerichtete Mutagenese ermdglichten es, den Einfldes Aminosauresequenz auf die
lonenselektivitat, die Leitfahigkeit und das Akewings- und Inaktivierungsverhalten zu
untersuchen. Aufgrund der MolekulgréRe liegen derieine Kiristallstrukturen von
spannungsabhangigen Kaliziumkanalen vor. Fur Sirdktintktionsanalysen an
Kalziumkanalen werden deshalb in der Regel Striktonologien mit Kristallstrukturen von
Kaliumkanalen ((z.b.KcsA (geschlossener Zustand)erodkavl.2 (offener Zustand))
herangezogen.
Nach Formulierung des Hodkin-Huxley Modells und @sschreibung des Natriumionen-
getragenen Aktionspotentials entdeckten Fatt undtz K&l953) bei Studien zur
neuromuskuldren Transmission an Muskelfaserzellen Krabben eine Ausnahme. Der
Ersatz von Nalonen durch Cholin im Mediurfiihrte zu einer Erregung ohne Natrium. Fatt
und Ginsborg (1958) deuteten diese neue Art dexgBarkeit als "Calcium Spike", d.h. ein
Aktionspotential, das durch Einstrom von“@anen und nicht durch Nalonen ausgelést
wird. Weitere Untersuchungen von Fatt and Ginsb(it§58) zeigten, dass derartige
Aktionspotentiale durch G§ SF* oder B&" lonen im Medium getragen werden. Je hoher die

Konzentration der divalenten Kationen, desto steilar die Aufstrichphase und desto grol3er
2



der Peak des Aktionspotentials. Am effektivsten ieswsich isotone BaglLésung.
Quarternare Ammoniumionen wie TEA und TBA sowi€Band hohe Konzentrationen von
Procain (1.8-18mM) blockieren *KKanale und deren antagonistischen repolarisierende
Effekt.

5 mM 10 m 20 mm 40 mM B0 mM  Sret

Abb. 1 Aktionspotential einer Crayfisch Muskelfaser. NaCter Badlosung ist durch steigende
Konzentrationen von SrCl ersetzt (Quelle: Hille{tieand Ginsborg, 1958).

Den endgultigen Beweis flur die Kalzium-Hypotheskrachten Hagiwara und Naka (1964)
durch die exakte Messung des Kalziumeinstroms wdheines Aktionspotentials. Hagiwara
und Mitarbeiter fiihrten in Folge intensive Untetsuwiegen an Arthropodenmuskeln und
Seesterneiern durch und entdeckten verschiedenenTypn Kalziumkanalen. &anéle
kommen ubiquitar vor, wie zum Beispiel in Muskelesl von Arthropoden, Mollusken,
Nematoden, Tunicata und in den glatten MuskelnWirteltieren. Weiters finden sie sich in
sekretorischen Drisenzellen und in synaptischervéendigungen, wo sie die Sekretion
regulieren (Hille, 1984 siehe auch Ubersichtsadmeidagiwara, 1983; Tsien et al., 1987;
Perez-Reyes et al., 1998; Catterall, 2000).

Einen grofRen Fortschritt fur elektrophysiologisthetersuchungen brachte die Entwicklung
der Patch Clamp Methode. Erwin Neher und Bert Sackm(1976) fihrten die erste
Einzelkanalmessung an einem Acetylcholin-aktiviert&anal durch. Die Patch-Clamp
Technik ermdglichte aul3erdem die Untersuchungenddeellen, wie zB Saugerzellen, und
Untersuchungen an Zellkulturen. Durch die Bildumges sogenannten Gigaseals (Hamil et
al.,, 1981) wird ein Membranbereich (Patch) elektrisvon seiner Umgebung isoliert.

Einzelkanalstrome konnen sowohl von intakten Zellais auch von isolierten



Membranstlicken (patches) abgeleitet werden, sabeldein Gigaseal zwischen Pipette und
der Membran aufgebaut hat. Bei der ,whole cell* Kgaration wird die Membran eines
»cell attached patches” durch Anlegen eines Untexklk aufgerissemwas den Austausch von
Molekilen zwischen Zytoplasma und der Pipette wdédhrder Messung ermdéglicht. Das
Abziehen der Pipette von der Zelle im ,whole célihrt zur Konfiguration eines ,outside out

patches".

On—cell Whole—cell

Inside—out Qutside—out

Abb. 2 Kanale kdnnen im “cell attached mode* (on celj¢cim Abziehen der Pipette im ,inside out patch‘dér
Ganzzellkonfiguration (,whole-cell*) oder nach Abken der Pipette im ,outside out patch“ registrier
werden.(Quelle: Hille, 1984)

1.2.KLASSIFIKATION VON SPANNUNGSABHANGIGEN KALZIUMKANALEN

VDCCs wurden zunéchst nach ihren unterschiedlichbiophysikalischen und
pharmakologischen Eigenschaften, sowie der untedlathen Kinetik der gemessenen
Strome unterteilt. Es wurde eine alphabetische Naéur, basierend auf der Reihenfolge
ihrer Entdeckung und ihrem Vorkommen in untersditeén Geweben, vorgeschlagen.
Kalziumkandle sind nach evolutionarem Gesichtspunkt einem sehr frihen
Entwicklungsabschnitt in zwei gro3e Unterfamilienterteilt worden. Einige Kanale sind
bereits bei geringer Depolarisierung aktivierbaihvend flr andere eine grol3e Verschiebung
des Membranpotentials nétig ist (Hagiwara et @75t Llinas and Yarom, 1981). Man
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unterteilte die VDCCs deshalb IHVA (High Voltage Activated) und VA (Low Voltage

Activated) Kalziumkanéle (calcium channels) (Hofmaat al., 1999).

1.2.1 ,HIGH-VOLTAGE -ACTIVATED “ K ALZIUMKANALE

Das Schwellenpotential zur Aktivierung von HVA-K#exé liegt bei einem Membranpotential
positiver als —20mV. Die Amplitude ihrer Leitfahigik ist grof3 (large). Sie zeigen nur eine
langsame Kinetik der Inaktivierung (long lastinghduwerden als L-Typ Kalziumkanale
bezeichnet (Catteral, 2000; Ertel et al., 2000).nd@ vom L-Typ finden sich in
Herzmuskelzellen, wo sie fir Erzeugung und Ausbngt elektrischer Impulse und den
Beginn der Vorhof- und Ventrikelkontraktion verawittich sind. In Muskelzellen initiieren
sie eine Muskelkontraktion durch Kalziumfreisetzurapys dem sarkoplasmatischen
Reticulum. Pharmakologisch zeichnet die L-Typ Kand#ire Sensitivitat gegentber 1,4
Dihydropyridinen, Phenylalkylaminen und Benzoth@inen aus (Hofmann et al.,1999;
Striessnig,1999; Ertel et al., 2000). In den adkizigahren entdeckte man noch eine Reihe
weiterer, bisher unbekannter HVA-VDCCs, unempfiddigegentber Dihydropyridinen und
mit einer Leitfahigkeit zwischen der von L-Typ umdlyp Kanalen (siehe 1.2.2.) liegend. Da
sie hauptséchlich in Neuronen exprimiert werdeaglment man sie auch als N-Typ Kandle
(oder auch Neither L Nor T¥). Aufgrund unterschiedlicher Sensitivitdt gegbeil
Peptidtoxinen aus Kegelschnecken und Trichterngtzsp unterteilte man die N-Typ Kanéle
in auf @—=Conotoxin GVIA sensitive, (N-Typ) und auf-Agatoxin IVA sensitive (P/Q-Typ)
Kanale (P fur ihr Vorkommen in Purkinje Zellen) {@ret al., 2000). Die erst spater im Herz
und Gehirn identifizierten R-Typ Kanale werden dudiese Toxine nicht blockiert, ihr Name

leitet sich von R (,resistent®) ab.

1.2.2 LOW-VOLTAGE -ACTIVATED KALZIUMKANALE

LVA Ca*Kanale aktivieren bereits bei einer Membranspannposjtiver als —70mV. Sie
besitzen nur eine geringe Leitfahigkeit; die Strampatude eines einzelnen Kanals ist klein
(,tiny*) und sie werden rasch (im Gegensatz zu HVBECCs) kalziumunabhangig
inaktiviert. Sie tragen daher die Bezeichnung T-Tpndle (,transient*). Sie sind an
Schrittmacherfunktionen des Sinusknoten, an dermkoung und Fortleitung des
Aktionspotentials beteiligt und kontrollieren dasepetitive Feuern (Salven) von
Aktionspotentialen (Chuang et al., 1998; Cribbslet1998; Klugbauer et al., 1999b; Perez-
Reyes et al.,, 1998). Wie bei den HVA-VDCCs bes#zich das S4 Segment dei-
Untereinheit von LVA-VDCCs eine positive Nettoladpn



1.2.3 NOMENKLATUR VON SPANNUNGSABHANGIGEN K ALZIUMKANALEN

Es sind 10 verschiedene Gene bekannt, die VDCCsSdegetiere codieren. Mit steigender
Anzahl klonierter C#-Kanal asi-Untereinheiten wuchs die Notwendigkeit einer
systematischen Nomenklatur, um Verbindungen zwischden neuen geklonten
Untereinheiten und den sich aus friheren elekraplogischen Messungen ergebenen
Klassifikationen herzustellen. 1994 wurde eine wdretlichnte aber willkirliche
Nomenklatur eingefiinrt, in welcher di@;-Untereinheiten z.B alStisi= scelietan flr ihre
Herkunft aus dem Skelletmuskel;c( = cardgiaci@ls Isoform aus dem Herzmuskelgewebe und
alle in Folge identifizierten mii;a-a1e bezeichnet wurden (Birnbaumer et al., 1994).

1999 begann ein Komitee der IUPHAR (Internationahidd of Pharmacology) eine
einheitliche rationale Nomenklatur zu entwerfensgahend von der bereits vorliegenden
Nomenklatur der K-Kanidle (Chandy and Gutmann, 1993; Ertel et al.0020 Diese
inzwischen erweiterte und aktualisierte Nomenklaithreint nun im umfassenden ,JUPHAR

Compendium of Voltage-gated lon Channels 2005(aighe Catterall et al., 2005).

Spannungsabhangige Kalziumkanéle werden nach fidgerschema benannt:
Cayx.y

Ca steht als chemisches Symbol fur das vorwiegamthgierende lon. Der physiologische
Regulator (voltage) steht als Subscript. x symialiglie Gen-Subfamilie der;-Untereinheit
(2-3), und y die einzelnen Vertreter der jeweilig&ubfamilie in Reihenfolge ihrer
Indentifizierung (1-4). Entsprechend dieser Nomankl beinhaltet die Ga Subfamilie
(Cal.1 bis Cal.4) die Untereinheitenss, dic, 01p undasr  die alle L-Typ Stréme leiten.
Zur Ca2 Subfamilie (Cg2.1 bis Cg2.3) gehoren die Untereinheitena a1 und aie. Sie
leiten Stréme vom P/Q, N- und R-Typ. Die,@&ubfamilie umfasst die Kanégg, a1 und
o1 mit den dazugehdrigen Stromen vom T-Typ (Cattextadil., 2005).

Die Aminosauresequenzen dey-Untereinheiten sind innerhalb einer Subfamilie 7096
ident, die Subfamilien untereinander aber nur z@4@&Es wird angenommen, dald die
Differenzierung der Kalziumkanéle in diese dreiseliedenen Familien phylogenetisch vor

sehr langer Zeit statt fand (Caterrall et al., 2005
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Abb.3 Evolutionsbaum von spannungsabhangigen Kalziunikanabasierend auf einem Alignment der
putativen membranubergreifender Regionen und “Bopse” des humanen EKanals. (Quelle: Perez-Reyes,

2003).
TABLE 1
Physiological function and pharmacology of caleivm chanrels
Chemnel  Current Loalization Sporilic Antagonists Cellilar Funetioms
Cayl.l L Skeletal muscle; transverse tubules Dihydropyridines; phenylalkylamines;  Excitation-contraction coupling
benzothiazepines
Cayl.2 L Cardiac myoeytes; smooth muscle Dihydropyridines; phenylalkylamines;  Excitation-contraction coupling;
myoeytes; endoerine cells; neuronal benzothiazepines hormone release; regulation of
cell bodies; proximal dendrites transeription; synaptic integration
Cayl.3 L Endeocring celle; nenrmonal cell bodies and  Dihydmopyridines; phenylalkylamines; Hormone release; regulation of
dendrites; cardiae atrial myocytes and benzothiazepines transeription; synaptic regulation;
pacemaker cells; cochlear hair celle cardiae pacemaking; hearing;
neurotransmitter releass from sensory
cells
Cayld L Retinal rod and bipolar cells; spinal Dihydropyridines; phenylalkylamines; Neurctransmitter releags from
cord; adrenal gland; mast calle benzothiazepines photoreceptors
Cay2.1 PiC) Nerve terminale and dendrites; w-Agatoxin IVA Neurotransmitter releass; dendritic
neuroend ocrine celle Ca®" transients; hormone release
Cay2.2 N Nerve terminale and dendrites; w-Conotoin-GVIA Neurotransmitter releags; dendritic
neuroend ccrine cells Ca*" transients; hormone release
Cay2.3 R Neuronal eell bodies and dendrites SNX-482 Repetitive firing; dendritic calcium
transients
Cayd.l T Neuronal cell bodies and dendrites; None Pacemaking; repetitive firing
cardiac and smooth muscle myoertes
Ca,3.2 T Neuronal cell bodies and dendrites; MNone Pacemaking; repetitive firing
cardiae and smooth muscle myoeytes
Cavid.a T Neuronal eell bodies and dendrites None Pacemaking: repetitive firing

Tab. 1 Physiologische Funktion und Pharmakologie von {atikandlen (Quelle: Catterall et al., 2005)



1.3 UNTEREINHEITEN UND FUNKTION VON ,H IGH VOLTAGE ACTIVATED “ K ALZIUM -
KANALEN

i L}_-suhunlt

p-subunit

17 o b L

AR BRI ;I e

intraceliular t-subuinit

oty subunit

fsubunit

Abb.4 Spannungsabhangiger &&anal.
(Quelle: http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialibéd/Sigma/Instructions/calcium_channel_structure-
pore_region.Par.0001.File.tmp/calcium_channel_siraepore_region.ppt Datum 09/03/2009)

Cd*Kanéle sind komplexe, aus 4 bzw. 5 unterschiedtidietereinheiten zusammengesetzte
Proteine, die von mehreren Genen codiert werdettg@d, 2000). Die in der Zellmembran
lokalisierteal-Untereinheit bildet einen funktionsfahigen Kanal.

Weitere akzessorische Untereinheiten sind die (@fdmtheit, sie liegt ganzlich intrazelluar,
die axd-Untereinheit, ein Uber Disulfidbriicken verbunderigisner und schlie3lich die
transmembranar liegendeUntereinheit (Hofmann et al., 1999, Lacinova & 4999;
Klugbauer et al., 1999a). Obwohl die unterschiddic akzessorischen Untereinheiten
modulierend bzw. modifizierend auf die Eigenschafies Kanalkomplexes wirken, resultiert
die elektrophysiologische und pharmakologische filiggkeit primar aus strukturellen

Unterschieden zwischen dag-Untereinheiten.

1.3.1 DE a;-UNTEREINHEIT
Mit 212-273 kDa ist sie die grofdte Untereinheit uitd die Funktionalitdit des Kanals

entscheidend. Sie beinhaltet die ionenleitende Rm@ den Spannungssensor. DRig



Untereinheit besteht aus 1870 bis 2420 Aminosaultgdrophobizitatsanalysen ergaben eine
transmembranére Topologie der 4 homologen Domaden,sich wiederum aus je 6
transmembranarea-helikalen Segmenten (zu jeweils aus circa 20 Asioioen bestehend)
zusammensetzen. Die S4 Segmente (Spannungssendmgiyen 5-6 postiv geladene
Arginine bzw. Lysine und tragen dadurch eine pesitiettoladung (Lacinova, 2005).

Die aic-Untereinheit wird in Herz- und glatten Muskelzallsowie in neuronalen und
endokrinen Zellen exprimiert. Das humane Gen fiégrodi-Untereinheit ist in der distalen
Region von Chromosom 12p13 lokalisiert (Schultalet1993). Es besteht aus 44 invariablen
und mehr als 6 alternativen Exons (Soldatov, 19B49.a; Untereinheit des kardialen Typs
(01c-9 (Mikami et al., 1989) und des glatten Muskel-TYps ) (Biel et al., 1990) haben eine
zu 95% idente Aminoséauresequenz und unterscheigénas nur 4 Sequenzabschnitten.
Alternative Spleissvarianten von Exon 8, welchesdfis 1S6 Segment codiert, sind teilweise
fur die unterschiedliche DHP Empfindlichkeit vemaartlich (Welling et al., 1997).

1.3.2 DE 020 -UNTEREINHEIT

Die 4 bekanntenmd-Untereinheiten o20-1, a26-2 020-3 a26-4) werden von 4 Genen codiert
(Davies et al., 2007), wobej unds jeweils das gemeinsame Produkt eines Gens sisdlda
Pro-Protein translatiert und postranslational gestgm wird (De Jongh et al., 1990; Jay et al.,
1991). Der transmembrandiénteil verankertr, Gber ein einziges putativ transmembranéres
Segment an die Membran Uber Disulfidbriicken zwiscl@ysteinen beider Proteine
(Klugbauer et al., 2003). Alle,s-Untereinheiten besitzen hydrophobe C-terminaleidem
von denen angenommen wird, dass sie die einzigsrtrambranaren Regionen des Proteins
sind. Die putativen zytoplasmatischen Reste sinmdzmuschen 1 und 15 Aminosauren lang,
es sind bisher keine Funktionen dieser SequenAignaling” bekannt. Sowoh, als auchd
liegen in hoch glykosylierter Form vor. Topologietersuchungen mit AntikGrpern sowie
trunkiertena,d-1 Konstrukten zeigten, dass soweklil als auchu,-2 génzlich extrazellular
lokalisiert sind (Davies et al., 2007).

Wahrendazd-1 vor allem im humanen Skelettmuskel, aber auchigien anderen Geweben
exprimiert wird, ist die Expression der anderef-Untereinheiten auf spezifische Gewebe
begrenzt (Davies et al., 20076p5-2 liegt vor allem im Cerebellum vor und dort vdliesn in
den Purkinje Zellen und in geringeren Mengen z.BHippocampus oder Striatum (Barclay
et al., 2001; Cole et al., 2005; Brodbeck et &02). Die Expression vomo-2 ist oft mit
GABA-gesteuerten Neuronen assoziiert (Cole e8I05). a,6-3 wird im Gehirn exprimiert,

a20-3-mRNA wurde im humanen Herz- und Skelettmuskeihédlls identifiziert (Gong et al.,



2001). Die Verteilung vonu2o-4 ist auf einige endokrine Gewebe beschréankt uird m
spezifischen Zellen der Nebeniere und Hypophyserimgrt (Qin et al.,, 2002).
Strukturanalysen ergaben, dass @i®omane essentielle Elemente fur die Kanalstimutatio
beinhaltet und, Regionen, die wichtig sind fur die Verschieburey dpannungsabhéngigen
Aktivierung, steady-state Inaktivierung sowie dieodMilation der Inaktivierungskinetik
(Klugbauer et al., 2003).

Der genaue Mechanismus, wie digd die a;-Untereinheitbeeinflusst, ist nicht ganzlich
geklart. Ein moglicher Weg ist der Uber einen éffiteren Transport der;-Untereinheitan
die Zellmembran (siehe z.B. Shistik et al., 1998)e ay6-Untereinheiten verfligen im
extrazellularen Abschnitt des Proteins uber einen,Willebrand factor type A* (VWA)
Domane. Deren Struktur besitzt ein sogenanntes MiDotiv (metal ion adhesion site), das
in Abhangigkeit von divalenten Kationen, Interakiéém zwischen der VWA Domane und
ihren Liganden vermittelt. Davies und Mitarbeit€agti et al., 2005) konnten zeigen, dass ein
intaktes MIDAS Motiv essentiel fur die ,traffickiig~unktion dera,d-Untereinheit ist. Die
Ergebnisse lassen darauf schlief3en, dagsen einer Metallionen-abhangigen Art und Weise
an einen Proteinliganden bindet und so das ,thdffg' der ay;—Untereinheit fordert.
Wahrscheinlich assoziexi,o im ER mit deroy—Untereinheit. Fur den Transport an die
Plasmamembran konnte die Interaktion des MIDAS Mothnit einem extrazellularen loop
dera; — Untereinheit beiteiligt sein (Davies et al., 207

Die Koexpression deti,0-Untereinheit fihrt zu einer erhdhten Ladungsbewggwahrend
der Aktivierung des Kanals (Bangalore et al., 1998) et al., 1998) und zu einer hdheren
maximalen Leitfahigkeit der GA.2 Kalziumkanale (Bangalore et al., 1996), jedoicint der
Ca2.3 Kanéle (Qin et al., 1998). Koexpression @gUntereinheit mit den Untereinheiten
a; und 3 verschiebt die Spannungsabhangigkeit vonvigkting und Inaktivierung in
hyperpolarisierte Richtung, beschleunigt die Strioratik und vergrol3ert die Stromamplitude
(Singer et al., 1991; De Waard et al., 1995 ). &uv (1998) zeigte, dassd den Ubergang
der a;c Kanéle in den langsam inaktivierten Zustand bescidg und die Wiederkehr aus
dem inaktivierten Zustand (,recovery“ ) verlangsa(®iehe auch Ubersichtsarbeit Lacinova,
2005).

1.3.3 DE R-UNTEREINEIT
Die R-Untereinheit mit 50-72 kDa liegt intrazelluland wird von 4 gewebsspezifischen
Genen (CACNB1, CACNB2, CACNB3, CACNB4) codiert, dieiederum alternativem

Spleissen unterliegen (Hofmann et al., 1999). Dien&sequenz besteht aus 3 variablen
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(V1,v2,v3) und zwei konservierten (C1,C2) Domanarfalgender Anordnung: V1-C1-V2-
C2-V3. Das funktionelle Kernstiuck (,core®) bildenl1&/2-C2 (Van Petegem and Minor,
2006). Ca besitzen Strukturelemente der MAGUK (membranea@asted guanlyate
kinases) Proteine. Sie bilden wie diese SH3 (Srmadlogy 3 domaine) Domanen und NK
(nucleotide kinase) Doméanen, unterscheiden sichn abter anderem durch deren relative
Orientierung oder das Fehlen anderer essentiellaGVK Domanen (Van Petegem and
Minor, 2006).

Koexpression der 3- mit deg-Untereinheit erhoéht die Stromamplitude (Singealet1991).
Es wird angenommen, dass die 3-Untereinheit eirep&on-Effekt austibt und somit die
Expressionsdichte funktionsfahiger Kanéle an dasiAamembran beeinflusst (Yamaguchi et
al., 1998), bzw. das Offnen der Pore erleichteggy et al., 1993; Josephson and Varadi,
1996; Kamp et al., 1996). Untersuchungen habenigfezgass diea;-Untereinheit ohne
Koexpression des [3-Proteins vorrangig im endoplasamen Retikulum akkumuliert
(Gerster et al., 1999; Bichet et al., 2000).

Cal3 Unterheiten von HVA Kanélen verschieben die Aktungskurve in die
hyperpolarisierte Richtung (Birnbaumer et al., 1998it Ausnahme von £ im Rattenhirn
fuhrt die Koexpression mit der [3-Untereinheit zoeeiBeschleunigung der Aktivierungs- und
Inaktivierungskinetik sowie zu einer Verschieburey tsteady state" Inaktivierungskurve in
Richtung hyperpolarisierter Membranspannung (Hoimanal., 1999). Die Interaktionsstelle
zwischen der 3- und;-Untereinheit bildet eine Doméane innerhalb detJntereinheit (AID,
a;-Interakiongdoméane, Pragnell et al., 1994) und ist innerhalb €A Kanéle stark, in
LVA Kanalen hingegen nur schwach konserviert (Ardsal., 2005). Dieses aus 18 (mit 9
konservierten) Aminosauren bestehende Motiv (4283Q--GY—WI---E445) ist auf der
ersten zytoplasmatischen Schleife zwischen den Bem#&und Il auf dem;-Untereinheiten
lokalisiert (Witcher et al., 1995). Die Kristallaktur des Cd%Innenteils (,core®) allein und
in Komplex mit der AID zeigte, dass nicht (wie zahét vermutet) die 3-Interaktionsdomane
(BID), sondern ein konservierter hydrophober Abstthdie sogenannteo;binding pocket”
(ABP), der Interaktionspartner von Seiten der Redeinheit ist (Van Petegem et al., 2004).

1.3.4 DE y-UNTEREINHEIT

Bekannt sind 8 Gene die fiir didJntereinheit codieren (CACNG1-CAGNGS) (Black, 2003
Die ursprunglich aus dem Kaninchenskelettmuskdleige y;-Untereinheit besteht aus 222
Aminosauren (Bosse et al., 1990; Jay et al., 198Q)ntereinheiten besitzen vier putative

transmembranére Helices mit intrazellular lokafigle Amino- und Carboxytermini
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(Hofmann et al., 1999)y, besitzt zu 25% Sequenzidentitat mit dgrUntereinheit des
Skelettmuskels und wird unter anderem im CerebellBulbus Olfactorius, zerebralen
Kortex und Teilen des Hippocampus exprimiert (Ledtsal. 1998). Diey-Untereinheiten
2,3,4,8 sind mit AMPA Gluatamatrezeptoren assofieseng et al., 2006).

An L-Typ Kanalen hat dig-Untereinheit einen moduliernden Effekt auf dieo8tamplitude
sowie auf die Aktivierungs- und InaktivierungskikefKlugbauer et al., 2000). Koexpression
der neuronaleny-Untereinheiten mito;a induziert eine Verschiebung der "steady state"
Inaktivierung in hyperpolarisierte Richtung und kite die Verfigbarkeit der Kalziumkanale

bei einem neuronalen Ruhepotential von -70mV rexteni (Klugbauer et al., 2000).

1.4 FUNKTIONELLE DOMANEN DER O3-UNTEREINHEIT

1.4.1 PORE UND SELEKTIVITATSFILTER

Ein Teil der Porenstruktur des Kalziumkanals wirgrath eine Linkersequenz (“loop”), die
jeweils die beiden transmembrandren Segmente S56naller vier Doméanen miteinander
verbindet, gebildet. Es wird angenommen, dass diegenannte P-Region die dulRere Halfte
der Membran durchzieht und Teil des &ufRerern Egater Pore ist. In Analogie zur
Kristallstruktur von KcsA (Doyle et al., 1998), eim strukturell verwandten Kaliumkanal mit
zwei transmembranarenHelices (ahnlich den S5 und S6 Segmenten desufakanals) hat
die geschlossene Pore von,Gaahrscheinlich die Form eines auf dem Kopf stekand
.reepees” (Beyl et al.,, 2007). Die Helices der & Segmente formen demnach die Pole
dieses Teepees, die zur Membraninnenseite aufenaanthufen, sich in der ,bundle crossing

region“ kontaktieren und die Pore verschliel3en.

Abb.5 Seitenansicht der S6 Segmente (“ribbon representatder geschlossenen Konformation vonyCa
IS6:gelb, 11S6: griin, 111IS6: blau, IVS6: rot; Amisauren L429, L434 und 1781 sind hervorgehoben (@uel
Stary, 2007).
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Mutationsanalysen ain;c und a;a Untereinheiten (Tang et al.,1993; Yang et al., 3993
zeigten, dass bei HVA-Kalziumkanélen vier Glutardunereste (E413, E731, E1140 und
E1441(Nummerierung entsprechend der Sequenzayeg Biel et al., 1990) ) in der P-
Region entscheidend fur die lonenselektivitat sibdese Reste bilden zusammen eine
hochaffine Bindungstelle fur divalente Kationen,bgosie jedoch je nach Doméne, in der sie
positioniert sind, in unterschiedlichem Ausmall zukalziumselektivitat und
Permeationsgeschwindigkeit beitragen (Tang etl@B3; Parent and Gopalakrishnan, 1995;
Ellinor et al.,1995). LVA-Kanéle besitzen Aspartate Stelle der Glutamate in den Doménen
Il und IV, was wahrscheinlich fur die unterschietle lonenselektivitat verantwortlich ist
(Perez-Reyes et al.,1998; Cribbs et al.,1998; Kdugb et al., 1999b).

1.4.2 BESONDERHEITEN IM SCHLIERVERHALTEN (SPANNUNGSABHANGIGE UND KALZIUM -
ABHANGIGE |NAKTIVIERUNG )

1.4.2.1 $ANNUNGSABHANGIGE |INAKTIVIERUNG

VDCC'’s kdnnen in unterschiedlichen Konformationemeilen: geschlossen (Ruhezustand),
offen (aktiviert) und in mehreren inaktivierten Zarsden (Hering et al., 2000). Der Ubergang
in den inaktivierten Zustand kann sowohl vom offeraés auch vom geschlossenen Zustand
erfolgen (Patil et al., 1998; Sokolov et al., 200Qalziumkanale kdnnen, je nach Subtyp,
durch drei unterschiedliche Konformationsanderungehktivieren. Wahrend die Aktivierung
innerhalb von Millisekunden ablauft, inaktiviererDZC’s in einem schnellen (10-100ms)
und einem langsamen (Sekunden) spannungsabhan@igeress (Hering et al., 2000;
Sokolov et al., 2000; Shi and Soldatov, 2002). IDaktivierung wird durch die intrinsischen
Eigenschaften der porenbildendern-Untereinheiten und deren Interaktionen mit anderen
Kanaluntereinheiten bestimmt. Je nachdem wodurehndiktivierung ausgeltst wird, spricht
man von spannungsabhéangiger Inaktivierung (voltdgpendent inactivation VDI) oder
kalziumabhangiger Inaktivierung (calcium dependeantctivation CDI). Funktionelle
Untersuchungen konnten zwei Kanalsequenzen idaetiéin, die bei VDI und CDI
wahrscheinlich eine Rolle spielen: eine fiur CDlesdielle C-terminale Bindungsstelle fir
Calmodulin und ein fur VDI wichtiger, die Domé&neminid 1l verbindender, ,Loop“(Cens et
al., 2006).

Die schnelle Inaktivierung von Shaker® KKanalen lauft Giber einen ,ball and chain*-
Mechanismus ab. Wahrend des Offnens dringt eint@sball) von ~20-Aminosauren des
N-Terminus, der Uber eine ca 50 Reste lange Seqyeimain“) mit S6 verbunden ist, in das
innere Vestibul der Pore, verschliel3t diese unétiviart so den Kanal. Die Entfernung der
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"ball"- Region fihrt zu einer ausgepréagten Verlamysng der spannungsabghangigen
Inaktivierung (Stotz et al., 2004). In NKanalen fungieren intrazellulare Linker zwischen
den Domanen IIl und IV dex; Untereinheit als ,hinged lid“, das die Pore blarkiund den
Kanal inaktivert (West et al., 1992). Gerichtetettdfjenese dreier hydrophober Aminoséauren
(IFM-Motiv) in dieser Linkerregion zu Glutamin hebtite schnelle Inaktivierung auf (West et
al., 1992). Die schnelle spannungsabhangige Inekting von Kalziumkanalen &hnelt jener
von Natrium- und Kaliumkandalen. Sie scheint eingssdurch ein putatives "Inaktivierungs
Gate" und andererseits durch Regionen auf S6 Segmeeterminiert zu sein (Hering et al.,
2000). Natdrlich auftretende Mutationen (z.B. bEIMF oder Ataxie) in den Segmenten 11S6
und IVS6 (Kraus et al., 1998; 2000), die die Imaktiungskinetik von G2.1 Kanélen
verandern, oder kunstlich eingefiihrte Punktmutatmom den Segmenten [1S6, 11IS6 und
IVS6 (Hering et al., 1996, 1998; Berjukow et al002; Stotz and Zamponi, 2001), die zu
Veranderungen in der Inaktivierung fihren, gebedogh wenig Hinweise auf den
molekularen Mechanismus (vergleiche Hering et 2000; Stotz and Zamponi, 2001).
Untersuchungen zu molekularen Angriffspunkten vatziimkanalblockern (Hockermann et
al., 1997; Striessnig et al., 1998; siehe auch gletral., 1994) zeigten, dass wahrscheinlich
alle vier S6 Segmente der porenbildendez-Untereinheit zum Inaktivierungsprozess
beitragen. Hering et al. (2000) konnten zeigens dagbstitutionen von Aminoséauren in der
inneren Porenregion starken Einfluss auf die Inaktiing haben.

Erste Hinweise auf die Involvierung einer zytoplasistchen Schleife (Linkerregion) kamen
von Bourinet et al. (1999). Die Einfihrung eineszegen Valinrestes in die I-1l Linkerregion
verlangsamte die Inaktivierungsgeschwindigkeit washdelte einen Q-Typ Kanal in einen P-
Typ-Phanotyp um. Weitere Mutageneseuntersuchungés, auf den Einflu@ der I-lI
Linkerregion hinweisen (Herlitze et al., 1997; Berret al., 2001), sowie die Tatsache, dass
die Uberexpression des I-Il Linkerpeptides die tiadrung von Cg2.1 Kandlen
beschleunigt (Cens et al., 1999), stltzen die Hygs®, dass diese als zytoplasmatischer
"hinged lid" Gatingpartikel fungieren kénnte (Statzal., 2004). Die S6-Segmente koénnten,
ahnlich wie bei Natriumkanéalen (siehe McPhee etl@94) eine Andockstelle dafir bilden.
Soldatov et al. (1998) und Sandoz et al. (2001gtenj dass auch der C-Terminus der
Untereinheit, der in die kalziumabhangige Inaktivieg involviert ist, die
spannungsabhangige Inaktivierung beeinflusst. DienKierung der C-terminalen Region
beschleunigt die Inaktivierung von @a2 Kanalen (Stotz et al., 2004). Stephens e2a8D()

postulierten einen Einfluss N-terminaler Absclendatf die Inaktivierung.
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Die akzessorische R-Untereinheit, die mit der lihkerregion interagiert (Pragnell et al.,
1994), ist ebenfalls ein wichtiger Regulator dearspungsabhangigen Inaktivierung von HVA
Kanélen (Lacerda et al., 1991). Koexpression vorAHXanalen mit der 32 Untereinheit
verlangsamst die Inaktivierung, gefolgt von 34, re@ild 31a- und B3 Untereinheiten eine

schnelle Inaktivierung férdern (Hering et al., 2R00

eCe Abb. 6 Schematische Darstellung eines HVA *Ca
e®aCg © 06 Kanals, mit den in CA und spannungsabhangige
® !}0@ ﬁee r Inaktivierung involvierten Sequenzen und

0€e®e ©e Untereinheiten. Zu sehen sind die Doméanen Il ud |

) die loops I-1l und llI-IV der C-Terminus, die, 3
Untereinheit, Apocalmodulin und Eaaktiviertes
Calmodulin an seinem c-terminalen Lappen. Der C-
Terminus ist in zwei funktionellen Zustédnden
dargestellt: bei einer Ruheszustand”‘G¢onzentration
im blockierenden oder bei hoher {onzentration
VDI zulassend.* gibt die Position der in VDI oder CDI
involvierten Aminoséuren der S6 Segmente am unteren
Ende der Pore an (Quelle: Cens et al., 2006).

ExtraCell.

IntraCell. )

EF-
—®-__Cail
Y

- ® __;-j-" .~ | Die Uberwiegende Zahl der Untersuchungen

Long I ;,.m'_.!' calmoddlin - eigt, dass der Inaktivierungsmechanismus von
o . .

& Ca, dem anderer spannungsabhangiger Kanale

L ahnelt, die molekularen Determinanten jedoch

Uber das gesamte Kanalprotein verteilt sind (Heah@l., 2000). In einem von Stotz et al.
(2004) postulierten Modell @ndern die S6 SegmenéémbOffnen des Kanals ihre
Konformation und legen dadurch Andockstellen fis tlaaktivierungs Gate", das von der I-
Il Linkerregion gebildet wird, offen. Es existiggdoch eine Reihe weiterer Hypothesen zur
Frage, wie strukturelle Veranderungen in den uokeesllichen Teilen des Kanals zur
Inaktivierung beitragen. Diskutiert wird, dass Sit@gen in der "Teepee" Struktur der vier S6
Segmente eine entscheidende Rolle spielen. Es hbesteach die Mdglichkeit, dass
Domanenlinker (speziell der I-Il Linker) in a2 und Cg.1 Kanélen Teil eines separaten
"Inaktiverungs Gates" darstellen und den innereih der Pore verschlieRen (Hering et al.,
2000).

1.4.2.2 KALZIUMABHANGIGE | NAKTIVIERUNG

Brehm und Eckert (1978) stellten die Hypothese da$s das SchlieRen von Kalziumkanélen
durch intrazellulares Kalzium ausgeldst wird. Dregrozess wird als kalziumabhangige
Inaktivierung bezeichnet. Dieser Hypothese zufiggeler Strom von CAdurch dieKanale
selbstlimitierend. Wenn G&Kanéle lang genug 6ffnen, schliessen sie und éteilefraktar.

Kalziumabhangige Inaktivierung (calcium dependeaictivation CDI ) ist typisch fur HVA-
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Kanale. L-Typ Kanéle (mit Ausnahme von &, Mc.Rory et al., 2004) zeigen eine
beschleunigte Inaktivierungskinetik bei ansteigenddrazellularer Kalziumkonzentration
(Stotz et al., 2004). Erste Beweise fur CDI wurden Experimenten an Protozoen,
Arthropodenmuskeln und Molluskenneuronen erbraktite 1984). Nach heutigem Stand
sind mehrere Strukturen an der kalziumabhé&ngigeaktiierung beteiligt und umfassen den
C-Terminus, den N-Terminus sowie Teile der Kanapoden I-Il Linker und den
Kalziumsensor Calmodulin (siehe UbersichtsarbeitsGa al., 2006).

L-Typ Kalziumkanéle besitzen zwei ,feedback Mecisamen, die durch die Bindung von
C&" an Calmodulin zustande kommen: kalziumabhangietiviakung (,calcium dependent
inactivation“ CDI) und kalziumabhangige ,facilitati“ (,calcium dependent facilitation®
CDF) (Lian et al., 2007). CDI bestimmt die Langes dkardialen Aktionspotentials, und CDF
tragt zur ,positive force frequency relationshipi'{€itt et al., 2001). Zur Aufklarung des
molekularen Mechanismus trugen Arbeiten der GrugpeDavid Yue (2003, 2004) bei, die
zeigten, dass dieser Prozess durch die Interakban Calmodulin mit einer Sequenz im C-
terminalen Ende des Kalziumkanals zustande kommt.

Calmodulin (CaM) ist ein ubiquitares Adapterproteias von drei separaten Chromosomen
transkribiert wird (Clapham, 2007) und durch dierdfelerung der Aktivitdt zahlreicher
Kanéle eine wichtige Rolle in der Regulation zéllel Funktionen spielt (Kasri et al., 2004).
Es besteht aus einer flexiblenHelix, die zwei globulare Lappen am C- und N-Terud
miteinander verbindet (Yang and Poovaiah, 2003)edélem Lappen befinden sich EF-Hand
Doméanen (benannt nach den E und F Regionen voralBanain) - zwei Helix-Turn-Helix
Motive, in denen negativ geladene Sauerstoffatona'-I6nen innerhalb einer zwolf
Aminosauren langen Schleife binden kénnen (Claph200,7; Yang and Poovaiah, 2003).
Diese Bindung von G4 geht mit einer Konformationsanderung einher, bei ate beiden
Lappen hydrophobe Reste exponiert werden, die dféSensoraktivitat von CaM triggern
und in zahlreichen Protein-Protein Interaktionevolaiert sind (Clapham, 2007). Calmodulin
scheint sich wie eine Kanaluntereinheit zu vermaftéasri et al., 2004) und ist schon vor dem
C&” Eintritt mit dem Kanal praassoziiert (Mori et &004). Eine sogenannte ,calmodulin
tethering site” ist verantwortlich fir das Andockeron kalziumfreiem Calmodulin
(Apocalmodulin, apoCaM) im inneren Teil der KanakoSie beinhaltet die Sequenz-
abschnitte des IQ-Motivs sowie weitere Abschnittészhen den IQ und EF Domanen, die in
der Lage sind, Apocalmodulin zu binden. Einige daumnden an beiden Lappen von
Calmodulin, andere nur am N-terminalen Lappen.B&yp Kalziumkanalen bildet das Q-

Motiv Kontakte mit beiden Lappen von €&aM (Lian et al., 2007). Kontaktstellen an
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apoCaM fir die Bindung an den Kanal befinden siggsahliel3lich auf dessen C-terminalem
Lappen. Behindert man die oben beschriebenen Bgslelen, fuhrt dies zu einem
kompletten Verlust von CDI, und es tritt rasch V&if (Cens et al., 2006). Im kardialen
Ca/1.2 Kanal wurde eine Bindung von Calmodulin auchNdhierminus den;-Untereinheit
nachgewiesen. Diese findet allerdings nur bei Katkionzentrationen unter 1uM statt, was
darauf schlie3en lasst, dass der N-Terminus keiathering site* fur freies Calmodulin
sondern vielmehr flr das aktivierte kalziumgebumd&@almodulin darstellt (lvanina et al.,
2000). Ein Entfernen der Sequenz fuhrt zur Untefmag von CDI und Veranderungen von
VDI (lvanina et al., 2000).

1.6 STRUKTURDETERMINANTEN DER AKTIVIERUNG VON KALIUM - UND NATRIUMKANALEN

1.6.1 KRISTALLSTRUKTUR VON KCSA UND K,1.2

Kristallstrukturen verschiedener bakterieller Kalkanale wie KcSA, MthK, KAP, KirBac
lieferten wichtige Informationen tber den molekalaMechanismus des Gatings (Xie et al.,
2005). Erste Einblicke in die Konformation einer geschésn Kanalpore lieferte die
Kristallstruktur des prokaryotischen Kaliumkanalssik (Doyle et al., 1998). Er besteht aus 4
identen Untereinheiten mit jeweils zwei transmembran Helices (TM1,TM2), die die
ionenleitende Pore bilden und vergleichbar mit d&sgmenten S5 und S6 spannungs-
abhangiger Natrium-, Kalium- und Kalziumkanale simle TM2-Helix verlauft von der
ZellauRBenseite nach Innen und kleidet einen Hohirannerhalb des Selektivitatsfilters und

der ,Gatingregion“ am inneren Ende der Pore ausmgirong, 2003).

A B
T Outside
2@ \@
Filtear
75
E —
Q0 O
&4 O Th1
S‘s : (S5)
Gating region 3
O ™2
Q 4] (6)
OO O

Abb. 7 KcsA Kanal.Er besteht aus vier identen Untereimedie um eine zentrale Pore angeordnet sind (A).
Abbildung B zeigt zwei Untereinheiten (von der Rjam-Kristallographie-Analyse, Doyle et al.1998).eDi
Achse der Pore liegt in der Ebene der Seite. Jatereinheit besitzt zwei transmembrandre SegmdaiH,
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(weisse Kreise) und TM2 (grine Kreise). Das Seléktsfilter ist gelb markiert, ein als ,Gating Hje“
fungierender Glycin-Rest ist schwarz gekennzeighemte groRe wassergefiillite Hohle ist orange ured di
,gating Region an der die TM2 Helices konvergiereist blau dargestellt. Im komplexeren
spannungsabhéngigen Kanal (C) sind 6 transmemlgré@g&gmente zu sehen. Segmente S5 und S6 (analog zu
TM1 und TM2) bilden den Kern des Kanals. Die viaisatzlichen transmembranaren Segmente S1 bis S4
vermitteln Spannungssensitivitat (Quelle: Armstro2@03).

Ein potentielles ,Gate” wurde in einer Region nalen inneren Ende der Pore, an der die
TM2 Segmente zusammenlaufen, identifiziert (Doylale 1998). In dieser Region kénnen
drei Aminosauren Thrl07, Alalll und Valll5 ,hydrobé seals” bilden. Hydrophobe
Methylenreste dieser Aminosauren sind hier so digbpackt, dass nicht einmal ein
dehydriertes Klon hindurchwandern kann (Armstrong, 2003). Es istbekannt, ob
hydrophobe Interaktionen dieser Aminosauren zubitgerung des geschlossenen Zustands
von KcsA beitragen (Hering et al., 2008). Es eegistikeine Kristallstruktur des offenen
Zustands von KcsA, jedoch dient die Kristallstrukaines &hnlichen 2TM Kanals - Mthk
(Jiang et al., 2002) - als Modell fur den offenenstand der Pore. Mthk besitzt am
zytoplasmatischen Ende eine grol3e RingstruktuKdi@imionen bindet und dabei die TM2
Helices auseinander zu ziehen scheint (Armstror@)3R Ein Ubereinanderlegen der
Kristallstrukuturen beider Kandle zeigt, dass damere Teil des Segments wahrend des
Ubergangs vom offenen in den geschlossenen Zustan@inem ,Glycinhinge* rotiert
(Armstrong, 2003). Dieser Glycinrest in Position 358 MthK und G99 in KcsA

Kaliumkanalen (Jiang et al., 2002) ist in vielendakanalen konserviert (Hering et al., 2008).

Abb. 8 Wahrscheinliche Konfiguration des offenen und gkssenen “Gates”. Der KcsA Kanal (rot),er dient
als Modell fur den geschlossenen Zustand und dék Manal (schwarz), ein Modell fir den offenen Zunst,
sind Ubereinandergelegt zu sehen. (Quelle: Armgt&003)
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Zhao et al. (2004) untersuchten, ob der fur Kalianiéte beschriebene Helix-Knick-
Mechanismus auch bei der Aktivierung des 6TM spagaabhangigen Natriumkanals von
Bacillus Halodurans(NaChBac; Ren et al., 200Bine Rolle spielt. Die Substitution des
Gylcinrestes in Position 219 (entsprechend Gly83vitihK) durch Prolin verschiebt die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung uB0OmV in negativer Richtung und verlangsamt
gleichzeitig die Deaktivierung um das 2000-fachah@ et al. (2004a) nehmen ein ,Helix
bending” an dieser Position und eine Stabilisierdeg Konformation des offenen Zustands
durch Einfihrung des Prolinrestes an. Man geht wauaes, dass alle vier S6 Segmente in
einem gemeinsamen Schritt durch diesen Knick inaffanen Zustand Ubergehen und dieser
Mechanismus elementar fur 2TM- und die meisten @dienkanéle ist (Zhao et al., 2004a).
Yifrach und MacKinnon's (2002) Alaninscan am Shakaliumkanal ergab eine
Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierumgbi® zu -35mV. Durch diese Methode
der ,mutational perturbation“ identifizierten sidigt spots* der flr das gating sensitiven

Aminosauren in den Segmenten S5 und S6.

1.6.2 SRUKTURDETERMINANTEN DER AKTIVIERUNG VON KALZIUMKANALEN
Strukturelemente, die die unterschiedliche Spansabigingigkeit der verschiedenen
Familien der Kalziumkanale bedingen, sind weitgehembekannt. Tanabe et al. (1991)
fuhrten anhand von Kanal-Chimaren erste Untersugpdunzur Identifizierung von
Strukturdeterminanten in der-Untereinheit von CA Kandalen durch. Konstrukte, in denen
Sequenzabschnitte der schnell aktivierendenl @aa;-Untereinheiten (,kardialer Typ*)
durch Abschnitte (Doméne 1) langsam aktivierendera, 1 ai-Untereinheiten
(,Skelettmuskeltyp”) ersetzt wurden, aktiviertemdaam. Li et al. (2004) konstruierten
Chimaren zwischen LVA-Kanalen (¢Zal) und HVA-Kanélen (G4.2) und zeigten, dass die
Substitution der Doménen |, Il und IV von 3al mit den korrespondierenden Domé&nen von
Cal.2 in HVA-Kanalen resultierte. Ersatz der Domane vbn Cg3.1 durch die
korrespondierende Doméane Il von (& verschob die |-V Kurve nach rechts und
beeinflusste die Aktivierungskinetik, fuhrte abecht zum HVA Phanotyp. Regionen der
Doméane |, die entscheidend zur Verschiebung dern@paysabhangigkeit beitragen,
beinhalten Sequenzabschnitte der Pore, aber neshSgannungssensors. Der modulierende
Effekt von DIl hingegen wird hervorgerufen durchntedrschiede in der Sequenz des
Spannungssensors (S1-S4) und S5-S6 (Li et al.,)2005

Raybaud et al. (2007) substituierten eine konseeviRegion hydrophober Reste (VAVIM
1718-1722) im porenformenden Segment IVS6 von2@adurch flexible Glycine. Die
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Mutanten A1719G und V1720G fihrten zu einer versamgten Aktivierung, begleitet von
einer —20mV Verschiebung der Kurve, was ein Hinweuis einen relativen Anstieg der
Stabilisierung des offenen Zustands ist. Der dehdte Effekt in C&.3 wurde von 1701G
(diese Aminosaure entspricht 1781 in 11IS6 von,IC2) ausgel6st, was ein Indiz daflr sein
kénnte, dass Segment 1IS6 eine spezielle Rolle iatinG von Kalziumkanalen spielt.
Unterschiedliche Beitrdge von Aminosauren eineryommetrischen Kanalpore in analogen
Positionen der Segmente 1S6-IVS6 sind nicht tbehersd.

Untersuchungen von Nakai et al. (1994) zeigtens dgéegment 1S3 und der 1S3-S4 Linker
entscheidend sind fur die Unterschiede in der Adtungskinetik zwischen Kanalen vom
Skelettmuskeltyp G4.1 und dem kardialem ¢la2.

Garcia et al. (1997) substituierten Arginine inS&gmenten aller 4 Domé&nen eines chimaren
Kanals durch neutrale oder negative Aminosaurenfanden, dass die Spannungssensoren
der Doméanen | und Ill, jedoch nicht Il und 1V, iredSpannungsabhangigkeit und dem
zeitlichen Verlauf der Aktivierung eine wichtige RRospielen. Die Substitution von Prolinen,
die in 1S4 und 1lIS4 von Kalziumkanélen konservisitd, fihrte zu kirzerer Offenzeit der
Kanale, wahrend das Einfihren von extra Prolinermsprechende Positionen in 11S4 und
IVS4 die Zeit im offenen Zustand verlangerte (Yaoy et al., 1999).

Zhen et al. (2005) beschrieben substantielle Vexdmgyen bei der Aktivierung von {2al
nach Substitutionen in den S6 Segmenten und Amimesan benachbarten intrazellularen
Schleifen durch Cysteine. Die Ergebnisse lassemnwin, dass wichtige Aktivierungs-
determinanten dieses Kanaltyps in den intrazebBuldBchleifen lokalisiert sein kdnnten.
»Cysteinaccesibility* durch MTSET der inneren Paegion gibt Hinweise auf mdgliche
Unterschiede in der Architektur von 2al im Vergleich zu Kaliumkanalen.

1.5 KANALOPATHIEN VON KALZIUMKANALEN

Strukturelle Aberrationen innerhalb der porenforoem a;-Untereinheit kénnen L-Typ
Kanalopathien (L-Type Channelopathies) hervorruftriessnig et al., 2004). Prominente
Beispiele sind Mutationen an der retinalen,XC& a;—Untereinheit, die zu inkompletter
kongenitaler stationarer Nachtblindheit (CSNB2) r&ih (siehe Abschnitt 1.5.1.2). Andere
Mutationen an CA.1 a; im Skelettmuskel fihren zu Maligner HypertherrfhdHT) oder
Hypokalamischer Periodischer Paralyse (HPP) (Lelmtdorn and Jurkat-Rott, 1999). Ein
weiteres Beispiel fur einen Gassoziierten Phanotyp (in ,nicht L-Typ®, non-LTCatteral

et al., 2003) sind Mutationen im (2al, die zur "tottering mice" fihren (Striessnigakt
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2004). Ein umfassender Uberblick zu Kanalopathiéa w.B. in den Ubersichtsarbeiten von
Lehmann-Horn and Jurkat-Rott, 1999; Pietrobon, 2008renzon and Beam, 2000;

Weiergraber et al., 2008 gegebétier werden nur ausgewahlte Beispiele an Kanalogath

erdrtert, die in unmittelbarem Bezug zur experirabah Aufgabenstellung der Arbeit stehen.

1.5.1 L-TYP KALZIUMKANALDYSFUNKTIONEN

1.5.1.1 TMOTHY SYNDROM

Beim Timothy Syndrom handelt es sich um eine seltefilyp Kalziumkanalopathie im
Kindesalter, die sich in einer abnormalen Verlanggr des kardialen Aktionspotentials
manifestiert und stark assoziiert ist mit AutismA§D (autism spectrum disorders) sowie
einem weiten Spektrum an Entwicklungsstérungenviisle 1992 beschrieben (Reichenbach
et al., 1992; Marks et al., 1995a,b) und ist anedvlissense-Mutation G406R am Ende des
IS6 Segments, den;-Untereinheit des G&.2 L-Typ Kalziumkanals zuriickzufihren
(Splawsky et al., 2004). Berret and Tsien (2008hdén, dass diese Mutation die
spannungsabhangige Inaktivierung verlangsamt undglemh die Kinetik der
kalziumabhangigen Inaktivierung beschleunigt. Dieradgerung der spannungsabhéngigen
Inaktivierung wurde sowohl bei Koexpression mit &grals auch mit der S3Untereinheit

beobachtet.

1.5.1.2 ®NGENITALE STATIONARE NACHTBLINDHEIT (CSNB2)

Cal.4 Kandle kontrollieren den lichtabhéngigen Kalz@instrom in Photorezeptorzellen
(Hoda et al., 2006). Im Gegensatz zu den meistenetlen chemischen Synapsen, an denen
phasische Neurotransmittersekretion stattfindetrmiteeln diese Zellen eine tonische
Sekretion als Antwort auf Veranderungen des Menpwtntials (Striessnig et al., 2004).
Die tonische Freisetzung wird durch unvollstandigektivierung von Cd.3 bzw. Cal.4
Kanalen und schnelle Aktivierung bei SpannungermumstOmV ermoglicht (Koschak et al.,
2003; Baumann et al., 2004; Mc Rory et al., 2004).

Photorezeptoren depolarisieren in Dunkelheit anfRaihepotential von ca. -40mV, Kalzium
stromt in die Zelle (Hoda et al., 2005) und triggeie tonische Freisetzung von Glutamat
(Morgans et al., 2000). Dieser Prozess findet ayeisannten (,Ribbon-,) Bander-Synapsen,
an denen CdKanale geklustert vorliegen, statt (Morgans, 20B@iessnig et al., 2004). Ein
Lichtreiz lasst die Photorezeptor-Plasmamembrancauf-55mV (Witkovsky et al., 1997)
hyperpolarisieren und reduziert die Freisetzungedaitatorischen Neurotransmitter an den

synaptischen Enden (Striessnig et al., 2004). Eiss,of function“ der C4.4 Kanéle wirde
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daher die Neurotransmitterfreisetzung in Photorexep verringern und das Signalling an

Neuronen zweiter Ordnung abschwéachen (Striessraly, 2004)

Ca/l.4 Kanale werden tUberwiegend in retinalen Neurangmimiert, wurden jedoch auch in
Spinalganglien (Murakami et al., 2001), lymphatemthGeweben und Immunzellen
identifiziert (McRory et al., 2004). lhre Beteiligg an der retinalen Signalubertragung wird
evident durch Mutationen des @& Gens (CACNALF), die zu Krankheitsbildern wie de
das X-Chromosom gekoppelten angeborenen stationdesmtblindheit Typ 2 (CSNB2)
fuhren (Hoda et al., 2005). Von den mittlerweilehmals 70 bekannten (McKeown et al.,
2006) CACNALF Alterationen fuhren die meisten zuhvger-wiegenden, strukturellen
Veranderungen, wie z.B. trunkierten-Untereinheiten, die ein Funktionieren der Kanéle
unwahrscheinlich machen (Hoda et al., 2005; Beahgdn et al., 1998Strom et al., 1998;
Boycott et al., 2001). Die Abwesenheit eines fumksifahigen Allels bei betroffenen Mannern
lasst vermuten, dass CSNB2 aus einem komplettetusteder Kanalfunktion resultieren
kann. Klinische CSNB2-Symptome resultieren nicht aus einem kompletten Verlust der
Kanalfunktion (“loss of function®), sondern auchsaueranderungen im Aktivierungs- und
Inaktivierungsverhalten (inklusive ,gain of funtiroder verminderter Expression mutierter
Kanale mit unverdndertem Gating Verhalten (Hodal.eR005; Striessnig et al., 2004).
Untersuchungen von Hoda et al. (2005) an der nsssktutation G369D in Segment I1S6 der
Cal.4 aj-Untereinheit zeigten eine Verschiebung der Aktigskurve in die
hyperpolarisierte Richtung, eine verlangsamte Iinsktung und den Verlust der kalzium-
abhangigen Inaktivierung. Dieses Ergebnis deuteeiaen ,gain of function” des Kanals hin
(Striessnig et al., 2004). R508Q und L1364H widertgnultieren in einer verminderten
Proteinexpressionsdichte in transfizierten tsA-<€fell was die retinale Stromdichte
herabsetzten kbnnte (Striessnig et al., 2004).

CSNB2 ist eine X-chromosomale Form der stationaMachtblindheit mit variablen
Auspragungsgraden. Die Betroffenen leiden an métldis niedriger Sehscharfe, Myopie
oder Nystagmus, aber eines oder mehre dieser Symepkdénnen fehlen (Weiergraber et al.
2008) Im Gegensatz zu CSNB1, das aus einem anderatischen Defekt hervorgeht, ist bei
CSNB2 die Nachtblindheit nicht die Hauptstérungr Beigenfundus ist normal, die ERG-
Protokolle weisen jedoch charakteristische Alteragn auf. Wéahrend die A-Wellen normal
ausgepragt sind, sind die B-Wellen stark redufieemblay et al., 1995). Es lasst sich eine
reduzierte aber noch detektierbare Stabchen Antwoessen, die bei der kompletten Form
der Nachtblindheit ganzlich fehlt. Diese ERG-Datssen sich mit einem Defekt der
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intraretinalen Neurotransmission zwischen Photqrezen und Neuronen zweiter Ordnung,
den Bipolarzellen erklaren (Striessnig et al., 2004

In einer Neuseeldndischen Familie wurde 2005 einariges CACNALF Allel(1745T)
identifiziert, welches mit schwerer Sehbeeintragpintig einhergeht und dem CSNB2 ahnelt.
Die Cgl.4 Mutante zeigt einen ,gain of function“ Phanofyfemara-Wahanui et al., 2005).
In funktionellen Untersuchungen wurden eine Vemsbhng der Aktivierungskurve von -
30mV, sowie eine verlangsamte Inaktivierungskinbgkbachtet.

Mannliche Trager der I745T Mutation leiden u.a.asmgeborenem Nystagmus und schwerer,
nicht progressiver Beeintrachtigung der Sehschakfeibliche Patienten leiden ebenfalls an
kongenitalem Nystagmus sowie an verminderter Séinkchund meist starker Myopie.
Betroffene Manner litten auflerdem an intelektuellBeeintrachtigungen (Autismus)
(Hemara-Wahanui et al., 2005).

1.5.2 AUSGEWAHLTE ,,NON L-T YPE" K ANALOPATHIEN

1.5.2.1 FAMILIARE HEMIPLEGE MIGRANE (FHM)

Seit der Identifikation des CACNAL1A Gens 1996 aisn@ren Locus fur FHM (Ophoff et al.,
1996), wurden 17 Mutationen auf diesem Gen idemifi, die in allen 4 Domé&nen der
Ca /2.1 a;-Untereinheit vorkommen und wichtige Strukturen w@n Spannungssensor oder
die Kanalpore betreffen (Weiss et al., 2007). Maten in der humanen (Al q;-
Untereinheit sind mit Familiarer Hemipleger MigrafieHM), episodischer Ataxie Typ2
(EA2) und der ebenfalls allelischen spinozerebetidAtaxie (SCAG6) assoziert (Pietrobon,
2002). Bei der FHM liegen ausschlie3lich ,misseABahktmutationen vor (Weiss et al.,
2007), die auf eine Veranderung der Kanalfunktitnpathogenen Mechanismus hindeuten,
wahrend bei EA2 Mutationen zu Veranderungen im rpostationalen Spleissen oder
vorzeitiger Trunkierung fuhren, die mit einem ,lassfunction“ einhergehen (Lehmann-Horn
and Jurkat Rott, 1999). Im Gegensatz dazu stehttSGifeiner Trinukleotidexpansion in der
codierenden Region (Zhuchenko et al., 1997).

Proteinsequenzvergleiche mit anderen Kalziumkanataimheiten und spannungsabhangigen
Natriumkanélen zeigten, dass hochkonservierte As@inen von Mutationen betroffen sind,
was darauf schlieBen lasst, dass diese wichtigeratanten fur eine normale Funktion der

lonenkanale sind (Weiss et al., 2007).
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Abb. 9 Vermutliche Membrantopologie der ¢al Untereinheitvon P/Q-Kanalen und FHM1l-assozierte
Mutationen (Quelle: Weiss N, Tournier-Lasserve E,\WWaard M., 2007).

10 von 11 charakterisierten Mutationen tragen zunerei Verschiebung der
spannungsabhangigen Aktivierung in Richtung negati@pannung bei und verursachen
dadurch eine Verringerung des Schwellenpotentiats eine Erleichterung des Kanaloffnens
(Weiss et al.,, 2007). Lehman-Horn and Jurkat-R@1999) beschreiben 6 Missense-
Mutationen, die entweder im Spannungssensor liegm mit der P-Region assoziert sind
und zur Veranderung der Spannungsabhéngigkeit legabtmg und der Gatingkinetik, der
lonenleitfahigkeit und Spezifitat fohren. All diesd=aktoren wirden in einer
Membrandepolarisation resultieren und eine ,gainfwfiction® Hypothese unterstitzen.
11815L (in IVS6) verschiebt ysactum -5mV (Hans et al., 1999), V714A (in [1IS6) umvat
-10mV (Hans et al., 1999) oder V1457L (in der IHS6 Schleife) unid-7mV (Tottene et al.,
2002). Millner et al. (2004) fand in funktionellemtersuchungen an K1336E (im [11IS3-S4
Linker) und W1684R (im IVS4-S5 Linker) Verschiebemgin den Aktivierungskurven
(Vosag) In die hyperpolarisierte Richtung von jeweils Bibpzw. -12mV, was die Theorie
eines ,gain of function* Phenotyps unterstitzt. 3R&E verschiebt die Inaktivierung in die
hyperpolarisierte Richtung nur bei Koexpression B (Mdillner et al.,, 2004). Die
Verschiebung der Aktivierung in die hyperpolarigéeRichtung bei KE und WR unterstitzt
die Hypothese von Pietrobon and Striessnig (20f)s eine gesteigerte Aktivitat der,Za
Kanéle bei negativen Spannungen als pathogener aesshus bei FHM dient. V1696l (in
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IVS5) hat zwar keinen Einfluss auf die Spannungéabtykeit der Inaktivierung, aber es
fuhrt zu einer signifikanten Verlangsamung der tnagrungskinetik mit 31 und 33 (Mullner
et al., 2004). Die Daten von Millner et al. (20043sen darauf schlie3en, dass die durch
Mutationen ausgeldsten Veranderungen der Kanalfumkton der Zusammensetzung der 3-
Untereinheiten abhangig sind.

Nicht alle Mutationen, die zu FHM oder Ataxie fuhrererschieben die spannungsabhéangige
Aktivierung in die hyperpolarisierte Richtung. Wagp al. (2002) beschreiben eine Mutation
(G293R, in der zytoplasmatischen Schleife zwiscH&h und 1S6), die mit Episodischer
Ataxie (EA2) assoziert ist und die Aktivierungskerv, sac) um ca 6mV in die depolarisierte
Richtung verschiebt.

Von Mutationen betroffene FHM-Patienten leiden untmilateralen, migrandsen Kopf-
schmerzen begleitet von Nausea und Photo- bzw Phobte. Die Episoden werden
typischerweise von einer Aura eingeleitet (Weidbgraet al., 2008). Einige Familien leiden
zusatzlich unter Epilepsie, retinaler Degeneratparsistenter cerebellarer Dysfunktion oder
Purkinjezell-Atrophie (Lehmann-Horn and Jurkat-Rd999). Gegenwartige Modelle zur
Pathogenese der FHM gehen von einer Depolarisataltesder kortikalen Neurone (Cortical
Spreading Depression, CSD) aus, die anfanglichiaer eellularen Ubererregbarkeit mit
spontanen Aktionspotenzialen fuhrt und von einaglanhaltenden Membrandepolarisation
mit Unerregbarkeit gefolgt wird. Die Mutationen I@ACAN1A Gen erhb6hen die
Konzentration von Glutamat im synaptischen Spaltl Wwdnnten die anfangliche CSD
auslosen die das trigeminovaskulare System aktiviert und dan trigeminal bedingten
Migrane-Kopfschmerzen fuhrt (Lehmann-Horn and JuRatt, 2008; Weiss et al., 2007).
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1.6 ZIELSTELLUNGEN

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zur Aufklarudgr molekularen Ursachen fur die von
Wahanui et al. (2005) an (Jad4 beschriebene L-Typ Kanalopathie beizutragere Di
Untersuchungen zur funktionellen Rolle von lle74% tbenachbarter Aminosauren wurden
an einem Cavl.2 durchgefiihrt, bei dem das unterfgeDvon Segment 1IS6 eine idente
Aminosauresequenz mit (dad aufweist (Abb.11; siehe auch Hohaus et al.,5200n
Zentrum der Arbeit standen folgende Fragen:

1. Hat die Threoninsubstitution von 1781 in Cavéi@en vergleichbaren Einfluss auf die
Spannungsabhéngigkeit der Kanalaktivierung wie Migtation [745T in Cgl.4?
Kann Cgql.2 fur Struktur-Funktions-Untersuchungen zum molaten Mechanismus
der Kanalfunktion verwendet werden ?

2. Welche Aminosauren in Segment [IS6 haben eimsoriders starken Einfluss auf die
spannungsabhangige Aktivierung von Cavl.2? KonneshliSselaminosauren
identifiziert werden?

3. Welchen Einfluss haben Prolinsubstitutionen iregr8ent [IS6 auf die
Kanalaktivierung? Prolinmutationen induzieren ektheljx bending” (~26°) (Zhao et
al., 2004a,b) wodurch in Analogie zum Gating-Vetdralvon Kaliumkanalen, eine
Stabilisierung des Offenen Kanalzustandes bewigktien kénnte.

4. Welche Eigenschaften von Aminosauren (z.B. Gré@dung und Hydrophobizitft
sind besonders kritisch fir das Aktivierungsvesdralion Cal.2?

5. Welche Aminoséauren in Segment IS6 haben einsangers starken Einfluss auf die
Kanalaktivierung?

6. Welchen Einfluss haben Prolinsubstitutionen iegr8ent 1S6 auf das ,Gating”
Verhalten? Werden analoge Veranderungen wie inii86ziert?

7. Sind die Veranderungen im Gating Verhalten von @ipptanten in Segmenten IS6
und IIS6 additiv (d.h. unabhangig), oder muss vorerelnteraktion der Segmente

ausgegangen werden?

26



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 ZELLKULTUR UND TRANSIENTE TRANSFEKTION DER TSA-201 ZELLEN MIT KALZIUM -
KANAL -UNTEREINHEITEN
Humane embryonale Nierenzellen (= kidney) ,HEK" #2881 Zellen wurden in ,Dulbecco’s
modifizierten Eagle's/F-12“ Medium unter Zusatz vido (v/v) fetalem Kalber Serum und
100 Einheiten/ml Penicillin/Streptomycin bei 37%@ iCQ-Inkubator (5%) kultiviert. Wenn
die Zellen eine Konfluenz von 80% erreicht hattemirden diese mittels Trypsin-EDTA-
Losung gesplittet und ~16 Stunden vor der Trangfekauf 35-mm Petrischalen (Falcon)
eingesaat. AnschlieRend wurden die tsA-201 Zell&nciNAs co-transfiziert, die fur den
Wildtyp oder mutierte GA.2 ai-Untereinheiten codieren, sowie mit den akzessoeisc
Untereinheiterpia (Ruth et al., 1989) odef,, (Perez-Reyes et al., 1992) umgd, (Ellis et
al., 1988). Fur die Transfektion der Zellen wurdes JFUGENE 6 Transfection Reagent"
(Roche Applied Science) benutzt. Das verwendetefl.€aol-Konstrukt (GenBan®!
X15539) mit N-terminalem GFP-Tag wurde freundlicheise von Dr. M. Grabner zur
Verfugung gestellt (Grabner et al.,1998).

2.2 BELEKTROPHYSIOLOGISCHE MESSUNGEN MITTELS PATCH -CLAMP -TECHNIK UND
DATENERFASSUNG
Barium Strome @) durch spannungsabhéngige?C&anale wurden bei 22-2%C mittels
Patch-Clamp Technik (Hamill et al., 1981) mit einemxopatch 200A patch clamp
amplifier* (Axon Instruments, Foster City) 36-48ham der Transfektion aufgenommen. Die
extrazellulare Badlosung enthielt (in mM): Ba6| MgCh 1, HEPES 10, Choline-Cl 140, mit
Methansulfonséaure auf pH 7.4 titriert. Die PatgbeRen mit einem Widerstand von 1 bis 4
MQ wurden aus Borosilikatglas gezogen (Clark Elec#diwal Instruments, UK) und mit
folgender Pipettenlésung befillt (in mM): CsCl 1489gCl, 3, HEPES 10, EGTA 10, mit
CsOH auf pH 7.25 titriert. Alle Daten wurden migtdDIGIDATA 1200 interface (Axon
Instruments, Foster City) digitalisiert. Das pCla®pftwarepaket (Version 10.0 Axon
Instruments, Inc.) wurde zur Datenerhebung und wvomr&ufigen Analyse verwendet.
Microcal Origin 5.0 wurde zur Analyse und Kurvenfitting eingesetzt. eDi
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung und Inaktivigy wurde, wie in Hohaus et al. (2005)
und Kudrnac et al. (2009) beschrieben, bestimmtsgigeben wurden die Daten als
Mittelwert £ S.E und die statistische Signifikanz mittels Stieunpaired t-test bewertet.
Die elektrophysiologischen Messungen wurden vonStnislav Beyl durchgefiihrt und

ausgewertet.
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2.3 MOLEKULARBIOLOGISCHE M ETHODEN

2.3.1 BNFUHRUNG VON PUNKTMUTATIONEN IN DIE CA 1.2 UNTEREINHEIT

Mit Hilfe der von Kary B. Mullis (1987) entwickelte Polymerasekettenreaktion (Polymerase
Chain Reaction, PCR) wurde es mdglich, cDNA Fragmetefinierter Lange und Sequenz
exponentiell zu vervielfaltigen bzw. zu modifiziar@/Vhite, 1996). Die Methode basiert auf
sich wiederholenden Zyklen, im Laufe derer sichhAnwesenheit einer DNA-Polymerase und
freien Desoxynukleosid-Triphosphaten (dNTPs), dgetie komplementare Oligonukleotide
(Primer) jeweils an das 5" und 3" Ende der zu dimigienden Matrize anlagern und diese
vervielfaltigt wird. Da jedes pro Zyklus entstandeRrodukt selbst als Template fungieren
kann, erfolgt die Amplifikation nicht linear sondeexponentiell. Die 3 Grundschritte der
PCR sind: Denaturierung, Annealing und Elongation.

Wahrend des Denaturierungsschrittes bei 90-95°@] die doppelstrédngige Matrizen-DNA
in zwei Einzelstrange aufgetrennt. Der anschlieBeAdnealing Schritt findet bei einer
Temperatur zwischen 50 und 70° C statt. An Stellendenen die komplementaren Primer
hybridisierern, bilden sich stabilere, etwas langnaltende Bindungen aus und werden zum
Angriffspunkt fir die Polymerase. Sobald an derOB{-Enden der Primer beginnend einige
Nukleotidbasen eingebaut sind, ist die Templatei®ribindung stark genug, nicht mehr zu
brechen. Die Erh6hung der Temperatur auf das Tatypeptimum der jeweils eingesetzten
Polymerase, die in der Regel 72° entspricht, leiiet Elongationsphase ein, in der die
zwischen beiden Primern liegende DNA-Sequenz nat d@mplementéaren Nukleotiden vom
5zum 3" Ende des jeweiligen Primers zum neuen Bispjang aufgefullt wird (siehe auch
Muller 2001).

Die gerichteten Punktmutationen in den untersclubdh Segmenten der a2 al-
Untereinheit wurden mittels “gene SOEIng” (splicibg overlap extension) PCR-Technik
(Horton et al., 1989) eingefiihrt. Diese Methodetdras aus zwei separaten PCR Schritten. Im
ersten Schritt wurden aus dem Ausgangstemplate jewiteils einem flankierenden
Oligonukleotidprimer und einem, die Mutation entbatlen Hybridisierungsprimer zwei
DNA Fragmente mit einem Uberlappenden Ende gemeherzweiten Schritt durchliefen die
beiden Fragmente gemeinsam eine PCR, in der slestsels Template dienten und
miteinander hybridisierten. Zugabe der beiden fiar@nden Primer aus der ersten PCR nach
7 durchlaufenen Zyklen fuhrte zur Bildung des gesdlimen Endprodukts. Samtliche
Konstrukte wurden durch ,Restriciton Site Mappingid Sequenzierung auf Fehlerfreiheit

Uberpruft.
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Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94° 2 min
Zyklenzahl 1
Denaturierung 94° 0,25 min
Annealing 55° 0,30 min
Synthese 72° 2 min
Zyklenzahl 4
Denaturierung 94° 0,25 min
Annealing 55-64° 0,30 min
Synthese 72° 2,15 min
Zyklenzahl 23
Finale Extension 72° 7 min

Tab. 2Amplifikation von Fragment 1 und Fragment 2 riag-DNA Polymerase

Temperatur Dauer
Initiale Denaturierung 94° 2 min
Zyklenzahl 1
Denaturierung 94° 0,25 min
Annealing 55° 0,30 min
Synthese 72° 2 min
Zyklenzahl 4
Zugabe der
Aul3enprimer
Denaturierung 94° 0,25 mir
Annealing 55-64° 0,30 min
Synthese 72° 2,15 min
Zyklenzahl 23
Finale Extension 72° 7 min

Tab. Bmplifikation des Fusionsproduktes riag-DNA Polymerase

2.3.2 ISOLIERUNG VON CDNA FRAGMENTEN AUS AGAROSEGELEN

Fur die Isolierung von cDNA-Fragmenten aus Agaretagy wurde der ,Spin DNA
Extraction Kit“ der Firma Invitek verwendet. Das I&éck (bis zu 300mg) wurde dazu mit
1000p! Gel Solubilizer S versetzt und fir mindestens 10 Minuten unter p@entem
Schitteln auf 50°C erwarmt, bis es vollstandig gieldar. Danach wurden 500Binding
Enhancerzugegeben, die Suspension gut durchmischt, und|8fvon auf ein Spin Filter
aufgetragen und bei 12000 rpm fur eine Minute zZeigiert. Das Filtrat wurde verworfen
und der Vorgang mit der restlichen Suspension wietdle Anschlieiend wurde das Spin
Filter zweimal mit je 500uWash-Bufferversetzt, 30 Sekunden bei 12000 rpm zentrifugiert
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und das Filtrat verworfen. Der Restalkohol déash-Bufferavurde durch Zentrifugation bei
14000 rpm far 4 Minuten entfernt. Das Spinfilter rdl@ in ein neues Mikrozentrifugen-
Eppendorfgefald Gberfihrt und 5 Minuten bei Raumegatpr mitElution Bufferinkubiert.
Abschliel3end wurde dieses fur eine Minute bei 120®0zentrifugiert und die in den Buffer
eluierten DNA-Fragmente bei -20°C bis zur Weiteavbeitung gelagert.

Die Konzentration der DNA wurde anschlieiend duiektinktionsmessung bei einer
Wellenlange von 260 nm am ,NanoDrop ND-1000-Spettatometer” mittels der
dazugehdrigen Computersoftware berechnet. Um diehBie der DNA abzuschatzen wurde
der Quotient der bei 260 nm bzw. 280nm Wellenlamggenessenen optischen Dichte
(OD26d/OD2s0) gebildet, der zwischen 1,7 und 1,9 liegen sollte.

2.3.3 KLONIERUNG VON C DNA ABSCHNITTEN

Die Klonierung des mittels der PCR mutierten DNAs&bnittes in den, die Wildtyps-
Untereinheit enthaltenden Plasmidvektor, war Vosatming fur dessen Transformation in
kompetente E.coli-Zellen und die anschlieRendenftéexpression. Durchgefiihrt wurde die
Klonierung mit demDNA Ligation Kit Ver.1(TaKara BIO.INC.). Zuvor wurden sowohl der
Plasmidvektor als auch das Fusions-PCR Produktilewet den gleichen Restriktions-
enzymen geschnitten und dann bei 16°C eine Stugiet! Fir die Mutationen in Segment
[1S6 wurde mit BamHI und BstEIl geschnitten. Fundeestrikitionsverdau der Mutationen in
IS6 wurde mittels ,silent mutation” eine Schnittkfér BshTI eingefuhrt. Somit konnte fur
die Mutationen in 1IS6 mit BshTIl und BstEIl gesclrit werden.

Die Ligation wurde mit einem Gesamtvolumen von 28utchgefihrt. Pufferlosung A und
T4 DNA Ligase-héltige Pufferlosung B wurden im Vaithis 1:8 eingesetzt. Dabei fielen
20ul auf Pufferlosung A und 2,5ul auf PufferlésuBg Die, den Vektor und das Insert

enthaltende Losung wurde, je nach Konzentratiorbditen, mit HO auf 2,5ul erganzt.

2.3.4 TRANSFORMATION VON KOMPETENTEN E.coLl ZELLEN (DH5A HANAHAN 1983)

Zur Plasmidtransformation in Bakterien wurden clemini kompetente E.coli-Zellen
(Subcloning Efficiency DH&™) der Firma Invitrogen verwendet.

Es wurden jeweils 100ul Zellen in eisgekihlten Epjmefgefal3en vorgelegt und mit 25ul des
ligierten Plasmids gemischt. Nach 30 Minuten Inkidmaauf Eis wurden die Zellen bei 37°
fur 45 Sekunden in einem Wasserbad Hitze-geschautttanschlieRend weitere 2 Minuten
auf Eis gestellt. Danach wurden sie mit 950ul LBedien (Trypton 10g/l, Hefeextrakt 5g/l,
NaCl 5g/l, pH 7.5) versetzt und eine Stunde bei I381°225 rpm geschittelt. Anschlie3end
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wurde die Zellsuspension fur eine Minute bei 800 zentrifugiert, 900u| des Uberstandes
wurden verworfen und das entstandene Zellpellgleim restlichen Uberstand resuspendiert.
Die Suspension wurde auf ampicillinhaltige (100ighB-Agarplatten ausgestrichen und bei
37°C 14 Stunden lang tber Nacht inkubiert. Diedmrf Platten gewachsenen Einzelkolonien
wurden anschlieBend jeweils in 2,5 ml ampicilliigldm (100pg/pl) LB-Medium 12-15
Stunden bei 37°C unter Schitteln (280 rpm) vermehd zur Isolierung der Plasmid- DNA
wie in 2.3.3. weiterverarbeitet.

2.3.5 ISOLIERUNG UND REINIGUNG VON PLASMID DNA AUS BAKTERIEN

Die Isolierung der Plasmid DNA erfolgte mittels ylaorb Spin Plasmid Mini Kit* der Firma
Invitek. 1,5ml einer E.Coli Ubernachtkulter wurdém 1 Minute bei 13500 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das sedimentiRetiett mit 200 Resuspenison Buffer
mittels ,Vortexer” resuspendiert. Die so erhalt&hespension wurde mit 200Alkaline Lysis
Buffer finf Minuten zur Lyse der Bakterien und der Frideag der Plasmid-DNA inkubiert.
Danach wurde sie mit 200Neutralization Solutiomeutralisiert, was zum Prazipitieren der
genomischen Bakterien-DNA und der Zelldebris fihde in einem anschlieBenden funf
minutigen Zentrifugationsschritt pelletiert wurdeBer, die Plasmid-DNA beinhaltende
Uberstand, wurde auf ein Spin Filter dekantiert, 280u1Binding Solutiornversetzt, und bei
800 rpm fur eine Minute abermals zentrifugiert. e die Matrix des Spin Filters gebundene
DNA wurde mit 750uMWash Buffer PlLvon Kontaminationen gereinigt, und der Restalkohol
mittels Zentrifugation bei 13500 rpm fir 3 Minutentfernt. Mittels Zugabe von 30glution
Buffer Pwurde die gereinigte Plasmid DNA eluiert und b202C bis zur Weiterverarbeitung
gelagert.

2.4 INTERSUCHUNG DER M EMBRANEXPRESSION MITTELS KONFOKALER M IKROSKOPIE

Fur die Konfokalaufnahmen wurde ein, mit einem LSO laser scanning module* und
einem 63 (1.4 NA) Ol-Immersionsobjektiv ausgestattetes sZeiAxiovert 200 M
Mikrospkop, verwendet. Die Aufnahmen wurden ca. Sinden nach der Transfektion
gemacht. Die Fluoreszenz der GFP-markierten,1a a;-Untereinheit wurde mittels
Argonlaser bei 488 nm angeregt und das emittieitatLmit einem 505-530 nm ,bandpass
filter* aufgenommen. Die Plasmamembran wurde gipgM FM4-64 (Molecular Probes)
gefarbt. Der amphiphile Styryl-Farbstoff wurde miigt Helium-Neon Laser (Anregung bei
543 nm) in Kombination mit einem 650 nm ,long-pé#er* detektiert. Gearbeitet wurde im
~-multitracking® Modus um Nebensignaleffekte zu nmmeren. Die Blenden wurden so
eingestellt, dass optische Schichten von 1 pm Dietelten wurden. Die abgebildeten

Aufnahmen sind reprasentativ fur 15-20 tsA-201 etekus drei unabhéangigen Experimenten.
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3. ERGEBNISSE

3.1 AKTIVIERUNGSDETERMINANTEN IN SEGMENT IIS6

3.1.1 MUTATION I781T VERSCHIEBT DIE CAy1.2 KANAL AKTIVIERUNG
2'}9

NaChBac WLYFEVSFVLIGTFIIFNLFIGVIVNNVE

Cal.4 SIYFIVLTLEGNYTLLNVEL VDNL
Cal.2 CﬁIYFIILFICG YILLNVFL | VDNL
760 770 780

Abb. 11 ,Alignment” der porenbildenden Sequenzen von Na&hBBacillus haloduras Ren et al.,
2001) mit den 11IS6 Segmenten der beiden L-Typ Kar@h1.2 and Cal.4. Der Aminosaurerest,
analog zu einem konservierten Glycin in der M2ixdes Kalium Kanals MthK (Jiang et al., 2002)
ist eingerahmt. Der in der Arbeit untersuchte lgoierest ist schwarz unterlegt.

lle781 in der Cavl.2i;-Untereinheit entspricht dem Aminosaurerest 1745Segment [1IS6
der Cal.4 al-Untereinheit (Abb. 11Es wurde untersucht, ob I781T einen vergleichbaren
Einfluss auf die Spannungsabhangigkeit der Kanaiakting hat, wie Mutation 1745T
(Hemara-Wahanui et al., 2005). Die €2 a;—Untereinheiten vom Wildtyp bzw. der I781T
Mutation wurden jeweils zusammmen mit den akzessben Untereinheiten 3undayd; in

tsA- 201 Zellen exprimiert. Die halbmaximale Spamgdtr die Aktivierung (Mcto09 wurde
von -9.9 + 1,1 mV im Wildtyp nach -37,7 £ 1,2 mv i781T Kanal verschoben (Abb. 13).
I781T verschob ebenfalls die Spannungsabhangigkeitnaktivierung (Mact.05 von —38,7

+ 1,0 mV (Wildtyp) auf -57,8 mV £ 0,7 mV (I781TAbb. 14, Abb. 15). Wahrend eines 300-
ms Pulses auf das Potential des Maximalstroms-deKuirve (OmV vs.-30mV) inaktivierten
WT Kanale zu 65 £ 4%, I781T Kanale hingegendZu 3% (Abb.12 A, Tab. 4).

Sowohl beim Wildtyp als auch bei den mutierten KHandlag das Umkehrpotential bei
~50mV. Die Mutation scheint demnach keinen Einfeu§ die lonenselektivitdt zu haben
(Abb. 12 B).

I781T fuhrt zu vergleichbaren Verschiebungen deanspngsabhangigen Aktivierung und
Inaktivierung wie 1745T des Gh4 Kanals. Somit konnte der in S&ugerzellen besser
exprimierende GA.2 Kanal fur die weiteren Struktur-Funktions-Ustecthungen der Ga.4

Mutation (1745T) verwendet werden.
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A B Membrane potential, mV
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Abb. 12 A, Reprasentative Strome von Balurch Wildtyp WT) und den 1781T mutierten Kanal
wéhrend depolarisierender Testpulse von -100mvhy@ten- und Maximalspannungen sind
angegeben, 10-mV Schritte). Wildtyp oder 1781T mi& Cal.2 o;-Untereinheiten wurden
zusammen mit ffunda,d,Untereinheiten koexprimiert.

B, gemittelte Strom-Spannungs Kurven von Wildtyp8nleere Kreise) und 1781T mutierten=¢,
geflllte Kreisg¢ Kanalen

3.1.2 \VERSCHIEBUNG DER SPANNUNGSABHANGIGKEIT DES ,, GATINGS" DURCH WEITERE
MUTATIONEN IN SEGMENT 11S6
Um die strukturellen Anforderungen an Position g&bhauer aufzuklaren wurde lle781 durch
Reste unterschiedlicher Hydrophobizitat, Gro3e, Bothritat substituiert. Substitution von
781 durch Leucin, Alanin, Asparagin und Prolin figh zu einer Verschiebung der
Aktivierung von ~ -10mV (1781L) bis ~-37mV (I78)1PTab. 4) .
Die Verschiebungen in der Spannungsabhangigkeitnddtivierung verliefen dabei parallel
zu jenen der spannungsabhéngigen Aktivierung. Dietalbnen fihrten zu einer
Verschiebung der Inaktivierungskurven von ungefabmV (1781L) bis zu ca -30mV
(I781P) (Abb. 14, Abb. 15) (Hohaus et al., 20@3¢r parallele Verlauf von Aktivierung und
Inaktivierung wird deutlich, wenn man die halbmaalen Spannungen der
Aktivierungskurven gegen die halbamximalen Spaneander Inaktivierungskurven der
jeweiligen Mutationen auftragt. Die Regressionsgg®l  ergab einen
Korrelationskoeffizienten von 0,97 (Abb. 15).
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Halbmaximale - Aktivierung Slope (mV) r300 (%)

Wildtyp 9.9+1.1 6.3+0.7 65 + 4
[781T -37.7+x1.2 72210 47 +3
I781P 472+1.1 6.3+0.6 53+6
1781L -206+1.2 6.1+0.2 63+7
I781A -29.5+0.6 7.9+05 51+4
781N -346+1.6 9.1+04 376
1781Q kein Strom
I781R kein Strom

Tab. 4 Substitution von 1781 der G&.2 o,-Untereinheit durch unterschiedliche Aminosaureas
Potential der halb-maximalen Aktivierung, die Steit der Kurven (slope factor) und die
Kanalinaktivierung in % wahrend eines 300-ms Pul$e300) auf das Potential maximaler
Stromamplituden der |-V Kurve sind angegeben.

1.0-

0.6-

0.4-

Normalized current

0.2+

0.0+

Membrane potential, mV

Abb. 13 Gemittelte Spannungsabhéngigkeiten der Aktivieruog Wildtyp (h = 8), 1781P i = 8),
I781T (h=7), 1781A = 7), I781L 6 =5), und I781N 1 = 4) Kanalen.
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0.8

0.6-

Normalized current

0.2

0.0

8 -4 0 40
Membrane potential, mV

Abb. 14 Gemittelte Spannungsabhangigkeit der steady-Btateivierungskurve fiur Wildtypr(= 3,
leerer Kreis), 1781Pn(= 5, gefllltes Rechteck), und I781M £ 3, geflllter Kreis). Durchgehende
Linien reprasentieren die Anpassung der Kurve an einemathnfunktion.

V., , activation, mV

70 60 50 40
V,, inactivation, mV

Abb. 15 Korrelation zwischen den Potentialen halb-maximaidtivierung (Vosag und halb-

maximaler Inaktivierung (Ysinay der lle-781 Mutanten. Regressionsanalyse ergatenei
Korrelationskoeffizienten von 0,97.
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3.1.3 1781 $BSTITUTIONEN INDUZIEREN LANGSAME AKTIVIERUNG BEI HYPER -

POLARISIERTEN SPANNUNGEN UND LANGSAME DEAKTIVIERUNG
Es wurden die Spannungsabhangigkeiten der AktimgstZeitkonstanten fur die 1781
Substitutionen bestimmt. Zwischen —30mV und +30nevlief die Aktivierung von Wildtyp
und mutiertem Kanal mit ahnlichem Zeitverlauf. VWd t, reichten von 3.2 ms (-30 mV) bis
2.5 ms (30 mV); I781R, reichten von 3.9 ms (-30 mV) bis 2.1 ms (10 mABK. 16). Bei
negativen Spannungen (-40mV, Abb.13), zeigten digierten Kanéle eine verlangsamte
Aktivierungskinetik. Bei -50mV wurde keine Aktivieng von Wildtyp und 1781L beobachtet
(Abb.16A), wahrend die restlichen vier mutiertemike vergleichsweise langsam aktivierten
(Zeitkonstanten siehe Abb.16, B). Die AktivierungnvI781P bei — 60 mV mit einer
Zeitkonstanter, ~ 25 ms. Je weiter sich die Spannungsabhangidkeidktivierung in die
hyperpolarisierte Richtung verschob (Tab. 4), déatgsamer aktivierten die Kanéle (Abb.
16B).

A ‘ WT 1781L B
S Vgt 251 %
at-50 m : Q WT
o | 50 ms = [781P
| ol o 1781T
s [781A
‘ e 1781L
1781T 781N s i x |781N
| » i :"-.,I
Ir- -I\swr E-E §
B
i
| *2
1781A I781P 5{ *i __
4 - - Slgefhde
01
‘ -60 -30 0 30
Voltage. mV

Abb. 16 Reprasentative Bariumstrome durch Wildtyp und B4-Mutanten, sowie die zugehérigen
Aktivierungs-Zeitkonstantemg) (siehe Hohaus et al., 2005 fir Detailg).wahrend Depolarisationen
vom Haltepotential von -100mV bis -50mV (gepunkiieitge in B).

36



Um Einblick in die Stabilitdt der offenen Porenkomhation zu erhalten, wurde auch die
Spannnungsabhangigkeit der Deaktivierung der Matant781P und 1781T analysiert. Sie
deaktivierten bei allen Spannungen langsamerald\didtypkanal wobei 1781P langsamer
deaktivierte als I781T (Abb. 17).

WT 17817 I781P N771P
- - - [ ]
< g g < ‘
20 ms

25-
+ o WT
204 HP| —— = 781P
o 17817
5] s N771P
. .
£
E 10- /.
5. / /
u ®
] ./ /./
ol =0—0—0—0—6—"b
-100 -80 -60 -40
Voltage, mV

Abb. 17 Die Mutationen 1781P und 1781T verlangsamen dieakDigierungskinetik von GA4.2.
Reprasentative ,tail currents” von Wildtyp, I781U¥81P und N771P. Die Strdome wurden wahrend
einer 20-ms Depolarisation von 0 mV fur Wildtyg0mV fur 1781P, -30 mV fir 1781T, and —20
mV fur N771P aktiviert. Die Deaktivierung wurde wéahd der Repolarisationen in 10 mV Stufen,
beginnend mit -100 mV, aufgenommen. Im unteren Taek Abbildung sind die mittleren
Zeitkonstanten der Kanaldeaktivierung dargestellt
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3.1.4 $EZIFITAT DER MUTATION IN POSITION |781P

Um zu untersuchen welche weiteren Aminosauren gnteat [IS6 einen besonders starken
Einfluss auf die spannungsabhangige Aktivierung Ga¥l.2 besitzen, wurden systematisch
alle Aminosauren zwischen Cys769 und Val783 durcblife ersetzt (Abb.18, Abb.19,
Tab.5).

"56 o ol Halbmaximale
— ?“'H., %
b a Aktivierun
— '\—P"l."l;q‘h'll 1950 g
" S GTTOP, 40 m mv
f}j’ o Wildtyp -99+11
._1_ e .;;f.r |
~L / C769P 2,8+0,7
E _
" o G770P -11,4+1,3
N771P -269+1,1
Y772P kein Strom
I773P -142+1.8
L774P kein Strom
L775P kein Strom
N776P kein Strom
V777P kein Strom
F778P -9,3+0,8
L779P -29,78+ 1,9
A780P -37,1+0,7
I781P 472+1,1
A782P -35,7+1,4
V783P kein Strom

Abb. 18 o-helikale Représentation von Segment [1IS6 der1Caa;-Untereinheit. Funktionelle
Prolinmutanten werden in grau gezeigt, nicht-fumhdille Mutanten in schwarZab. 5 reprasentative
Familien vonlg, durch Wildtyp und mutierte Kandle (siehe Hohaual £2005 fir Details).

Die Substitution der beiden 1le781 flankierenderarhreste A780P und A782P sowie
L779P, induzierte die grof3ten Verschiebungen danmspngsabhéangigen Aktivierung (Abb.
19). Vacwos lag beim Wildtyp bei -9, 1,1 mV, A780P verschobM o s auf -37,1+ 0,7 mV,
A782P verschob ¥ios auf -35,7+ 1,4 mV und bei L779P wurde eine Verschiebung auf
-29,78 £ 1,9 mV gemessen (Tab. 5). Weiters zeigten A782B UN79P verlangsamte
Aktivierung bei hyperpolarisierten Spannungen (ABB). Die Kanalinaktivierung von 1782P
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war wahrend eines 300ms Pulses verlangsamt und780P und L779P praktisch nicht
messbar (Abb. 18, Tab. 5). Die Prolinsubstitutio@f69P, 1773P und F778P verursachten
geringe oder nicht signifikante Verschiebungen gfnnungsabhéngigen Aktivierung (Tab.
5). A780P verschob nur die SpannungsabhangigkeitAdévierung nicht aber die der
Inaktivierung (Abb. 19, B). Weiters verlangsamte8AP die Kinetik der Aktivierung bei
allen Spannungen (siehe Insert Abb. 20).

A

1.04
0.8
0.6

0.4

MNormalized curremt

0.24

0.04

-100 50 0
Membrane potential, mV

vy

., activation, m\/

-

W

40/

504

=70 -B0 -50 -40
V, , inactivation, my/

Abb. 19 Positionale Spezifitdt der Effekte der Prolinsithtbn auf die Spannnungsabhangigkeit des
,gatings“ von Cal.2. A, Spannungsabhéangigkeit der Aktivierung voild#p und Mutanten.
Durchgezogene Linie zeigt den besten Fit eBeltzmann Funktion. B, Korrelation zwischen den
Potentialen der halbmaximalen Aktivierunioa) und halbmaximalen InaktivierungVds inac)-
Regressionsanalyse ergab einen Korrelationskdaeffen von 0.98. A780P wurde aufgrund seines
ungewohnlichen kinetischen Phenotyps (siehe Abb) 2@cht in die Korrelationsanalyse
miteinbezogen.
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Abb. 20 Spannungsabhéangigkeit der
Aktivierungs-Zeit Konstanen t{). Die

Spannungsabhangigkeit der Aktivierung von
I781P ist in gestrichelter Linie angegeben.
Das Inset zeigt die Spannungsabhangigkeit

} der Aktivierungs-Zeit Konstanten der
) i % E langsam aktivierenden Mutante A780P.
! 5 L] I
! —_
| » . . .
13- "5 62 -531 - - y 5D 3.1.5 MODULATION VON |LE 781 DURCH
HH . BETA-UNTEREINHEITEN
Hn o WT Es ist bekannt, dass B-Untereinheiten das
10- \‘.l * G770P ,gating*  von HVA-C&*-Kanalen
A ¢ N771P _ _
TR s L77SP modulieren (Birnbaumer et al., 1998;
i ATE2P Arikkath and Campbell, 2003; Hering,

ob die

Veranderungen in der

2002).
beobachteten

Um herauszufinden,

spannungsabhangigen Aktivierung mit
der Modulation durch die B-Untereinheit

interferieren, wurden Wildtyp, I781T und

I781P Cal.2 ay-Untereinheiten mit {3 oder B;-Untereinheiten und der,d;-Untereinheit
koexprimiert und die resultierenden Aktivierungskem analysiert. Im Vergleich zur
Koexpression mit der ;§Untereinheit, fihrte die Koexpression def-Jntereinheit bei
jedem Kanalkonstrukt zu einer kleinen zuséatzlickenschiebung der spannungsabhangigen
Aktivierung in die hyperpolarisierte Richtung und einer langsameren Kanalinaktivierung.
Das ahnliche Ausmald dieser Effekte wie im Wildtyasst vermuten, dass lle-781
Substitutionen die Modulation durch die R-Untereibimicht grundlegend beeinflussen (
Abb. 21).

Halbmaximale - Aktivierung Halbmaximale - Aktivieng

mV mV
Koexpression mit 3 Koexpression mit £
Wildtyp 99 +1.1 -13,8 + 0.9
I781T -37.7+1.2 449 +1.4
I781P 472+1.1 -523+1.3

Tab. 6 Modulation der spannungsabhéngigen Aktivierung Mutation lle781 und Wildtyp durch 3
und 3, - Untereinheiten. Halbmaximale Aktivierung andegein mV.
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1.04

0.8

0.6

0.44

Normalized curremt

0.24

0.0
-80 -40 0 40 -80 -40 0 40 -80 -40 0 40

Membrane potential, mV Membrane potential, mV Membrane potential, mV

Abb. 21 1781T und I781P Substitutionen interferierten mictit der Modulation des ,,gatings“ durch
3-Untereinheiten. Vergleich der spannungsabhangfddivierung von Wildtyp, 1781T und 1781P
Ca/1.2 Kanalen, koexprimiert entweder mit;3(leere Kreis¢ oder B-Untereinheiten defillte
Kreisé.

3.1.6 NA\CHWEIS DER M EMBRANEXPRESSION MITTELS KONFOKALER M IKROSKOPIE

Sechs Konstrukte (Y772P, L774P, L775P, N776P, V77¥H83P) leiteten Kkeine
Bariumstrome. Um zu untersuchen ob das Fehlen eBtesms durch Stérung des
zielgerichteten Transports an die Plasmamembrauarseeht wird, wurde die subzellulare
Verteilung von GFP-—markierten Mutanten (Grabner etl.,, 1998) mittels
Konfokalmikroskopie getestet. Wildtyp und mutierteGFP-markierte GAl.2 -
Untereinheiten wurden mit; Bundayd; Untereinheiten in TSA-201 Zellen co-transfiziemd
die Plasmamembran durch den Membranfarbstoff FM4&i6#tbar gemacht. Die Wildtyp
Ca,1.2 a;-Untereinheit war deutlich im Membranbereich lokadit, intrazellulares Labeling
war ebenfalls zu beobachten (Abb.22).

Aufnahmen von Zellen, die die nichtfunktionellen rié#ékonstrukte exprimieren, ergaben,
dass alle mutierten Untereinheiten in ahnlicherd&an der Plasmamembran sichtbar waren.
Intrazellulare Kanalproteine wurden ebenfalls dis¢ek Die Befunde stltzen die Hypothese,
dass die betroffenen Mutanten in der Membran Islati sind jedoch die Kanale ,nicht

funktionell” sind.
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wild type L775P Y772P

Abb. 22: Lokalisation von Wildtyp und mutierten ¢Za2 Konstrukten in tsA-201 Zelleffransient
transfizierte tsA-201 Zellen exprimieren Wildtyp durewei repréasentative ,nicht-funktionelle”
mutierte Cgl.2 Kanale. L755P und Y772P sind gezeigt. Der Wjdund die mutierten GFP-
markierten (griin) GA..2 a;-Untereinheiten wurden mit fanda,d;-Untereinheiten koexprimiert, und
die Zellen mit FM4-64 (rot)-einem Plasmamembranmearkarkiert. GFP-markierte o4-
Untereinheiten werden als membranstandige gepungtdbe Cluster sichtbar.

3.2.AKTIVIERUNGSDETEREMINANTEN IN SEGMENT IS6

3.2.1 FROLINSUBSTITUTIONEN IM SEGMENT 1S6

Aminosauren des Segments IS6 (von Gly422 bis S¢d&9Ca1.2 a;-Untereinheit wurden
durch Proline substitutiert und nach KoexpresioncdeJntereinheit mit den akkzessorischen
UntereinheitenB1, und o20; in tsA-201 Zellen, wurdengi mittels ,patch clamp® Technik
gemessen. Lediglich 1 von 14 Prolinmutanten (S43B8R¢te lonenstrome.gd und die
entsprechende Strom-Spannungskurve von S435Prsiobi.23 zu sehen. Die halbmaximale
Spannung der ,steady state* Aktivierung verschoh gson -9.9+ 1.1 mV im Wildtypkanal,
auf -35.8+ 0.6 mV in S435P (Abb.23C). Die Aktivierungs-Zeibisstante 1) von S435P,
lag zwischen 10.4 ms (-50 mV) und 3.1 ms (10 mWKAR3E). Die Abbildung 23 E,G zeigt
die entsprechenden Veradnderungen der Aktivierungsd Deaktivierungskinetik. S435P
verschob die halbmaximale Spannung der Inaktiviggskarve von -38.7# 1.0 mV im
Wildtypkanal auf -65.7+ 0.7 mV (Abb.23C). Wahrend eine 300-ms Pulses ivigkten
Wildtypkanale zu 65 4%, S435P inaktivierte jedoch nur zut$9% (Tab.7) Ein &hnliches
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Umkehrpotential von Wildtyp und S435P (~50mV) verliehte, dass die Mutation die

lonenselektivitat nicht beeinflusst (Abb.23B).

Mutanten \b5, act; MV k, mV Vo5, inact: MV f300, %0
Wildtyp -9.9+ 1.1 (n=8) 6.3 0.7 -38.#1.0(3) 65+ 4
IS6-Segment

L429T -16.5+ 0.6 (5) 7.5 0.6 —-42.5 1.1 (3) 69t 6
L434T -21.9+ 1.3 (5) 6.9t 0.9 -51.1+ 1.1 (3) 63t 5
S435A —15.9+ 0.6 (6) 6.9+ 0.5 -44.1+ 0.9 (4) 70t 5
S435P —35.8+ 0.6 (6) 8.8£ 0.6 —-65.# 0.7 (4) 5+ 4

1IS6 - Segment

L779T -18.6+ 0.7 (5) 6.4 0.6 -50.5: 1.2 (3)

[781T* =-37.7£ 1.2 (7) 7.21.0 -57.8: 0.7 (3) 47+ 3
[781P* —47.2+ 1.1 (8) 6.3t 0.6 —-68.7# 0.8 (5) 53t 6
Doppelmutanten

L429T/1781T —44.0+ 1.0 (7) 8.3t 0.9 —61.2: 1.0 (4) 41+ 5
L429T/L779T —22.5+ 0.8 (5) 6.4+ 0.7 -49.6t 1.3 (3) 12+ 6
L434T/1781T -50.3+ 0.8 (5) 5.4+ 0.8 —70.0 1.6 (3) 15+ 4
L434T/L779T -32.3+ 0.8 (7) 7.1+ 0.7 -58.2 0.8 (5) 525
S435A/1781T —-35.3+ 0.9 (6) 8.7+ 0.7 -59.1+ 0.9 (4) 48t 4
S435P/1781T —43.7+£ 0.9 (5) 9.1+ 0.9 —-64.1+ 1.1 (3) 44+ 5
S435P/I781P Kein Strom

Tab. 7 Einfluld der Porenmutationen auf die Spannungsahbkeit des ,gatings” von Gd.2. Das
Potential der halbmaximalen Aktivierung und dieil&tst (slope factor) der Aktivierungskurven, das
Potential der halbmaximalen Inaktivierungskurvard LtAusmal3 der Kanalinaktivierung wéahrend
eines 300-ms Pulsesq). Die Anzahl der Experimente ist in Klammern aritet.
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A

Cavl.2 IS6 QDAMGYELPWVYRVSLVIFESFFVLYLVLGVIGEFSK  403-440
Cavl.2 IIS6  GPSFPGMLVCIYIILFICENYILLNVELATAVDNLAD 751-788
CaVvl.2 IIIS6 PIYNYRVEISIFJIIYIIIIAFFMMNIEVGFVIVTEQE 1164-1201
CaVvl.2 IVS6  ETPCGSSFAVFYIJISFYMLCAFLIINLEVAVIMDNEDY 1474-1511
MlotiK M2 ....QSFAGRVLAGAVMMSEIGIFGLWAGILATGFYQE  185-218
KcsA M2 ....VTLWGRCVAVVVMVA®ITSFGLVTAALATWFVGR 84-117
0.0 1
T T
0] © 0.8 -
5 5
S .0.4- o
e} e}
[0} [0}
N ] N 0.4
: :
5§ 9% owr 5
= ® S435P < 0.0
-80 -40 0 40 -120 -80 -40 0 40
Membrane potential, mV Membrane potential, mV
WT S435P
-40 mV -60 mV 9 o WT
& - /4 2O ® S435P
f g
864
l_)
< 0mV 'ﬁ 3
50 ms
-20 mV N ; 3
m -30 0 30
Membrane potential, mV
F G,
WT S435P
-100 mV oWT
- -~ o 9 ® S435P
€
i
It 2 3
-50 mV
0—0—0—0—0—0—>0
0 4
-100 -80 -60 -40

Membrane potential, mV

Abb. 23 Funktionelle Eigenschaften von Konstrukt S435E#&nl.2.

A, Alignment der Poren-bildenden S6 Segmente vopl@amit den Poren-sdumenden M2 Helices
der K" Kanale MlotiK und KcsA. Positionen mit 4 identemiosauren sind schwarz unterlegt und
Positionen mit 3 identen Aminsoduren sind graunegé S435 in Segment IS6 ist umrandet; weitere
Positionen von Interesse sind unterstrichen.
B, Gemittelte Strom-Spannungsverhaltnisse der Adtisng von Wildtyp (n=8) und S435P (n=6).
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C, Steady-state Aktvierung und Inaktivierung vonldtyip (leere Symbole) und S435P (geflllte
Symbole).

D, Reprasentatives] durch Wildtyp- und S435P Kanale wahrend depolaesider Testpulse von
-100 mV.

E, Gemittelte Zeitkonstanten der Kanalaktivieruog Wildtyp (n=8) und S435P (n=6) als Funktion
des Testpotentials.

F, Representative “tail currents” von Wildtyp und3SP Kanéalen. Die Strome wurden durch 20 ms
Depolarisation aktiviert ( 0 mV, Wildtyp; -30 mV 435P). Die Deaktivierung wurde wahrend der
Repolarisationen in 10 mV Stufen, beginnend mio-&/, aufgenommen.

G, Darstellung der mittleren Zeitkonstanten der Kbiggerung fur Wildtyp (n=8) und S435P (n=6)
Ca,/1.2 Kanale.

3.2.2 THREONINSUBSTITUTIONEN VON HYDROPHOBEN AMINOSAUREN

Mehr als 90% der Prolin Mutanten in Segment ISéten keine Barium Strome (Tab.7).
Unsere friheren Untersuchungen an IIS6 ergabers, \dasinderungen der Hydrophobizitat
in lIS6 signifikante Effekte auf das ,gating“Verkah von Cal.2 induzieren (Hering et al.,
2008). Um eine mdgliche analoge Rolle hydrophobaterdktionen in Segment 1S6
aufzuklaren, wurden Aminosauren in der ,bundle siug region* (Leu429-Leud34)
systematisch durch das kleine und polare Threoulstguiert. Die Konstrukte L429T und
L434T waren funktionell wahrend andere Threoninroten keine d, leiteten (Abb.24,
Tab.7). L429T and L434T verschoben die Spannungsapbkeit der Aktivierung in die
hyperpolarisierte Richtung und verlangsamten sowdid Aktivierungs- als auch die
Deaktivierungskinetik. Die gro3te Verschiebung Kanalaktivierung und die entsprechende
langsamste Kinetik bei Aktivierung und Deaktiviegwwurden bei L434T beobachet, was auf
eine wichtige Rolle beim ,gating“ von Q&2 Kandlen hindeutet. L429T und L434T
inaktivierten wahrend eines 300 ms Pulses zu jew@9+6% und 63+5% (Tab.7). In
Einklang mit unseren vorangegangenen BeobachtungeSegment [IS6 verliefen die
Veranderungen der Spannungsabhangigkeiten der i&king und Inaktivierung in 1S6
ebenfalls parallel (Abb.32).
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Abb. 24 Funktionsanalysen
der Threoninmutationen

von Cag1.2.

A, B Gemittelte Strom-
Spannungs Verhaltnisse der
Aktivierung (A) und
Inaktivierung  (B)  von
Wildtyp (gestrichelte Linie

n=8), L429T (n=5) und
L434T (n=5).

C, lga von L429T und
L434T wahrend

depolarisierender Testpulse
von -100 mV. L429T und
L434T Cal.2 04-
Untereinheiten wurden
zusammen mif3 1, und a0,
Untereinheiten koexprimiert
D,Gemittelte Zeitkonstanten
der Kanalaktivierung von
Wildtyp (gepunktete Linie,
n=8), L429T (n=5) und
L434T (n=5) Cal.2
Kanalen. E, Représentative
Jail currents® von L429T
und L434T. Die Strome
wurden wéahrend einer 20
ms Depolarisation auf -10
mV aktiviert. Die Deaktivi-
erung wurde wahrend der
Repolarisationen in 10 mV

Stufen, beginnend mit -100 mV, aufgenommen. F, Geh@ Zeitkonstanten der Deaktivierung von
Wildtyp (gepunktete Linie, n=8), L429T (n=5) und34 (n=5) Cal1.2 Kanélen.

3.3.3 YBSITUTION VON L 434 DURCH AMINOSAUREN UNTERSCHIEDLICHER HYDRO -

PHOBIZITAT

Um Einblicke in die strukturellen AnforderungenPwosition Leu 434 zu bekommen, wurde

dieser

Rest durch Aminosauren verschiedener

GroRd Hydrophobizitat ersetzt

(L434T/VIG/A). Alanin, Valin und Glycin verschobedie Kanalaktivierung in Richtung

negativerer Spannungen (von

(L434V) auf

Mutanten beobachteten Verédnderungen im ,gatingfgleeche Hohaus et al.,

~ -14 mV [L434V] bis-21 mV [L434A] Abb.25). Die
.Steady state“ Inaktivierungskurven wurden in atimir Weise verschoben, von ~-9 mV

~-29 mV (L434A). Generell dhneln diese Veranderunden zuvor an 11IS6

2005). Die

Verschiebungen der Aktivierungskurve korreliertedgch nicht mit den Veranderungen der

Hydrophobizitaten, was L434 von 1781, bei dem di&sgrelation klar zu erkennen war,
unterscheidet. (vergleiche Abbildung 26; und Ablriblering et al.,2008 ).
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In Ubereinstimmung mit den frilheren Ergebnissen 186 Mutanten verliefen die
Verschiebungen der Spannungsabhangigkeiten derlddwgerung und Inaktivierung auch
in Segment 1S6 parallel. Dies wird auf Abbildung @&utlich in dem die halbmaximalen
Spannungen der Aktivierung der L434 Mutanten gedjenhalbmaximalen Spannungen der
Inaktivierungen aufgetragen wurden. Die Korrelas@mmalyse ergab einen Korrelations-

koeffizienten von 0.95.

>
o

= 10 > -40)
2 0.8 =
3 -45,
(@] o
B 0.6 =
N 0.4 —— WT £ -504
& 02 / e L434G o
S ] / m 434V ' -55;
Z 0.0 A L434A >
T T 1 _60 T T T
-80 -40 0 40 -30 -20 -10
Membrane potential, mV V,sactivation, mV

Abb. 25 L434 Substitutionen verschieben die Spannungsafidiéaiten der CA..2 Kanalaktivierung
und Inaktivierung.

A, Gemittelte Spannungsabhéngigkeiten der Aktivierumg L434G, L434V und L434A Kanélen im
Vergleich zum Wildtypkanal.

B, Korrelation zwischen den Potentialen der halb-makem Aktivierung (M s activaioy UNd halb-
maximalen Inaktivierung (Vs inactivaiog der L434 Mutanten. Regressionsanalyse ergab neine
Korrelationskoeffizienten von 0.95.

L434V
0 @ WT
5 0 Py
o
-8 L434A
<2 e
O
o
T
< -4, o TA%T
30 20 10
V.. mV

Abb.26 Veranderungen der Hydrophobizitaih{drophobicty) in L434 aufgetragen gegen das
Potential der halb maximalen Aktivierung.
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3.2.4 DDPPELMUTATIONEN IN IS6 UND 1IS6 DIE ADDITIVE VERSCHIEBUNGEN DER
AKTIVIERUNGSKURVE VERURSACHEN

Die ldentifizierung von “gating“-sensitiven Aminag&n in den Segmenten IS6 und IIS6
(Hohaus et al., 2005 und in der vorliegenden Ajbaindglichte es, durch Konstruktion von
Doppelmutanten zu untersuchen, ob strukturelle M#Eungen in den Doménen | und 1l das
.gating®* des Kanals voneinander unabhangig beesstn oder ob die Mutationen
voneinander abhéngig sind. Zuerst wurde der koratimiEinfluss der [IS6 Mutationen
L779T (-9 mV shift) und 1781T (-28 mV shift) und dgyating sensitiven“ Aminosauren in
Segment 1S6, L429T und L434T (mit Verschiebungem yeweils ~ -7 and -12 mV)
(Tab.7). unserem Homologieth der
Konformation, befinden sich alle vier Aminosaurem unmittelbarer N&he zueinander
(Abb.33), wobei Leu434 (IS6) und Leu779 (IIS6) direniteinander interagieren und Ser435
(IS6) und lle781(11S6) mit Aminosauren benachbag6érHelices interagieren. Es sollte daher
(%}
(=unabhangige) oder nicht-additive Effekte auf Aidivierungs- und Inaktivierungskurven

analysiert Entsprechend geschlossenen

untersucht werden, ob die Mutationen in diesen [IS6 Regionen additive
haben. Die Abbildung 27 zeigt, dass der Einflutsr alier Mutationen in den Segmenten I1S6
und I1IS6 auf die Aktivierungskurven additiv war&fcio swurdevon Konstrukt L434T/1781T
um -40 mV (-12 mV auf 28mV) und von Konstrukt LAZ&FB1T um -34 mV (-7 mV auf

28mV) verschoben.
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Abb. 27 Additive Verschiebungen der Spannungsabhéangigkeliée Cal.2 Kanal Aktivierung. A-C,
Gemittelte Spannungsabhangigkeiten der Aktivieraorg Wildtyp (n=8), I781T (n=7), L429T (n=5),
L434T (n=5), L779T (n=5) und den entsprechendenp@bputanten L434T/I781T (n=5), L429T/
[781T (n=7), L429T/L779T(n=5) und L434T/L779T(n=7).

Die Doppelmutationen L429T/I781T und L434T/I781Tigten eine langsame Aktivierung
bei hyperpolarisierten Spannungen (Abb.28). Diekst&/erschiebung der Aktivierungskurve
von L434T/1781T war mit einer langsameren AktivieguTa.= 27 msbei -60 mV) assoziiert
als bei 1781T (13 ms bei -50 mV, siehe Hohaus et 2005). Die Deaktivierung der
Doppelmutanten L429T/I781T und L434T/I781T war lden Spannungen langsamer, als
die der Einzelmutante I781T (Abb.29).

l \ L429T/1781T L434T/1781T L429T/L779T L434T/L779T
-70 mV -80 mV -50 mV -50 mV
- b - 4
5 s - 5
q S S| =
~ (s0] \9 o™
50ms 'V 'V
-30 mvV 40 mV -10 mV 20 mV
. ——-WT Y ——-WT
—0—1781T g ] —m— L 429T/L779T
m —n—L429T/I781T l —w—L434T/L779T
£ 204 —v—L434T/1781T & 5
® 10 e M
24
O.
-60 -30 0 30 -30 0 30
Membrane potential, mV Membrane potential, mV

Abb. 28 Doppelmutationen in den Segmenten IS6 und lISEwrgsamen die Aktivierungskinetik von
Cal.2. A, kydurch die Konstrukte L429T/L779T, L429T/1781T, L4ABK779T und L434T/ I781T.
Isa Wurden aktiviert durch depolarisierende Testputse einem Haltepotential von -100 mV.

B,C, Spannungsabhéangigkeit der gemittelten Zeitleorten der Aktivierung von Wildtyp (gepunktete
Linie, n=8) im Vergleich zu L429T/L779T (n=5), L42A781T (n=7), L434T/L779T (n=7) und
L434T/I781T (n=5) Cal.2 Kandlen.
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Abb. 29 Doppelmutationen in den Segmenten IS6 und lIS&rgsamten die Deaktivierungskinetik
von Cgal.2. A, Representative “tail currents” der mutiari€éandle L429T/L779T, L429T/ 1781T,
L434T/779T und L434T/ 1781T . Die Strome wurdeniaktt wahrend einer 20 ms konditionierenden
Depolarisation auf -10 mV bei L429T/ L779T, -40 b€ L429T/ 1781T -20 mV bei L434T/L779T
bei und -40 mV bei L434T/I781T. Die Deaktivierunginde wahrend der Repolarisationen in 10 mV
Stufen, beginnend mit -100 mV, aufgenommBrpC Spannungsabhangigkeit der gemittelten Zeit-
Konstanten der Deaktivieriung von Wildtyp und 178Im Vergleich zu L L429T/779T, L429T/
[781T, L434T/L779T und L434T/ I781T.

3.2.5NICHT ADDITIVE VERSCHIEBUNGEN DER AKTIVIERUNGSKURVE DURCH

DOPPELMUATIONEN IN IS6 UND 116
Wahrend die Doppelmutation von S435P (IS6) und P781S6), die als Einzelmutanten die
Aktivierungskurve jeweils stark verschoben (-26 miwd —37 mV), nicht zu einem leitenden
Kanal fuhrte ( Tab.7), war die Doppelmutante S488A/T funktionell (Abb.30). Die
entsprechenden Verschiebungen der Aktivierungskuvee S435P (-26 mV) und 1781T (-28
mV) waren nicht additiv (-26 mV -28 m&/—33mV, Abb.30A). Interessanterweise @hnelten
die Zeitverlaufe der Aktivierung und Deaktivierumgn S435P/I781T jenen der Kinetik der
Einzelmutanten S435P und I781T (siehe Abb. 30BMEght additive Verschiebungen der
Aktivierungskurven sind Anzeichen fir energetiscHepplung der zugrundeliegenden

Konformationsanderungen von IS6 und 1IS6 (Yifraokd MacKinnon, 2002).

50



- —WT
a (7817
m S435P
® S435P/1781T

o
©

Normalized current >
<
.P

o
(=

80 40 0 40
Membrane potential, mV

vy
O

157 —e—S435P/|781T

200 pA

-30 mV

50 ms

60 -30 0 30

-100 mV 121

101

8.
‘él X £

g 561
5 60 mV o
[}

'c4.
l_)

20 ms 21

0

-100 -80 -60 -40

Membrane potential, mV
Abb. 30 ,gating” der Doppelmutante S435P/1781T
A,Gemittelte Aktivierungskurven der Mutanten S433B1T, S435P, 1781T und Wildtyp (gepunktete
Linie).
B, Representativesd durch die Doppelmutante S435P/I781T wahrend dejstdagnder Testpulse in
10 mV Schritten, ausgehend von -100 mV.
C, Gemittelte Zeitkonstanten der Kanalaktivierung ¥435P/I781T sowie S435P und I781T.
D, Representative “tail currents” von S435P/I781Die Stréme wurden aktiviert durch
depoalrisierende Testpulse auf —10mV. Die Deaktivig wurde wahrend der Repolarisationen in 10

mV Stufen, beginnend mit -100 mV, aufgenommen Emi@elte Zeitkonstanten der Deaktivierung
von S435P/1781T sowie S435P und I781T.
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Um zu untersuchen, ob ein von S435P verursach@s;bending” zu diesen Veranderungen
fuhrte, wurde zusatzlich die Mutante S435A/I781Talgsiert. S435A induzierte eine
statistisch signifikante Verschiebung der Aktivieggkurve um 6 mV in die negative
Richtung. Die Doppelmutante verschob die Aktiviagsikurve jedoch in dhnlichem Ausmalf3
wie 1781T (Abb.31).
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\ ----1781T Abb. 31 Gating der Doppelmutante
S435A/1781T
A, Gemittelte Aktivierungskurven von
S435A/1781T, S435A, 1781T und
Wildtyp (gestrichelte Linie).
B, Representatives]von S435A/1781T
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Membrane potential, mV mV Schrltf[en begmn(_end -100 mV.
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200 pA
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3.2.6 KORRELATION ZWISCHEN DEN VERSCHIEBUNGEN DER AKTIVIERUNGS - UND

| NAKTIVIERUNGSKURVEN

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in 1IS6 ieégh die Veranderungen der
Spannungsabhéngkeiten von Aktivierung und Inaktivig parallel. Gré3ere Verschiebungen
der Aktivierungskurven resultierten ebenfalls in 6fgren Verschiebungen der

Inaktivierungskurven (siehe Abb. 32).

Abb. 32 Korrelation der
Potentiale der halb-maximalen
Aktivierung (V0.5, activatioa und
der halbmaximalen Inaktivier-
ung (Vos, inactivaiod der Ca1.2
Mutanten. Regressionsanalyse
ergab einen Korrelations-
koeffizienten von 0,96.

V0.5, inactivation? mV
1
(@))
o
[

r=0.96
704 A L434T/1781T p < 0.001

50 -40 -30 -20 -10
V mV

0.5, activation 1
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4.DISKUSSION

Im Rahmen der Dissertationsarbeit ist es gelungere Reihe von Aminosauren (Leu 779,
Ala 780, lle 781, Ala 782) im porenformenden Segmi®B6 zu identifizieren, die eine
Schlusselrolle bei der Aktivierung und Inaktiviegurvon Cgl.2 Kandlen spielen. Die
Ergebnisse zu den veranderten ,gating* Eigenschafteisen Ahnlichkeiten mit einer
kurzlich beschriebenen Kanalopathie auf, die, dosgelurch eine Punktmutation (lle745T)
im Ca/1.4 Kanal, zu schweren X-gebundenen Dysfuntkiomedea Retina fihrt (Hope et al.,
2005).

Threoninsubstitution von 1781 in Ca,1.2 und 1745 in Cg1.4 haben ahnlichen Phanotyp
Analog zu der, an aquivalenter Position im "4 Kanal gelegenen 1745T Mutation (Hemara-
Wahanui et al., 2005), resultierte auch die Mutatie81T des CA.2 Kanals in einer fast
identischen Verschiebung der Spannungsabhangighkeit Aktivierung (Abb.12B) und
verlangsamter Inaktivierung (Tab.4, was auf eineemgnsamen Mechanismus von
~2gating“disturbances (Beeintrachtigungen) in beideanaltypen schlieRen lasst.

I781T verursachte weiters eine Verschiebung denmpagsabhangigen Inaktivierung in die
negative Richtung (Abb.14) und verlangsamte die ividitung bei hyperpolarisierten
Spannungen (Abb.16), sowie die Deaktivierung béenalPotentialen (Abb.17). Diese
veranderten ,gating“ Eigenschaften beginstigen deergang des Kanals in den gedffneten
Zustand, was sich einerseits mit einer Destabilisig des geschlossenen Zustands erklaren
lasst (das heiRRt durch einen beschleunigten Ubgrgmden offenen Zustand; siehe Yifrach
and MacKinnon, 2002), andererseits durch eine [&edsung des offenen Zustands (das heif3t
durch verlangsamtes Zurtickkehren in den geschlessgustand; siehe Zhao et al., 2004a),
beziehungsweise durch beide Mechanismen.

Funf weitere 1le781 Substitutionen durch Aminosauwraterschiedlicher Hydrophobizitat, die
funktionsfahige Kanale produzierten, fihrten zu li&ghen Veréanderungen im ,gating®
(Abb.13,14) und lassen eine Destabilisierung derakeonformation plausibler erscheinen als
eine Stabilisierung. Ein moéglicher Mechanismus dig Destabilisierung des geschlossenen
Zustands konnte eine Reduktion hydrophober Intemagh in Position 1le781 mit
benachbarten Resten in der S6-,bundle crossingidrRegein. Diese Hypothese entspricht
auch den gemessenen groBeren Verschiebungen devieAkigskurve der weniger
hydrophoben 1781T Mutante, im Vergleich zu den bypthoberen Substitutionen durch
Alanin und Leucin (Abb.13). In Wildtyp Kanalen texyg demnach hydrophobe Interaktionen
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von lle781 mit benachbarten Resten in der ,bundbssing” Region zu einer Stabilisierung
der geschlossenen Konformation bei.

Da Asparagin weniger hydroprophob ist als Thre¢Kyte and Doolittle, 1982) und dennoch
eine ahnliche Verschiebung induziert (Abb.15), tlaséch das gesamte Bild nicht
ausschlief3lich durch Veranderungen der Hydrophttizrklaren. Leucin unterscheidet sich
von Isoleucin nur durch die Positionierung einarzejen Methylgruppe, induzierte jedoch
eine geringe Verschiebung. Es kann angenommen weddss [le781 Teil einer ,tightly
fitted region“ im geschlossenen Kanalzustand isblii, dessen Hydrophobizitat naher dem
des Wildtyp-lle781, als dem Threonin und Asparagtnverursachte den gréf3ten Effekt auf
die Kanalaktivierung. Es konnte, durch ein begigestides ,bending“ an derHelix (Cordes

et al., 2002), die Interaktion mit benachbarten Aoséuren im geschlossenen Zustand storen,

und somit die offene Konformation beguinstigen.

HINWEISE AUF EINE STARKERE STABILISIERUNG DES OFFENEN ZUSTANDS

Die fur 1781P und 1781T beobachtete Verlangsamuwargleaktivierung (Abb.17), sowie eine
reduzierte Inaktivierung, die fur die Mehrheit dée781 Mutationen (Tab.4) beobachtet
wurde, sind ein starkes Indiz fir eine Stabilisieywles offenen Zustands. Ein verlangertes
Verweilen im offenen Zustand wiirde in einer langsen netto-Ubergangsrate vom offenen
in den inaktivierten Zustand resultieren. Diesedbrgsse lassen annehmen, dass bereits eine
einzelne Punktmutation in einem S6 Segment ausedttist, um das SchlieRen des Kanals
zu verlangsamen. Man kann daher vermuten, dastafiSchlie3en des Kanals die Ruckkehr
aller 4 porenformenden Elemente in den Ruhezusdodderlich ist. Wenn ein Element der
~gatig”“ Struktur im geschlossenen Zustand nichizise passt, dann kdnnte die ionenleitende

Pore langer im offenen Zustand verweilen.

POSITIONALE SPEZIFITAT VON ILE781

Um die Spezifitat der Strukturveranderungen in fasille 781 zu untersuchen, wurden die
benachbarten Aminosauren von Cys769-Val783 ebsrdalich Proline substituiert (Abb.18).
Dabei konnten Reste (I781P>L779P, A782P, A780P3, diarkante Verschiebungen der
Aktivierung und Inaktivierung verursachten, in em€luster nahe der inneren Kanal6ffnung
(innerer Kanalmund) lokalisiert werden. Die mutert Kanale aktivierten Dbei
hyperpolarisierten Spannnungen umso langsamer, ¢#&emw ihnre spannungsabhéngige
Aktivierung durch die Prolinsubstitution verschobear (Abb.19A,20). A782P zeigte eine
mittelmaRig verlangsamte Inaktivierung, wahrend ltiaktivierung fur L779P und A780P
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sehr stark reduziert wurde, was vermuten lassts ddie 3 Reste in unterschiedlichem
Ausmal’ zur Aktivierung und Inaktivierung beitragen.

Im oberen Abschnitt von 1IS6 verursachte N770ife &erschiebung der Aktivierungskurve
von -17mV. Dies fuhrte zu einer geringen Verlangsagnder Inaktivierungskinetik, ohne die
Inaktivierungskurve markant zu verschieben und rideg&htigte die Aktivierungsrate bei
hyperpolarisierten Spannungen nicht (Abb.19B,2(0)h.9)a Daruberhinaus blieb bei N771P,
anders als bei 1781P und 1781T, die Spannungsaidiéig der Deaktivierung nahezu
unverandert (Abb.17B). Diese Resultate deuten datdan, dass N771P nicht zur
Stabilisierung des offenen Kanalzustands beitrdgondern wahrscheinlicher den
geschlossenen Kanalzustand destablisiert.

Die fur alle Mutanten (aul3er fir A780P) beobachkaterelation zwischen der Verschiebung
der Aktivierung und Inaktivierung, ist eine intssante Beobachturper se(Abb.14,19B).

Der strukturelle Hintergrund dieser Korrelationdstrzeit unbekannt.

M ODULATION DER AKTIVIERUNG DURCH DIE R -UNTEREINHEIT

Funktionelle und strukturelle Untersuchungen dewarauf hin, dass die Modulation der
Kanalaktivierung und Inaktivierung durch 3-Untetegiten, genauer durch deren Einfluss auf
die Bewegung von Segment IS6, verursacht sein ko¢ihering, 2002; Van Petegem et al.,
2004). Um sicher zustellen, dass die gemessenektEffler Mutationen auf die Stabilitat der
Pore, unabhéngig sind von den Modulationen, dieldutie akzessorische [3-Untereinheit
verursacht werden, wurden Wildtyp, 1781P und I78&Weils mit (34 bzw 34 koexprimiert.
I781P und I781T zeigten die gleiche Verschiebung sfmnnungsabhangigen Aktivierung
und verlangsamte Inaktivierung, die entsteht, wfldtyp a;-Untereinheiten koexprimiert
werden mit B, eher als mit § (Abb.21,Tab.6). Diese Ergebnisse, sind ein Hinvasigauf,
dass die R-Untereinheiten Modulation von Segme®® ind die Effekte von 1781 auf die
Porenstabilitat durch unabh&ngige Mechanismenrbegtiverden.

SIGNIFIKANZ VON | LE 781 UND BENACHBARTEN RESTEN FUR DIE AKTIVIERUNG VON CAZ*
KANALEN

Die Kiristallstruktur des 2TM helikalen kalziumgesteten Kaliumkanals MthK zeigte, dass
ein konserviertes Glycin in Postition 83 zum Augiem (,bending“) der porenauskleidenden
M2 Helix beitragt, was in Folge zum Offnen des Karfhrt (Jiang et al., 2002). Friihere
Studien zeigten, dass das entsprechende Glycin 2{8)y des bakteriellen

spannungsabhangigen Natriumkanals NaChBac einaimgghinge” darstellt (Zhao et al.,
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2004a). Diese Schlussfolgerung basiert auf zweenitishen Befunden:1. G219P verschiebt
die Aktivierungskurve in negativer Richtung unddzese Verschiebung wird begleitet von
einer Verlangsamung der Aktivierungs- und Inaktivrgskinetik. Mutiert man das
korrespondierende Gly770 in (a2 zu Prolin, kommt es zu keinen signifikanterekfén auf
das ,gating” des Kanals (Abb.19,Tab.5). Es ist dalmewvahrscheinlich. dass Gly770 Teil
eines ,gating hinges” ist. Der kinetische Phenotgp 1le781 und benachbarter Reste (Leu
779, Ala 780, und Ala782), die in dieser Arbeitensticht wurden, ist jedenfalls dem, der fur
das NaChBac-Konstrukt G219P (Zhao et al., 2004agHhrieben wurde, sehr ahnlich. Die
Daten deuten daher eher auf ein ,Helix bendingCal.2 am inneren Kanalmund hin. Die
Aminosauren L779-A782 sind in HVA Kalziumkanalen nkerviert, und es kann
angenommen werden, dass diese Sequenz (LAIA) Teiése universellen ,gating®
Mechanismus von HVA Kanalen ist.

Obwohl die mutierten Kanalproteine offensichtlichdie Plasmamembran eingebaut werden,
leiteten manche Prolinmutationen keine?B&trome (Abb.22). Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass Substitutionen in S6 Segmenterialigtionalitat der ionenleitenden Pore
storen konnten. Ahnliche Beobachtungen wurden decHProlinsubstitutionen im zentralen
Teil des NaChBac S6 Segments gemacht (Zhao @0ai4b).

Man kann jedoch nicht ausschlie3en, dass anderstitaionen in diesen Positionen zu
funktionsfahigen Kalziumkanalen mit anderen ,gatigggenschaften fiihren.

“GATING " SENSITIVE AMINOSAUREN IN SEGMENT IS6

In Weiterfiilhrung der Arbeiten an Segment IIS6, veurdn Segment 1IS6 des {Ja2 Kanals
ebenfalls durch Punktmutationen induzierte Veramogen der Stromkinetik und ,steady
state” Aktivierungs- und Inaktivierungkurven unigcht.

Anders als aufgrund der Ergebnisse in lIS6 erwaeefab ein Prolinscan von Segment IS6
jedoch nur eine einzige funktionsfahige Mutante 523 die die Aktivierungs- und
Inaktiverungskurve um ~ -26mV verschob (Abb.23).tidkerung und Deaktivierung von
S435P waren signifikant langsamer als im Wildtypd werliefen analog zu den zuvor
untersuchten Prolinmutationen zwischen den Amineséaueu779 und lle781 (LAIA Motiv)

in 1IS6.

ZUR ROLLE VON PROLINSUBSTITUTIONEN IN S6 SEGMENTEN

Proline kénnten starre Auslenkungen (,Knicke*) endHelices verursachen und dadurch eine
der moglichen Konformationen wahrend der Aktiviggustabilisieren. Man kdnnte daher

spekulieren, dass die Konformationséanderungen dirohnsubstitutionen offensichtlich zu
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einer Stabilisierung des offenen und einer Destadilng des geschlossenen Zustands
beitragen (Hohaus et al., 2005; Hering et al., 20s ist weiters moglich, dass
Prolinmutationen das Offnen des Kanals uber eingtdbdisierung der Wasserstoffbriicken-
Interaktionen des geschlossenen Zustands erlaictidée Amidgruppe des Prolins kann nicht
als Wasserstoff-Donor agieren und zerstort daddirehWasserstoffbricken-Bindungen am
Ruckgrat den-Helix, was widerum die Energie, die fir den Ubegaom geschlossenen in
den offenen Zustand notwendig ist, reduzieren l@&nmiir einige Kaliumkanale wird
angenommen, dass die Helix-Destabilisierung durcbliie fir das regulare Gating
erforderlich ist (vergleiche z.B. Shrivastava et 2000; Labro et al., 2003). Das Unvermégen
der 1S6 Prolinmutanten funktionsfahige Kanale zlddm scheint mit den Folgen der
Helixkrimmung zusammen zu hangen. Mit Hilfe der ##almikroskopie konnte gezeigt
werden, dass auch die nicht funktionellen Konsteukbrrekt in die Membran transportiert

wurden.

WEITERE EIGENSCHAFTEN VON AMINOSAUREN, DIE DAS AKTIVIERUNGSVERHALTEN
BEEINFLUSSEN

Die IS6 Helix ist insofern einzigartig, als dase drei Glycine ( Gly422, Gly432, Gly436)
besitzt, die ihr nicht nur Flexibilitat verleihearslern auch durch die kleine Gr63e ein dichtes
“packen” der Helix ermdglichen. Helix-stabilisieds Alaninsubstitutionen in dieser Region
(G432A und G436A) sind funktional (Raybaud et 2006). Proline konnten also diese dichte
.Packung” zerstoéren, wahrend die zweitkleinste Apséure Alanin toleriert wird.

Ein &hnlicher Gating-Phenotyp wie der fur S435P baebtete, wurde durch Threonin
Substitutionen (L429T, L434T) in der ,bundle cragsregion” von IS6 produziert (putative
Position siehe Alignment Abb. 23). Diese Mutantemveiterten die vorangegangenen
Untersuchungen, in denen ein Cluster von AminosaurdlS6 (LAIA Motiv, siehe Hohaus
et al.,, 2005) als ,gating-related region“ ideridért wurden. Die bei S435P, L429T und
L434T (Abb. 23, 24) beobachtete VerlangsamungDisktivierung ist ein starkes Indiz fur
die Stabilisierung der offenen Kanal-Konformati@rer starke Effekt von S435P liefert einen
weiteren Beweis, dass ein mogliches ,Helix-bendimgtier Pore von Gd.2 wahrscheinlich
nahe am inneren Ende des Kanals stattfindet. Dpundeliegende molekulare Mechanismus

bleibt jedoch unklar.
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DIE VERSCHIEBUNGEN DER ,, STEADY-STATE" K URVEN DER DOPPELMUTANTEN

L429T/I781T, LA34T/I781T KORRELIERT MIT DER VERLANGSAMUNG DES AKTIVIERUNGS -
UND DEAKTIVIERUNGSVERHALTENS

Die in 1le781 (11IS6) nach Aminosauresubstitutionarierschiedlicher Hydrophobizitat, Gréf3e
und Polaritat analysierten Verdnderungen der ,gatitfigenschaften, wurden durch die
Untersuchungen an 1S6/lIS6 Doppelmutanten bestétigd erweitert. Die Mutante
L434T/1781T verschob die Aktivierungskurve um ~ -40/ und zeigte den langsamsten
Aktivierungs-Zeit Verlauf {,=27 ms bei -60mV), wahrend die Aktivierungskurves de
schneller aktivierenden Konstrukts L429T/I7819,17 ms bei -60mV) um ~ -24 mV
verschoben wurde (Abb. 27, 28). Dieser Trend zegjoh bei der Deaktivierung noch
deutlicher, wo die Kinetik des Stromabfalls (,cunredecay”) bei L434T/1781T >
L429T/I781T > 1781T > Wildtyp am langsamsten vdiliGAbb. 27, 29). Ahnliche
Verschiebungen und Verlangsamung der Deaktiviekingsk wurden auch bei NaChBac
Kanalen beobachtet, wenn das konservierte Gly2h8geechend einem putativen ,hinge
Glycin“ in 1IS6 der meisten Kaliumkanéale) zu Prafmutiert wurde (Zhao et al., 2004a).

ADDITIVE EFFEKTE VON MUTATIONEN IN DEN BENACHBARTEN SEGMENTEN IS6 UND I1S6

Bei energetischer Kopplung von Aminosauren wirdéch sdie Verschiebungen der
Aktivierungskurven der Dopppelmutanten von der Semder beiden Einzelmutanten
unterscheiden. Unsere Daten zeigen, dass die Mumd@29T, L434T in IS6 sowie L779T
und 1781T in Segment IIS6 unabhangig voneinanden Zdffnen von Cal.2 beitragen
(additive Verschiebungen der Aktivierungskurven)arMkénnte daher schlieRen, dass die
individuellen Konformationsdnderungen in 1S6 ur86llenergetisch unabhéngig voneinander
sind. Diese Annahme wurde auch durch ,mutant cgclmalysis® nach Horovitz, 1996

(Daten nicht gezeigt) bestatigt.

INTERAKTION VON S435P (IS6)UND I781T (11S6)

Mutation S435P in Segment I1S6 hatte den starkstefius auf die Kanalaktivierung von

allen untersuchten 1S6 Aminosauren (Abb.23). Um lmbig Wechselwirkungen zwischen
IS6 und 1IS6 Aminoséuren zu untersuchen wurde dipdelmutante S435P/1781P kreiert
(I781P in 11S6 induziert die ausgepragteste Verduinng der Aktivierungskurve), die jedoch
nicht funktionell war. S435P wurde deshalb mit [f8ldas zu milderen ,gating

perturbations” fuhrte kombiniert. Beide Mutationproduzierten &hnliche Verschiebungen

der Aktivierungskurven AV sact.(sazspy= —26 MV, AV sact.a7sim= —28 mV). Die nicht-
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additiven Verschiebungen der Aktivierungskurvenctiudie Doppelmutante S435P/I781T
(AV 0.5act.(sasspi7e1te -33 mV, Abb.30A) ist ein starkes Indiz fir die Ablgigkeit der ,gating
perturbation“ in beiden Segmenten. Interessantsavéhnelt der kinetische Phenotyp von
S435P/1781T der Aktivierung und Deaktivierung dawmgiligen Einzelmutanten (Abb.30C,E).
Eine mdgliche Interpretation wére, dass diese Asdncen miteinander interagieren. Die
Mutation von entweder S435 oder 1781 (oder beideichzeitig) wirde im Rahmen einer
solchen Hypothese die Interaktion gleichermalRerestiind folglich &hnliche Veranderungen
im ,gating” verursachen.

Die Lokalisierung dieser Aminosauren in einem Hooga@modell (Abb.33) lasst eine direkte
Interaktion unwahrscheinlich erscheinen. Eine,loagge Kopplung (siehe Ubersichtsarbeit
Horovitz, 1996) der Aminosauren kann demnach racisigeschlossen werden. Basierend auf
MD Simulationen wére eine ,long-range” Interaktiawischen den benachbarten 11S6 und
[11S6 Helices mdglich (Stary et al., 2008). Suhsgtdn von S435 durch Helix-stabilisierende
Alanine verschob die ,steady state” Aktivierungsleirum 6 mV nach links. Diese
Verschiebung war vergleichsweise gering, jedochtissigch signifikant (p<0.05). Die
Doppelmutation S435A/I781T produzierte ebenso reddditive Verschiebungen der
Aktivierungskurven (Ab.31, z.B. der Unterschied gefien den halbmaximalen Potentialen
der Kanalaktivierung der Doppelmutante S435A/I7&1 1781T war geringer, als die fur
die Einzelmutation S435A beobachtete Verschiebubg@.,mutant cycling analysis* ergab
jedoch eimMAG = 1.13% 0.70 kcal/mol, ein Wert der sich statistisch nisighifikant von Null
unterscheidet. Im Vergleich zu S435P/I781T, bei d#ien,mutant cycling analysis“ einen
deutlichen Hinweis auf Kooperativitat ergab, isteeenergetische Kopplung zwischen S435A
und 1781T deshalb weniger wahrscheinlich. Die drgenden molekularen Mechanismen
sowie die jeweiligen Beitrage von verschiedenenS&§menten zur Stabilitdt der offenen

und/oder geschlosseneny@& Konformationen bedirfen weiterer Untersuchungen

Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss vorutitionen in den Poren-formenden
Segmenten IS6 und 1IS6 systematisch untersuchtanderungen in der Hydrophobizitat
(ausfuhrlich untersucht fur 1781) und Prolin-Sukgionen verursachten die ausgepragtesten
Verschiebungen der Potentialabhangigkeit von A&timng und Inaktivierung.
Hydrophobizitdtsanderungen in der Position 1781 réd@rten mit den resultierenden
Verschiebungen der Aktivierungskurven auf der Pudéachse. Weiters konnte durch
Untersuchungen des ,gating” Verhaltens von I1S6/I3@&ppelmutanten erste Einblicke in
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maogliche Interaktionen von ,benachbarten* S6 Amiosn erhalten werden. Die auf Abb.
33 gezeigte distante Lokalisation der jeweiligen/A6inosauren zeigt, dass das vorliegende
Homologiemodell der G4.2 Pore weiterer Préazisierungen bedarf. Die innereiArbeit
vorgestellten methodologischen Ansatze scheinen igmgete in  weiterfihrenden
Untersuchungen unter Einbeziehung der Segmente U6 IVS6 zur Aufklarung der
Struktur-Funktionsbeziehungen an/@& beizutragen.

Abb. 33 lllustration der ,bundle-crossing region“ von (&2 in einem Homologiemodell der
geschlossenen Konformation. Die Abbildung ist eS@tenansicht der S6 Segmente, Aminosauren
Leud29, Leud34 von I1S6 und Leu779 und lle781 sied/brgehoben. Die Aminoséauren Leu434 und
Leu779 sind Teil dichter Helix-Helix Packung zwischden Segmenten IS6 und IIS6. Ser435 und
lle781 hingegen interagieren mit den benachbart@rS&gmenten. Die Abb.wurde mittels Pymol
(http://pymol.sorceforge.net)generi¢itudrnac et al., 2009).
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5 ZUSAMMENFASSUNG (SUMMARY )

In the present study we analyzed the role of araid residues in pore-lining S6 segments in
gating of Cgl.2 channels. Most significant effects are indutsdproline or threonine
substitutions in the lower third of segments IS@ &6 (‘bundle crossing region’): We
hypothesise that hydrophobic interactions betwedh segments or adjacent regions
participate in stabilisation of the closed chartwiformation. (Hohaus et al., 2005; Kudrnac
et al.,, 2009). This scenario is supported by stligins of amino acids of different
hydrophobicity, size and polarity. A shift in theoltage dependence of activation was
accompanied by a deceleration of current activakimetics at hyperpolarized potentials, a
deceleration of deactivation at all potentials {IiP&nd 1781T), and reduced inactivation. Our
findings indicate that substitutions of 1le781 aédlize the closed conformation and
simultaneously stabilize the open channel stat€afi.2. Moreover there may be a flexible
center of helix bending at positions Cys779-Alad8Za,1.2. Proline substituation S435P in
IS6 results in a large shift of the activation @urand slower current kinetics. Threonine
substitutions Leu429 and Leu434 induced a simiiaetic phenotype with shifted activation
and the corresponding inactivation curves. Therdagendence of 1S6 and [IS6 mutations
was analysed by means of mutant cycle analysisblBanutations induce either additive or
non-additive shifts of the activation curves aldhg voltage axis. Mutant cycle analysis
revealed energetic coupling between residues SA83781 while other paired mutations in
IS6 and 11S6 had independent effects on activajeting.
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Als Ziel der vorliegenden Arbeit wurde der Einflugsn Mutationen in porenbildenden S6
Segmenten auf das ,gating” Verhalten von,£a untersucht. Besonders signifikante Effekte
wurden durch Prolin- bzw. Threoninsubstitutionen iumteren Dirittel (,bundle crossing
region”) der Segmente IS6 und [IS6 induziert. Hydhmbe Interaktionen zwischen S6
Segmenten oder Nachbarregionen sind an der Siahiligy der geschlossenen
Kanalkonformation beteiligt (Hohaus et al., 20053dfhac et al., 2009). Diese Hypothese
wurde durch Mutationen mit Aminoséuren unterschobalr Hydrophobizitat, GréRe und
Polaritat erhartet. Die Verschiebung der spannuigsagigen Aktivierung ging mit einer
verlangsamten Aktivierung bei hyperpolarisierten teftalen, einer verlangsamten
Dekativierung und verminderter Inaktivierung einh&ubsitutionen von 1le781 kdnnen
sowohl die geschlossene Konformation destabilisi@le auch die offene Konformation von
Ca/1.2 stabilisieren. AulRerdem konnte an den Positio@gs779—Ala782 eine flexible
Position fur ,helix bending” vorliegen. Auch Prosmbstitution S435P in 1S6 fihrte zu einer
starken Verschiebung der Aktivierungskurve und amgbamter Stromkinetik. Die
Threoninsubstitutionen Leu429 und Leu434 fuhrtereimem &hnlichen kinetischen Phéanotyp
mit verschobenen Aktivierungskurven. Die entsprede& Inaktivierungskurven aller
Mutanten wurden proportional in negativer Richtaug der Potentialachse verschoben. Eine
Abhangigkeit von strukturellen Veranderungen in LBl 11IS6 wurde mittels ,mutant cylce
analysis“ analysiert. Doppelmutationen in diesenrS8§menten induzieren entweder additive
oder nicht-additive Verschiebungen der Aktivierungsen entlang der Potentialachse. Die
»,mutant cycle analysis* ergab eine energetischegtom zwischen den Aminosauren S435
und 1781; weitere Doppelmutationen in 1S6 und Ii&8gten unabhangige Effekte auf das
Aktivierungsverhalten von G4.2.
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