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1 Einleitung
1.1 Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanile: Vorkommen und Aufbau

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte (cng) Ionenkanile bilden eine Familie von Kationenkanilen
(Kaupp, 1991; Eismann et al, 1993; Yau, 1994; Finn et al, 1996). Thre
Aminosduresequenzen zeigen sowohl strukturelle Merkmale von spannungsabhingigen
Ionenkandlen (Jan & Jan, 1990; Guy et al., 1991; Goulding ez al., 1992; Bénigk et al.,
1993) als auch von zyklisch Nukleotid-abhingigen Proteinkinasen (Kumar & Weber,
1992). Funktionell gehdren cng-Kanile zur Klasse der ligandengesteuerten Ionenkanile, da
ihr Offnungszustand direkt und kooperativ durch 3°,5’-zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) bzw. 3’,5’-zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) reguliert wird (Zufall et
al., 1994; Kaupp, 1995). Am besten untersucht und charakterisiert sind cng-Kanile in
sensorischen Zellen von Vertebraten (Fesenko er al., 1985; Haynes & Yau, 1985;
Nakamura & Gold, 1987). Inzwischen wurden cng-Kandle auch in anderen, nicht-
sensorischen Zellen nachgewiesen (Nawy & Jahr, 1990; Ahmad et al., 1992; Biel et al.,
1993; Ahmad et al., 1994; Biel et al., 1994; Weyand et al., 1994). Als erster cng-Kanal in
Invertebraten wurde ein cGMP-gesteuerter Kanal in der Taufliege Drosophila
melanogaster gefunden (Baumann ef al., 1994).

In den Sehstibchen und -zapfen der Vertebratennetzhaut stellen cng-Kanile das letzte
Glied in der Enzymkaskade der Phototransduktion dar. Im Dunkelzustand werden cng-
Kanile in der Plasmamembran durch die erhdhte Konzentration des intrazelluldren
Transmitters cGMP offengehalten und leiten Na*- und Ca®*-Ionen in die
Photorezeptorzellen. Die lichtinduzierte Enzymkaskade beginnt mit der Absorption eines
Photons durch Rhodopsin und endet mit der Hydrolyse von cGMP (Yau & Baylor, 1989;
Stryer, 1991; Kaupp & Koch, 1992; Yau, 1994). Durch die Abnahme der intrazelluldren
cGMP-Konzentration dissoziieren cGMP-Molekiile von den Bindestellen der Kanile, so
daB diese schlieBen. Die resultierende kurzzeitige Hyperpolarisation der Membran bewirkt
am synaptischen Endglied der Sehzelle eine verminderte Freisetzung des Transmitters
Glutamat (Massey, 1990).

In den sensorischen Neuronen des olfaktorischen Epithels (OSN) spielen cng-Kanile eine
Rolle bei der Duftstoffrezeption. Nach Aktivierung spezifischer Duftstoffrezeptoren erhoht

sich die intrazellulire cAMP-Konzentration und cng-Kanéle werden gedffnet (Reed, 1992;



Breer et al., 1994; Zufall et al., 1994). Die dabei einflieBenden Ca**-Ionen aktivieren
Ca*-abhingige Cl'-Kanile und die Zelle depolarisiert (Kleene, 1993; Kurahashi & Yau,
1993; Lowe & Gold, 1993).

Auch im Schwanz von Rinderspermien konnte ein cng-Kanal nachgewiesen werden
(Weyand et al., 1994). Es wird spekuliert, ob dort eine &hnliche Signaltransduktions-
kaskade wie in Riechzellen existiert und z.B. das Schwimmverhalten steuert (Weyand ez
al., 1994).

Der cng-Kanal aus Drosophila konnte noch nicht genau lokalisiert werden. Bisher konnte
nur gezeigt werden, da3 er sowohl in den Augen als auch in den Antennen exprimiert wird
(Baumann et al., 1994). Die genaue Funktion des Kanals ist ebenfalls noch unklar.
Moglicherweise vermittelt der cng-Kanal bei Drosophila sowohl die Phototransduktion als
auch die Duftstoffrezeption (Baumann ef al., 1994).

Die cng-Kanile bilden heterooligomere Komplexe, die, soweit bekannt, aus zwei
verschiedenen Untereinheiten, o und [, bestehen. Die o-Untereinheiten aus Sehstibchen
(Cook et al., 1987; Kaupp et al., 1989; Dhallan ez al., 1992; Pittler et al., 1992; Bonigk et
al., 1993), Sehzapfen (Bonigk et al., 1993; Weyand et al., 1994) und aus OSN (Dhallan e?
al., 1990; Ludwig et al., 1990; Goulding et al., 1992) verschiedener Spezies sind
inzwischen aufgereinigt oder kloniert worden. o-Untereinheiten bilden in heterologen
Expressionssystemen funktionelle oligomere Ionenkanile, die in vielen Eigenschaften den
nativen Kanélen dhneln. In manchen Eigenschaften unterscheiden sie sich jedoch. Bei den
nativen cng-Kanélen aus Sehstidbchen sind beispielsweise (a) die Pharmakologie, (b) das
Offnungsverhalten und (c) die Ca®*-Calmodulin (Ca**-CaM) abhingige Modulation der
Aktivierung anders als bei den heterolog exprimierten o-Untereinheiten: (a) Der native
Kanal wird durch mikromolare Konzentration des Ca’*-Kanalblockers I-cis-Diltiazem
blockiert (Koch & Kaupp, 1985; Stern et al., 1986; Quandt er al., 1991), die allein
exprimierte o-Untereinheit hingegen erst bei 10-20fach hoheren Konzentrationen (Kaupp
et al., 1989; Chen et al., 1993). (b) Das Schaltverhalten (,,flickering*) des nativen Kanals
unterscheidet sich deutlich von dem der homooligomeren o-Untereinheit (Chen et al.,
1993; Korschen et al., 1995). (¢) Wihrend Ca**-CaM die Ligandensensitivitidt des nativen
Kanals verringert (Hsu & Molday, 1993; Hsu & Molday, 1994; Gordon et al., 1995;
Korschen er al., 1995; Nakatani ez al., 1995), ist diese Modulation im o-homooligomeren

Kanal nicht zu beobachten (Chen et al., 1994; Korschen ez al., 1995).



Die nativen cng-Kanile in OSN unterscheiden sich von den homooligomeren Kanilen
insbesondere in ihrer Empfindlichkeit fiir cAMP. So ist der native cng-Kanal etwa 30fach
empfindlicher fiir cAMP als die heterolog exprimierte o-Untereinheit (Bradley et al., 1994;
Liman & Buck, 1994).

In Sehstidbchen (Chen et al., 1993; Chen er al., 1994; Korschen et al., 1995), in OSN
(Bradley et al., 1994; Liman & Buck, 1994) und in Hodengewebe (Biel et al., 1996)
wurden mittlerweile weitere Untereinheiten (0, B) nachgewiesen. Diese kénnen, wenn sie
alleine heterolog exprimiert werden, keine funktionellen Kandle bilden. Doch durch
Koexpression mit den entsprechenden «-Untereinheiten entstehen Kanidle mit
Eigenschaften, die denen der nativen Kanile weitgehend gleichen (Chen et al., 1993;

Bradley et al., 1994; Chen et al., 1994; Liman & Buck, 1994; Korschen et al., 1995).

1.2 Strukturelle Eigenschaften der o~ und -Untereinheiten

Die transmembranale Topologie der o-Untereinheiten ist weitgehend aufgeklért
(Abb.1.1.1). Das N- und das C-terminale Ende des Polypeptids liegt intrazelluldr (Cook et
al., 1989; Molday et al., 1991). Jede Untereinheit besitzt 6 transmembranale Segmente, die
in Anlehnung an die Membrantopologie der spannungsabhéngigen K*-Kanile mit S, bis Se
bezeichnet werden (Henn et al., 1995). Die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide wurde
durch Sequenzvergleiche mit cAMP- bzw. cGMP-abhingigen Proteinkinasen (Takio et al.,
1984; Weber et al., 1987) in der C-terminalen Region lokalisiert (Kaupp ef al., 1989), was
spater durch eine Mutagenesestudie experimentell bestitigt wurde (Altenhofen ez al.,
1991). Im transmembranalen Segment S; befindet sich ein Sequenzmotiv, das dem
Spannungsfiihler-Motiv der spannungsabhingigen Kanile, besonders dem der K*-Kanile
aus der Shaker-Familie dhnelt (Jan & Jan, 1990). Die Funktion dieses Motivs in cng-
Kanilen ist jedoch noch unklar. Eine weitere Domine, die der Porenregion der
spannungsabhingigen K*-Kanile dhnlich ist, liegt zwischen Ss und S¢ (Goulding et al.,
1992; Heginbotham et al., 1992; Bonigk et al., 1993). Diese Domdne ist in cng-Kanélen an
der Ausbildung der Pore beteiligt (Root & MacKinnon, 1993; Eismann et al.,1994).
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Abb.1.1.1: Transmembranale Topologie der a-Untereinheit von cng-Kanilen (nach Henn et al., 1995). S;-S¢:
transmembranale Domidnen. CHO: Die o-Untereinheit des cng-Kanals aus Rindersehstdbchen ist im N-
terminalen Porenbereich glykosyliert (Wohlfart ez al., 1989). In der entsprechenden Region liegen auch in

den anderen bekannten o-Untereinheiten Konsensus-Glykosylierungsstellen vor.

Die bisher klonierten o-Untereinheiten aus den Sehstdbchen, Zapfen, OSN (die jeweils
auch in anderen Zellen exprimiert werden) und aus Drosophila sind hinsichtlich der
b‘é‘s“c’hriebenen Struktur sehr #hnlich. Vor allem im Bereich der transmembranalen
Doménen und der cGMP-Bindestelle betrigt die Sequenzhomologie etwa 90%. Nur in den
C-terminalen und vor allem N-terminalen Bereichen unterscheiden sich die Proteine in
zum Teil charakteristischer Weise. (Die ,,Sehstibchen“-Kanile zeichnen sich z.B. durch
eine besonders lange, geladene Doméne im N-Terminus aus, siche Anhang A.1).

Die B-Untereinheit aus Rinderspermien ist zu den a-Untereinheiten zu ca. 70% homolog
und weist alle fiir die o-Untereinheiten typischen Sequenzmotive auf: die
transmembranalen Segmente S;-Sg, die cGMP-Bindestelle, das Spannungsfiihlermotiv Sy
und die Poren-bildende Region. Die B-Untereinheit aus Sehstibchen dagegen besitzt eine
ungewohnliche, zweiteilige Struktur (Korschen et al., 1995). Der N-terminale Teil (die
ersten 571 Aminosiduren) ist im wesentlichen identisch mit einem Glutamat-reichen Protein
(GARP) aus der Rindernetzhaut, dessen Funktion unbekannt ist (Sugimoto ez al., 1991).

Der C-terminale Teil entspricht der B-Untereinheit aus Spermien.



Liganden-gesteuerte Kanile sind meist durch eine pentamere Struktur charakterisiert
(Cooper et al., 1991; Devillers-Thiéry et al., 1993). Fiir die homooligomeren Kanile aus o-
Untereinheiten gibt es aber Hinweise fiir eine tetramere Anordnung der Untereinheiten
(Gordon & Zagotta, 1995; Liu et al., 1996), wie sie auch fiir die spannungsabhingigen K*-
Kanile postuliert wird (MacKinnon, 1991; Liman et al., 1992). Ob die nativen Kanile aus
o- und B-Untereinheiten ebenfalls eine tetramere Struktur annehmen, ist noch nicht

bekannt.

1.3 Die Bedeutung der Ca**-Leitfihigkeit von cng-Kaniilen

Eine wichtige physiologische Eigenschaft der cng-Kanile ist ihre hohe Permeabilitit fiir
Ca**-Ionen, da Ca®* bei der Erregung und Adaptation in Photorezeptoren, OSN und
vermutlich auch in Spermien eine entscheidende Rolle spielt. Die Aktivitit vieler
Schliisselenzyme der Signaltransduktionskaskaden wird durch die intrazellulire
Ca®*-Konzentration [Ca2+]i reguliert: Im Sehstdbchen stimuliert die lichtinduzierte
Abnahme von [Ca®™); die Neusynthese von cGMP durch die Guanylylzyklase (Koch &
Stryer, 1988), verkiirzt die Lebensdauer der aktiven Phosphodiesterase (PDE) (Kawamura
& Murakami, 1991; Kawamura, 1993) und reduziert die Menge des enzymatisch aktiven
Rhodopsins (Lagnado & Baylor, 1994). Die Phototransduktion im Sehzapfen gleicht im
wesentlichen der im Stdbchen. Die Proteine, die in der Signaltransduktion eine Rolle
spielen, sind Isoformen der entsprechenden Proteine in Sehstidbchen. Trotzdem sind
Sehzapfen etwa 30-100fach weniger lichtempfindlich und der Zeitverlauf der
Lichtantwort ist in Sehzapfen schneller als in Sehstibchen. Die Ursachen fiir die
Unterschiede in den Lichtantworten sind noch nicht bekannt und méglicherweise nur zu
einem geringen Anteil durch unterschiedliche katalytische Aktivitdten der Schliisselenzyme
zu erkldren (Pugh & Lamb, 1993; Miller & Korenbrot, 1994; Miller et al., 1994). Vielleicht
sind nur Kinetik und Amplitude der Ca**-Anderungen und die unterschiedliche Ca*'-
Abhingigkeit der Enzymaktivititen fiir die verschiedenen Lichtantworten in den beiden
Photorezeptortypen verantwortlich (Miller & Korenbrot, 1994, aber beachte auch Nakatani
& Yau, 1989). Der Ca®*-Anteil am Dunkelstrom ist bei Zapfen etwa doppelt so hoch wie
bei Sehstibchen, so daB im Dunkeln wesentlich mehr Ca® in die Zapfen-AuBensegmente

gelangt. Die lichtinduzierte Anderung von [Ca®]; verlduft bei Zapfen schneller als bei



Stébchen. Es gibt Hinweise darauf, daB die schnellere Lichtreaktion der Zapfen auf der
Dynamik der [Ca®*}; beruht (Korenbrot, 1995).

Auch in OSN werden Enzyme der Signaltransduktionskaskade von [Ca2+],- reguliert. OSN
besitzen eine Ca®*-CaM-abhiingige PDE (Borisy et al., 1992), eine Ca’*-abhingige
Phospholipase C (Lo et al., 1993) und eine Ca2+-abh'angige Adenylylzyklase (Anholt &
Rivers, 1990; Choi et al., 1992; Frings, 1993). Insbesondere aktiviert Ca®* die in der
Zilienmembran der OSN gelegenen CI-Kanile, die einen groen Anteil des
Rezeptorstromes tragen (Kleene, 1993; Kurahashi & Yau, 1993; Lowe & Gold, 1993). Die
Modulation des cng-Kanals aus OSN durch Ca**-CaM ist viel ausgeprigter (Chen & Yau,
1994; Liu et al., 1994) als die des Kanals aus Sehstdbchen (Hsu & Molday, 1993; Hsu &
Molday, 1994; Gordon et al., 1995; Korschen et al., 1995; Nakatani et al., 1995). Die
‘genaue Bedeutung von Ca** fiir die Kinetik und die Empfindlichkeit der Riechantwort ist
jedoch noch weitgehend ungeklért.

Zusitzlich zu den Effekten von Ca® auf die Enzyme der Signalkaskade und den indirekten
Effekten auf die cng-Kanile, wechselwirken Ca®*-Ionen auch direkt mit dem Kanalprotein.
Einerseits blockieren vor allem extrazellulire Ca**- (und auch Mg**-) Ionen den Strom
monovalenter Kationen durch den Kanal, andererseits konnen sie selber in Abhéngigkeit
von der Konzentration und des Membranpotentials mehr oder weniger stark permeieren.
Sowohl in den AuBlensegmenten der Photorezeptoren als auch in der Zilienmembran von
OSN sind cng-Kanéle vermutlich die einzige Quelle fiir einen Ca**-Einstrom von aufen.
Wenn man bedenkt, da3 die Ca2+-Signale und ihre Bedeutung fiir Erregung und Adaptation
in den unterschiedlichen Zellen sehr verschieden sind, konnte es sein, daB die cng-Kanile
auch unterschiedlich mit Ca>* wechselwirken. Zumindest fiir die Photorezeptorkanile gibt
es dafiir einige Hinweise (Nakatani & Yau, 1988; Perry & McNaughton, 1991; Miller &
Korenbrot, 1994; Miller et al., 1994).

Die Untersuchung dieser Fragestellung ist das Thema der hier vorgelegten Arbeit. Es wird
zunichst die Wechselwirkung von extrazellulirem Ca®* ([Ca2+]a) mit verschiedenen
o-Untereinheiten von cng-Kanilen elektrophysiologisch untersucht. Durch zielgerichtete
Mutagenese sollen die fiir diese Wechselwirkung wichtigen Proteindominen oder
Aminosdurereste identifiziert werden. AuBerdem wird der EinfluB der B-Untereinheit auf
die Ca2+-Empfindlichkeit heterooligomerer Kanile untersucht. Ziel dieser Arbeit ist ein

besseres Verstindnis der molekularen Ursachen fiir Ca**-Permeabilitit in cng-Kanélen.



2 Material und Methoden
2.1 Patch-Clamp-Technik
Die Patch-Clamp-Methode erlaubt, die extrem kleinen Stréme von nur wenigen

Picoampere zu messen, die durch einzelne Ionenkanile flieBen (Hamill et al., 1981). Das

Grundprinzip dieser Methode ist einfach (Abb.2.1.1):

(B)
N\ NN
O=D=O

|
oo

(C) "whole-cell” (D) "outside-out"”

(A) "inside-out"

Abb.2.1.1: Schematische Darstellung der verschiedenen Patch-Clamp-Konfigurationen (Beschreibung siche

Text).

Indem man die Spitze einer duferst diinnen, speziell préparierten Glaspipette dicht auf die
Zellmembran aufsetzt, isoliet man das eingegrenzte Membranareal und die darin
befindlichen Ionenkanile elektrisch von der tibrigen Membran (A). Der mechanische
Kontakt zwischen Membran und Glaspipette, der sich dabei ausbildet, ist auBerordentlich
fest. Das ermdoglicht, dieses Membranareal unter verschiedenen Konfigurationen zu
untersuchen:
e Inside-out“-Konfiguration: Durch HerausreiBen des Membranareals erhilt man den
sogenannten ,.inside-out“-patch (B). In dieser Konfiguration ist die Innenseite der
Membran nach auBen gerichtet. Die chemische Zusammensetzung der Bad-Losung kann

variiert werden, wodurch die Wirkung verschiedener Stoffe an der Innenseite der

Membran getestet werden kann.



e _whole-cell“~-Konfiguration: Durch das Anlegen von Unterdruck oder durch einen
kurzen Spannungspuls kann man die Zellmembran unterhalb der Elektrodenspitze
aufreiBen. In dieser ,,whole-cell“-Konfiguration (C) kann man Substanzen in die lebende
Zelle einfiihren und so die chemische Zusammensetzung des Zytoplasmas kiinstlich
veridndern.

e _outside-out“-Konfiguration: Zieht man aus der ,whole-cell“-Konfiguration das
Membranstiick heraus, verschmelzen seine duBeren Rinder. Nun ist die AuBenseite der

Zellmembran der Bad-Losung zugekehrt (D).

In die Glaspipette wird ein chlorierter Silberdraht eingefiihrt, der mit einem
hochempfindlichen Vorverstirker (headstage) verbunden ist, der seinerseits Eingang in den
Hauptverstidrker (LM-EPC7, List-electronic, Darmstadt) hat. Der Hauptverstédrker hélt iiber
eine Regelschaltung die Membranspannung auf einem gewihlten Soll-Wert, indem
Leitfahigkeitsanderungen in der Membran durch einen gleichgroen entgegengesetzten

Strom I,;; kompensiert werden (Abb.2.1.2).

>~ AV=1, -R

7 v [ : ; _-L_ V Sotl

Abb.2.1.2: Vereinfachtes Schaltbild der ,Patch-Clamp*“-Schaltung (Beschreibung siehe Text).

Lip.- wird iiber den hochohmigen Widerstand R gemessen und entspricht dem
Membranstrom an der Elektrodenspitze. Das Ausgangssignal des Verstirkers wird iiber ein
8-Pol Besselfilter (Frequency Devices, Haverhill, USA) zur direkten Kontrolle auf einem
Oszilloskop (Typ 400 Gould Hainault, UK) sichtbar gemacht. Parallel wird es iiber einen
A/D-Wandler (TL-1 DMA Interface, Axon Instruments, Foster City, USA) direkt auf die
Festplatte eines Personalcomputers (PC 486) iibertragen.

Gemessen wird mit Elektroden aus filamentierten Borosilikatglaskapillaren (Hilgenberg,
Malsfeld) oder mit Elektroden aus sogenanntem weichen (soft) Glas (Blaubrand intramark,

Brand, Faust, Aachen). Die Elektrodenwiderstinde haben typischerweise 1-8 MQ. Sie



werden mit einem DMZ-Universalpuller (Zeitz, Augsburg) gezogen und je nach Bedarf
feuerpoliert. Als Referenzelektrode dient ein chlorierter Silberdraht oder ein Ag-AgCl-
Pellet. Die Referenzelektrode wird stdndig mit frischer Badlosung umsptilt. Die Messungen
wurden mit Hilfe des CLAMPEX-Modul des Programms pCLAMP (Version 5.5.1, Axon
Instruments, Foster City, USA) unter Spannungsklemmbedingungen aufgenommen. Es
wurden in der Regel Spannungsrampen (Dauer 2 - 5 s) von +80 mV bis -80 mV am patch
appliziert. Jede gespeicherte IVy,-Messung stellte den Mittelwert aus 3 - 8 einzelnen

Spannungsrampen dar.

2.2 Expressionssysteme

In dieser Arbeit wurden als Expressionssysteme Oozyten des siidafrikanischen
Krallenfroschs (Xenopus laevis) sowie eine Zellinie von menschlichen embryonalen

Nierenzellen (HEK 293-Zellen) verwendet.

2.2.1 Vorbereitung der Oozyten

Nach Narkose in 1%-Tricainldsung wurden den Froschweibchen 1-2 Ovarlappen
entnommen und in modifizierte Barthlosung (Barth & Barth, 1959; Gurdon, 1974)
iiberfiihrt. Die Oozyten wurden durch ein- bis dreistiindiges Schiitteln in Kollagenase-
haltiger Barthldsung vereinzelt und anschlieBend griindlich gewaschen.

Zur Injektion von in vitro transkribierter RNA in die Oozyten wurden Injektionskaniilen
aus unfilamentierten Glaskapillaren (AuBendurchmesser 1.3 mm; Innendurchmesser
0.8 mm; Hilgenberg, Malsfeld) mit einem Vertikalpuller (L/M-3P-A, List Medical,
Darmstadt) vorbereitet. Unter dem Mikroskop wurde die Spitze abgebrochen und mit Hilfe
einer "Mikroschmiede" (L/M-CP2101, List Medical, Darmstadt) zu einer runden Offnung
mit feinem Fortsatz ausgezogen. Die fertige Spitze hatte einen Offnungsdurchmesser von
3 - 9 um und eine Lénge von etwa 0.8 mm (ab der Verjiingung des Schaftes).

Die RNA-Losung (0.5 pg/ul) wurde mittels Kapillarkrdften in  ein 10 pl
Hiimatokritrohrchen  iiberfihrt und von dort mit Unterdruck in die Spitze der
Injektionskaniile gezogen. Mit Hilfe eines Mikroinjektors (Mikroinjektor 5242, Eppendorf,



Hamburg) wurde soviel RNA-Losung injiziert, daB sich eine VergroBerung der Oozyten
beobachten lieB (ca.S0nl). Der Uberdruck (800- 1200 hPa) wurde, je nach
Offnungsdurchmesser so gewihlt, daB die Injektionsdauer ca.ls betrug. Nach der
Injektion wurden die Oozyten bei 19°C in antibiotikahaltiger Barthlosung inkubiert. Mit
den elektrophysiologischen Untersuchungen wurde nach 2 Tagen begonnen. Die Oozyten
wurden zwei bis fiinf Minuten in hypertonischer Kaliumaspartatlosung (Methfessel ez al.,
1986) inkubiert und die Vitellinmembran vorsichtig mit zwei Dumont-Pinzetten entfernt.
Die Oozyten wurden anschlieBend in die MeBkammer iiberfiihrt und elektrophysiologisch

untersucht.

2.3 Losungen

Alle verwendeten Chemikalien stammten von Sigma (Deisenhofen) bzw. Fluka

(Heidelberg).

2.3.1 Inkubationslosungen fiir Oozyten

Das modifizierte Barthmedium zur Aufbewahrung der Oozyten bestand aus:

88 mM NaCl

I mM KCI

2.4 mM NaHCO;

0.82 mM MgSO;,

0.3 mM Ca(NO3),

0.41 mM CaCl,

15 mM HEPES (pH 7.4)

Antibiotikazusatz (je 100 ml Barthlgsung):

105 U Penicillin

10 mg Streptomycin

0.4 mg Zinazef

10 mg Gentamycinsulfat
Kollagenase-haltige Barthlosung:

1.5 -2.5 mg Kollagenase (Typ IA)/ml Barthlssung

=
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2.3.2 MeBlésungen

Alle in dieser Arbeit gezeigten Messungen wurden in der outside-out-Konfiguration der
Patch-Clamp-Technik durchgefiihrt. Da die hier untersuchten cng-Kanile die Bindestelle
fiir zyklische Nukleotide auf der Innenseite der Membran haben, wurden die Kanile von
der Pipette aus aktiviert.
Die Pipettenlosung enthielt, wenn nicht anders vermerkt:

126 mM KCl

10 mM HEPES

10 mM EGTA

24 mM KOH (pH 7.4)
1 mM cGMP

Die Losungen fiir die Blockierungsexperimente mit extrazellulirem Ca®* enthielten:

100 mM KCl

10 mM HEPES
10 mM EGTA

45 - 50 mM KOH

Die Gesamt- Ca’*- Konzentration, die notig war, um die gewiinschte freje
Ca®*-Konzentration zu erhalten, wurde mit einem Computerprogramm von Fabiato
(Fabiato, 1988) oder mit dem Progamm CHELATOR (Schoenmakers, Nijmegen,
Niederlande) mit Hilfe der Assoziationskonstanten nach Martell und Smith (1989)
berechnet. Fiir einige Messungen wurde auch EGTA durch NTA ersetzt. Da in diesem Fall
eine geringere Menge an KOH nétig war, um diesen Puffer auf pH 7.4 zu titrieren, wurde
KCl zugegeben, damit in allen Losungen eine Gesamtkonzentration von 150 mM K*

vorlag. Die nominell Ca**-freie Losung entsprach der Pipettenlosung ohne zugesetztes

cGMP.

Die Losungen fiir die pH-Abhingigkeit der Ca**-Blockierung enthielten:

a) Bad-Losung: 145 mM KCI
50 uM CaCl,
10 mM pH-Puffer (MES fiir pH 5-6, PIPES fiir pH 6.5,
HEPES fiir pH 6.8 - 7.5, TAPS fiir pH 8 - 8.5, CHES fiir pH 9)

5 mM KOH
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b) Ca’*-freie Badlosung: 126 mM KCl
10 mM EGTA
10 mM pH-Puffer (wie oben)
24 mM KOH

c) Pipettenlosung: 126 mM KCl
10 mM EGTA
10 mM pH-Puffer (wie oben)
24 mM KOH
0.5 mM cGMP

Die Losung fiir die Leckstromkontrolle enthielt:

130 mM NMDGCI
5 mM HEPES

5 mM EGTA

20 mM KCl

(pH 7.4, HCI)

2.4 Eichung der Ca**-Konzentration

Das genaue Einstellen freier Ca®*-Konzentrationen mit Ca®*-Puffern ist nicht immer
?uverlﬁssig. Die Hauptgriinde hierfiir scheinen die ungenauen Angaben beziiglich der
Reinheit von Ca®*-Puffersalzen zu sein (Bers, 1982; Bers et al., 1994). Hieraus entstehen
Ungenauigkeiten in der freien Ca**-Konzentration, die GroB8enordnungen betreffen kénnen
(Bers et al., 1994). Fehlerhafte Ca®*-Konzentrationen fithren bei der Messung von
Ca®*-Abhingigkeiten sicher zu falschen Werten fiir die Bindeaffinitit. Insbesondere bei
Betrachtungen iiber Kooperativitit, die in vielen Ca®*-Bindungsproteinen eine groBe Rolle
spielt (Ikura, 1996), muf} die freie Ca**-Konzentration sehr genau bekannt sein, um nicht
zu Fehlinterpretationen zu fiihren.

Die einfachste Moglichkeit, diesem Problem zu entgehen, ist die Messung der freien
Ca**-Konzentration der angefertigten Losungen. Es wurden zwei verschiedene Verfahren
verwendet, die MeB16sungen zu eichen:

¢ Die Messung mit einer Ca®*-sensitiven Mikroelektrode

e Die Messung mit dem Ca”"-sensitiven Farbstoff Arsenazo III

12



2.4.1 Messung der freien Ca**-Konzentration mit einer Ca**-selektiven Elektrode

Eine Eichkurve fiir Messungen mit einer Ca>*-Elektrode (Kwikcal, WPI, Berlin) wurde mit
Eichlosungen (CALBUF 1, WPI, Berlin) aufgenommen, die nach einer Methode von Tsien
& Rink (1980) hergestellt worden waren. Die Losungen mit unbekannter Ca*-
Konzentration wurden gemessen und die freie Ca*-Konzentration aus der Eichkurve

bestimmt. Abb.2.4.1 zeigt eine typische Eichkurve.

U[mV] 80 T [ T 1 I
60 - Y

A
(=
T
o

!

-120, - hl bl ; 51 - - 3
SN TEEEN N S S SR

Ca?* M)

Abb.2.4.1: Eichkurve fiir die Bestimmung der freien Ca®*-Konzentration mit einer Ca®*-Elektrode. Die
MeBwerte sind Mittelwerte aus mindestens drei aufeinanderfolgenden Bestimmungen. Die durchgezogene

Linie ist eine lineare Regression, die gepunktete Linie zeigt das Konfidenzintervall der Regression.

Fiir die Giite der Eichung sind exakte Losungen unabdingbar. Durch nur eine fehlerhafte
Konzentrationsangabe, insbesondere im interessanten MeBbereich, kann die Eichung

Fehler bei der Auswertung provozieren (siehe Abb.2.4.1, fiir 100 uM Ca®).
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2.4.2 Messung der freien Ca®*-Konzentration mit dem Ca**- Farbstoff Arsenazo III

Eine Alternative ist die Messung der freien Ca**-Konzentration mit dem Azo-Farbstoff
Arsenazo III. Die Absorptionseigenschaften dieses Farbstoffes dndern sich in Abhingigkeit
von der Ca**-Konzentration. Die Eichkurve wurde aufgenommen, indem man steigende
Ca”**-Konzentrationen in die Probenlosung pipettiert und gegen die Referenzldsung mift.
Die Losungen mit unbekannter Ca**-Konzentration wurden ebenfalls gegen die Referenz

. . 2 . . .
gemessen und die freie Ca“*-Konzentration aus der Eichkurve bestimmt.

Absorption

400 500 600

Wellenkinge [nm]

Abs (652nm) Abs (652nm)
0.05 T T T T T T 1T
0.04 A
0.03 y
L.
0.02 A
/.
y’s
0.01
0.0 i riinl . “ .;iilz "t ;;ii;;iLE i ..u 0.00 slovpd e leenolyvaaliacabpnaalosealuesy
10 102 10° 104 -10-5 0 5 10 15 20 25 30 35
Ca**[pM] Ca**[uM]

Abb.2.4.2: Eichkurve fiir die Caz"-Bestimmung mit Arsenazo III. (oben): Absorptionsspektrum von Arsenazo

III fiir verschiedene Ca**-Konzentrationen. (unten): Ca>*-Abhingigkeit der Absorption bei 652 nm.
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Abb.2.4.2 zeigt eine mit Arsenazo I gemessene Ca’*-Eichkurve. Der Vorteil dieser
Methode ist, dal man nicht auf kaufliche Eichlosungen angewiesen ist, und da man die
Eichkurve unter den Ionenbedingungen aufnehmen kann, wie sie in der unbekannten
MeBlosung vorliegen. Der Nachteil von Arsenazo III ist die starke Abhingigkeit der Ca**-
Bindekonstante von den duBleren Bedingungen. So ist diese Bindekonstante von Arsenazo
IIT sehr stark pH-abhdngig, von anderen divalenten Kationen beeinfluft, und abhéngig von

der pH-Pufferkonzentration (Bauer, 1981).

2.5 Auswertung der Mef3daten

Von den in der outside-out-Konfiguration gemessenen IVp,-Kurven miissen die Leckstrome
subtrahiert werden. Die Losung fiir die Leckstromkontrolle enthielt 20 mM K*-Ionen. Da
NMDG den Kanal nicht permeiert, kann beim Nernstpotential des Kanals fiir K*-Ionen bei
-46 mV der Leckstrom bestimmt werden. Aus diesem Wert wurde der Leckstrom iiber den
ganzen Spannungsbereich berechnet. Eine mogliche Fehlerquelle dieser Abschitzung ist,
daB der Leckstrom stark Ca”*-abhingig ist.

Fiir die Ca”*-Blockierungsmessungen wurde zur Berechnung der Konstanten K; und des
Hillkoeffizienten n ein Programm benutzt, das die Kurven nach dem Levenberg-

Marquardt-Algorithmus (Levenberg, 1944) an die modifizierte Hillgleichung anpaft
(Altenhofen, 1995):

n
L =1- &
I ax ¢’ +Kj
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2.6 Beschreibung der Ca**-Blockierung durch ein Barrierenmodell

Fiir die Blockierung von Ionenkanilen durch permeierende Ionen wurde von Woodhull

(1973) ein sehr einfaches Barrierenmodell formuliert.

Folgende Voraussetzungen miissen erfiillt sein, um dieses Modell auf die Ca”*-Blockierung

von cng-Kanilen anwenden zu konnen:

e Die Raten fiir die Assoziation und Dissoziation von Ca®* an der Bindestelle im
Porenbereich des Kanals sind wie in der Eyring-Rate-Theorie exponentiell abhéingig von
der Membranspannung Vp,.

e Wenn Ca® an der Bindestelle gebunden ist, konnen andere Ionen nicht den Kanal
permeieren.

o Die’Bindung von Ca®* an der Bindestelle wird praktisch nicht durch andere Ionen
gestort. Insbesondere konnen monovalente Kationen nicht kompetitiv binden.

e Alle Kanile sind gedffnet.

e Der Ca*-Strom Ic, unter den angegebenen Bedingungen ist vernachlédssigbar klein
gegeniiber dem Strom, der durch monovalente Ionen getragen wird.

e Das System befindet sich im ‘steady-state’ Gleichgewicht.

Die Ratengleichun;gén fiir einen Kanal mit einer Ca**-Bindestelle (BS) in der Pore sind

dann: |

k, k,
BS+[Ca®*], " Ca® -BS__ BS+[Ca®"]; )

k., k,
k; sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bewegung von Ionen in den jeweiligen
Richtungen. Hié“(bei sind k; und k; sogenannte ,,Pseudo-Geschwindigkeitskonstanten erster

Ordnung*, da sie die jeweilige AuBen- und Innenkonzentrationen des Ions beriicksichtigen.
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Abb.2.6.1: Schematisches Modell der cng-Kanalpore, reprisentiert durch Energiebarrieren U; und Lage der
Energiemaxima und -minima 8, 8¢, (1-8){. Die permeierenden Ionen halten sich bevorzugt im
Energieminimum (Bindestelle) auf. Besitzen sie geniigend thermische Energie, um die Energiebarrieren zu

iiberwinden, konnen sie die Pore wieder verlassen.

Die Wahrscheinlichkeit p, dal die Bindestelle (BS) nicht durch Ca®* besetzt ist, ist:

I _ k_,+k_, 3)
k,+k_,+k, +k_,

sz

max

Die Geschwindigkeitskonstanten k; sind gegeben durch:

AU, 7 8&FV,

ky =[Ca* )y, expl-—pr == )
'0(1-e)FV
k_, =a_ exp(— AUTT' +Z 5( R;) m)
A‘; Y (4.1-4.4)
- z - m

k_, =a_,exp(- RTZ - RT )

AU, 7 (1-8)1-C)FV,,
k, =[Ca**];a, exp(— RTZ + — )

Hierbei ist z’ die ,effektive“ Valenz des Kanalblockers. R, T und F haben die iibliche

thermodynamische Bedeutung, die Werte a; sind Konstanten. U; und 8, €, { bezeichnen die
Barrierenhohen und die jeweiligen Lagen der Energiemaxima und -minima im elektrischen

Feld, wie in Abb.2.6.1 eingezeichnet. Fiir unsere MeBbedingungen ist k; = 0, da [Ca®}; =0
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ist. Die Definition der Geschwindigkeitskonstanten weicht von der Definition in der
Originalarbeit von A. Woodhull ab: Dort waren die Werte fiir € und { fest vorgegeben
(¢={ =0.5). Diese Vorgabe geht von streng symmetrischen Energiebarrieren aus, wobei
die Lage der Maxima (siehe Abb.2.6.1) genau 50% auf dem Weg von der Bindestelle nach
auBen liegen soll. Zunédchst wurde auch hier dieser Ansatz gewihlt. Es stellte sich heraus,
daB mit dieser Annahme keine befriedigende Beschreibung der gemessenen Kurven
moglich war. Die Freigabe der Parameter € und { reichten aus, um eine gute Beschreibung
zu erhalten. Die Gleichung fiir die Berechnung der I/l,-Kurven berechnet sich dann wie

folgt: Die unbekannten Werte U; und a; werden der Vereinfachung halber kombiniert zu:
_U.
b; =a; exp(— 5
p( =T ) (5)

Einsetzen der Gleichungen (5) und (4.1-4.4) in Gleichung (3) ergibt die verwendete

Gleichung zur Beschreibung der Spannungsabhéngigkeit von Ilpux:

by Z81-e)FV, b,  Z(1-8FV,
I b, "kt o, P Rk ) ©
I . Z8FV__ b, Z8(1-g)FV__ b, z (1-8)FV,
max C - _ m _ m
[Ca®"], exp( RT )+ b, exp( RT )+ b, exp( RT )
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‘3 Ergebnisse

Der'Ergebnisteilreist in fiinf verschiedene Teile gegliedert. Im ersten Teil werden die
MéBmethode;undj,die ‘MeBanalyse eingefiihrt, mit denen die Wechselwirkung zwischen
cng-Kandlen und Ca**-lonen untersucht wird. AnschlieBend werden verschiedene
o-Untereinheiten von ¢ng-Kanilen anhand dieser MeBmethode miteinander verglichen. Ein
kinetisches Modell zur mathematischen Beschreibung dieser Ergebnisse wird vorgestellt.
Der zweite Téil,beéchreibt die Ergebnisse eines Mutationsprojektes, das zum Ziel hat, die
Aminoséurén bzw. die Proteinbereiche, die fiir die Modulation der- Wechselwirkung von
cng-Kanilen und Ca®* verantwortlich sind, zu identifizieren. Anschliefend wird im dritten
Teil versucht, den molekularen EinfluB dieser Aminosiuren auf die Wechselwirkung von
cng-Kanilen und' Ca®-Ionen aufzukliren. Der EinfluB der B-Untereinheit sowie der
EinfluB einer hohen. Kanaldichte auf die Blockierung ist das Thema des vierten Teiles. Im
letzten Teil wird ‘versucht, die Ca?*-Abhangigkeit des sogenannten ,fraktionalen Ca**-
Stromes“ P zu beschreiben, um einen Einblick zu bekommen, ob mehrere Ca**-Tonen
gleichzeitig die cng-Kahalpore besetzen kénnen.

Fiir die verschiedenen Untereinheiten werden im folgenden Abkiirzungen verwendet, die
die Herkunft (b: Rind, c¢: Huhn, o: Kaninchen, h: Mensch, f: Katzenwels) und den
‘Expressionsort - (r:- Sehstibchen, c: Sehzapfen, o: OSN, h: Herz, t: Hoden) beinhalten.
AuBerdem wird angegeben, ob es sich um eine o- oder eine $-Untereinheit handelt. So

bezeichnet crengeo. beispielsweise die o-Untereinheit aus Sehstdbchen des Huhnes. Die

a-Untereinheit aus Drosophila melanogaster wird mit dmengca: bezeichnet.

3.1 Ca®*-Blockierung der o-Untereinheiten

3.1.1 Vergleichende Untersuchungen zur Ca**-Blockierung der o-Untereinheiten von

cng-Kanélen

Wihrend Ca?* und auch Mg durch cng-Kanile flieSen, blockieren sie den Strom der
besser permeierenden monovalenten Kationen (Na*, K*) in einer spannungs- und

dosisabhéngigen Weise (Root & MacKinnon, 1993; Eismann ez al., 1994; Kleene, 1995;
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Park & MacKinnon, 1995). Fiir cng-Kanidle aus Sehstibchen wurde gezeigt, daB
Glutaminsiurereste im Porenbereich eine Kationenbindestelle bilden (Root & MacKinnon,
1993; Eismann et al., 1994). Wenn Ca**-Ionen an diese Stelle binden, verhindern sie die

Permeation monovalenter Kationen (sieche Abb.3.1.1).

K» K+ C a2+

\l Auf3en

AuBen
K* CaZ-r
‘ Innen Innen
cGMP cGMP
Ca2+
K¢
Abb.3.1.1: Schematische Darstellung eines cng-Kanals in der Plasmamembran. Bindet ein Ca™-lon im

Porenbercich (rechts). verhindert es die Permeation der sonst hochpermeierenden K*-Ionen.

Die Glutaminsédurereste im Porenbereich sind in allen bekannten o-Untereinheiten
konserviert. Systematische Studien iiber die Blockierung durch [Caz”]zl sind aber bisher nur
fiir den Sehstidbchenkanal des Rindes bekannt, wobei sich die verdffentlichten Ergebnisse
hinsichtlich der Ca2+-Blockierungskonstanten deutlich voneinander unterscheiden (Root &
MacKinnon, 1993; Eismann et al., 1994). Auch iiber ein moglicherweise kooperatives
Verhalten bei der Blockierung wurde in diesen Arbeiten berichtet, was bedeuten konnte,
daB mehrere Ca**-Ionen an der Blockierung beteiligt sind. Wegen der unterschiedlichen
Ergebnisse wurde neben den bisher noch nicht untersuchten o-Untereinheiten aus
Sehzapfen und olfaktorischem Epithel auch die aus Rindersehstibchen neu vermessen.

Die Wirkung von [Caz"]a auf verschiedene o-Untereinheiten wurde an Membranflecken
(patches) von Xenopus Oozyten untersucht, die die entsprechenden Ionenkanile
exprimierten. Die patches befanden sich in der outside-out-Konfiguration, um die Ca**-
Konzentration an der AuBenseite der Membran durch Austausch des Badmediums
variieren zu konnen. Mit 150 mM K* und einer nominell Ca**-freien Losung (< 107 M,
10 mM EGTA) auf beiden Seiten der Membran beobachtet man fast lineare Strom-
Spannungs-(IVy-)Kurven (Abb.3.1.2, links, hier fiir brcngco). Erhoht man die Ca?*-

Konzentration der extrazelluldren Losung, so beobachtet man die oben beschriebene
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Reduktion des Gesamtstromes, wobei die IV,-Kurven sowohl in hyperpolarisierender als
auch in depolarisierender Richtung ein rektifizierendes Verhalten zeigen (siehe Abb.3.1.2,
links). Einwiértsstrome (bei negativen Spannungen) werden hierbei stirker blockiert als

Auswirtsstrome (bei positiven Spannungen).

1[pA] 400 +
300 +

200 4+

100 +

-400 4

v, [mV]

Abb.3.1.2: Makroskopische Strom-Spannungsbeziehung (links) und der nicht blockierte Anteil des Stromes
I, (rechts) von brengeo bei verschiedenen extrazelluliren Ca®*-Konzentrationen. Die Pipette enthielt
1 mM cGMP, um die Kanile zu aktivieren (outside-out Konfiguration). Die Ca*-Konzentrationen sind an

den jeweiligen I/1,,-Kurven angegeben.

Die Spannungsabhingigkeit der Blockierung wurde analysiert, indem das Verhéltnis I
des Stromes I bei einer gegebenen Ca®*-Konzentration zum maximalen, in Ca®*-freier
Losung gemessenen Strom Ip.c berechnet und gegen die Membranspannung Vp
aufgetragen wurde (Abb.3.1.2, rechts). Iy, ist der Anteil des Stromes, der nicht durch
Ca®* blockiert wird, oder anders ausgedriickt, /I, ist die Wahrscheinlichkeit, dafl die Pore
nicht mit Ca**Tonen besetzt ist. Bei einer gegebenen Ca**-Konzentration ist der Wert fiir
I/max groB bei positiven Spannungen, nimmt mit kleineren Spannungen stark ab, durchlduft
ein Minimum bei negativen Spannungen und steigt dann wieder an (siche Abb.3.1.2,
rechts). Diesen Wiederanstieg von I/, bei nicht allzu hohen Ca*-Konzentrationen und

. . . . N 24 .
bei negativen Spannungen kann man als ein Anzeichen fiir vermehrte Ca™-Permeation
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interpretieren. Nach dieser Vorstellung erleichtert die Membranspannung die Dissoziation

des Ca**-Ions von der Bindestelle.

1.0 -
Vlinax

0.8 L

0.6
brengeo

04|

Ca®* -Konzentration [pM]

Abb.3.1.3: Dosis-Wirkungskurve von V., (bei —60 mV) in Abhingigkeit von der extrazelluliren Ca®*-
Konzentration fiir brcngca. Die durchgezogene Linie wurde nach der modifizierten Hillgleichung

Ulx = 1-¢"/ (c" + K;") berechnet mit K; = 4.05 uM, n = 0.9. Mittelwerte und Standardabweichung aus 9

Versuchen.

Fiir jede Spannung Vy, lassen sich Dosis-Wirkungsabhingigkeiten der Blockierung durch
Ca®* aufstellen, indem man Vnx gegen [Ca®*], auftrigt (Abb.3.1.3). Die durchgezogene

Linie in Abb.3.1.3 wurde nach der modifizierten Hillgleichung

I c"
—=l-— (1)
I c" +K{

max
berechnet (in diesem Fall mit: K; = 4.05 pM, n = 0.9, bei V, = -60 mV). K ist die
apparente Blockierungskonstante fiir Ca?*. Sie ist ein Ma8 fiir die Blockierungseffizienz.
Man konnte K; auch als eine Affinitdtskonstante fiir die Bindung von Ca**-Ionen an die
von Glutaminsiureresten gebildete Stelle in der Pore interpretieren. Der Hillkoeffizient n

beschreibt, ob es sich um einen kooperativen Mechanismus handelt.
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Abb.3.1.4: Spannungsabhingigkeit der Blockierungskonstante K; (links) und des Hillkoeffizicnten n (rechts)

fiir brcngca. Mittelwerte und Standardabweichung aus 9 Versuchen.

Bestimmt man K; und n fiir alle gemessenen Spannungen Vp,, so erhiilt man Abb.3.1.4. Der
Hillkoeffizient n (Abb.3.1.4, rechts) ist iiber den gesamten Spannungsbereich nicht
wesentlich von eins verschieden. Das deutet an, daB es sich bei der Blockierung von
cng-Kanilen durch [Ca®*], wahrscheinlich nicht um einen kooperativen Effekt handelt. Die
Spannungsabhdngigkeit von K; (Abb.3.1.4, links) verlduft dhnlich wie die
Spannungsabhingigkeit von Ima.x (sieche Abb.3.1.2, rechts): K; ist am groBten fiir groBe
positive Spannungen, nimmt dann stark ab bet weniger groBen V,-Werten, durchliuft cin
Minimum bei kleinen negativen Spannungen und nimmt fiir groBe negative V-Werte
wieder etwas zu. Die Abnahme der Blockierungseffizienz bei grofien negativen
Spannungen, die sich in einem Ansteigen von K; ausdriickt, ist ein qualitatives MabB fiir die
Ca’*-Permeation. Wahrscheinlich wird bei negativen Spannungen die Dissoziation von
Ca” von der Bindestelle und der Durchtritt des Ions zur Innenseite erleichtert.

Abb.3.1.5 zeigt im Vergleich die IV-Kurven fiir die Ca**-Blockierung von brengeo,

beengeo und bocngeo mit den zugehorigen Kurven fiir die Spannungsabhingigkeit von

Mmax (Abb.3.1.5, unten).
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Abb.3.1.5:  Vergleich der IV,-Kurven (oben) und der Ul,,-Vm-Kurven  (unten) - fir Ca®-
Blockierungsexperimente von brengeo (links), beengear (Mitte) und bocngee: (rechts).. Die  ¢cGMP-
Konzentration in der Pipette enthielt 1 mM c¢GMP, um die Kanile zu aktivieren (outside-out Konfiguration).

Die Ca®-Konzentrationen sind an den I/I,,,-Kurven angegeben.

Bei gleicher Konzentration blockiert Ca** den Strom durch brengeo. weitaus effektiver als
den Strom durch beengea und bocngea. Aulerdem fiéllt auf, daf3 die Spann'unc’ V., bei der
der gemessene Strom maximal unterdruckt wird, fiir die verschiedenen Kanile sehr
unterschiedliche Werte annimmt (s u. ) Abb 3.1.6 (links) zeigt die Ca'*—Abhanglokext von

Vlmax (bei -80 .mV) fiir die drei Kanaltypen. Die Linksverschiebung der Dosis-

Wirkungskurve von brengco im Vergleich zu beengeor und: bocngca verdeutlicht die

unterschiedliche Blockierungseffizienz be1 dieser Spannung.
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Abb.3.1.6: (links): Vergleich der Dosis-Wirkungskurven von /I, (bei -70 mV) in Abhingigkeit von der
Ca*-Konzentration von brengeo (0) (K; = 6.1 £2.2 pM), beengeo: (o) (K; = 59.5 £+ 11 uM) und bocngee. (V)
(K; = 92.3 = 26 uM). (rechts): Vergleich der Spannungsabhingigkeit von K; fiir den halbmaximalen Block
des cng-Kanalstromes. K;-Werte sind Mittelwerte aus neun (brengeat), fiinf (bocngea) und neun (bcengeoy)

Versuchen.

Abb.3.1.6 (rechts) zeigt die Spannungsabhingigkeit von K; fiir brengeo, beengeot und
bocngco. Die Werte fiir K; von brengeot sind iiber den gesamten Spannungsbereich
deutlich geringer als die von bcengea und bocngeo. Die Zunahme von K; bei grofien
negativen Spannungen ist bei bcengeo und bocngeo weitaus deutlicher ausgeprégt als bei
brecngco.. Die Spannungen V., bei denen K; seinen minimalen Wert (maximale

Blockierung) erreicht, betragen bei den drei Kanilen:

V. (brengea) =-38 £ 5 mV
V. (bcengeo) =-17 £4 mV
V. (bocngea) =-16 £ 5 mV

Die K;-Werte bei V, =-80 mV betragen:

Ki,-gomv (brcngcoc) =74+25 pM
Ki,-SOmV (bCCﬂgC(l) =66.0+10.9 }.lM
K somv (bocngea)) = 109.0 + 34.1 pM
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Sowohl die Werte fiir V. als auch fiir Ki.gomv verdeutlichen die unterschiedliche
Wechselwirkung zwischen Ca®* und der Pore in verschiedenen cng-Kanilen.

Betrachtet man die Abnahme der Blockierungseffizienz bei negativen Spannungen als ein
qualitatives MaB fiir die unterschiedliche Ca2+-Leitféihigkeit gca durch cng-Kanile, so

ergibt sich folgende Reihenfolge:
Sca (brengeo) < ge, (beengea) < gea (bocnged).

Die grofte Leitfahigkeit fiir Ca”*-Ionen besitzt bocngca, gefolgt von beengeo und brengea.

dmengeo
ohcngeco
bocngco

ccenged (short)

ccengeol
beengeo
crenged
brengea

] ] 1 | P ] | | | | l

VPO L OO LD O 0V O DN O D

NN IR

K, [uM] V. [mV]

Abb.3.1.7; K;.g0 mv-Werte (links) und V.-Werte (rechts) der untersuchten o-Untereinheiten. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. ccengeat (short) ist eine SpleiBvariante von ccengea, bei der
zwei Exone im N-terminalen Bereich fehlen. ohcngeo wurde aus dem Kaninchenherzen kloniert (Biel ez al.,

1993), gehort aber aufgrund der Sequenz in die Gruppe der olfaktorischen cng-Kanile .
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Abb.3.1.7 zeigt im Vergleich die Ergebnisse aller hier untersuchten o-Untereinheiten,
wobei zur Beschreibung der Ca2+-Blockierungseigenschaften die Parameter V. und K| .gomv
verwendet wurden. Die Sehstdbchenkanile (brcncga und crengea) werden am stirksten
durch [Caz‘L]a blockiert (Ki.somv < 10 pM), danach folgen die Kanile der Sehzapfengruppe
(beengea, cecengea und ceengeo(short)) (Ki-gomv = S0 - 80 uM), anschlieBend die Kanile
aus dem olfaktorischen Epithel (bocngcor und ohcngco) (Ki-gomv =100 uM). Eine
Sonderstellung nimmt der Drosophila-Kanal ein: Mit V, ~ 0 mV und K;_.gomv = 436 *
95 uM besitzt dieser Kanal die geringste Bindungsaffinitét fiir [Ca®), und scheint von
allen Kandlen den groSten Ca**-Strom tragen zu konnen. Abb.3.1.8 zeigt im Vergleich die
Spannungsabhingigkeit von K; fiir brengco und dmengea. Bei dmengeor ist die
Blockierungseffizienz durch [Ca®*], bei Vi, = -80 mV weniger effektiv als bei Vi, = +80

mV.

400+ K [uM]

dmengeot
3001
200T
100 T
brengea .
-80 -40 0 40 80

V_[mV]

Abb.3.1.8: Vergleich der Spannungsabhéingigkeit der Konstante K; fiir brengea und dmengeo.

3.1.2 Beschreibung der Blockierung durch ein kinetisches Modell

Ratentheoriemodelle werden oft verwendet, um Ionenpermeation durch Ionenkanile zu
beschreiben (Hodgkin & Keynes, 1955; Lauger, 1973; Hille, 1979; Ubersicht: Hille, 1992).
Fiir die Blockierungsexperimente wurde ein Modell mit zwei Energiebarrieren und einem

Energieminimum gerechnet (nach Woodhull, 1973), (siehe Abb.3.1.9).
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Abb.3.1.9: Schematisches Modell der cng-Kanalpore, reprisentiert durch Energiebarrieren U; und Lage der
Energiemaxima und -minima 3, 8¢, (1-8){. Die permeierenden Ionen halten sich bevorzugt im
Energieminimum (Bindestelle) auf. Besitzen sie geniigend thermische Energie, um die Energiebarrieren zu

iiberwinden, konnen sie die Pore wieder verlassen.

Ca**-Ionen besitzen eine im Vergleich zu monovalenten Kationen sehr hohe Affinitit fiir

die Bindestelle in cng-Kanilen. Die von Ca**-Ionen getragenen Strome sind aber im

Vergleich zum Strom durch monovalente Ionen sehr klein.

Das erlaubt es, die Ca2+-Blockierung mit einem einfachen Modell zu beschreiben. Es gibt

praktisch nur zwei Zusténde:

e Der Kanal ist mit Ca®* besetzt; der Strom, der durch monovalente Ionen getragen wurde,
ist blockiert.

e Der Kanal ist nicht mit Ca®* besetzt, monovalente Kationen konnen den Kanal ungestort
passieren.

Damit reduziert sich die Beschreibung des Permeationsverhaltens durch den Kanal

vollsténdig auf die Besetzungswahrscheinlichkeit der Bindestelle (BS) mit Ca**-Ionen. Die

Ratengleichungen fiir dieses Modell sind:

2+ - 2 = 2
BS+[Ca**], Ca* -BS BS +[Ca®], 2)
— —

k4 kp
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k; bezeichnet Ratenkonstanten fiir die Bewegung von Ca®*-Ionen in die jeweilige Richtung,
oder anders ausgedriickt, k; sind die Ratenkonstanten fiir die Uberwindung der
Energiebarrieren (Abb.3.1.9). Die Wahrscheinlichkeit p, daB die Bindestelle nicht mit

Ca**-Ionen besetzt ist, ist gegeben durch:

I k_,+k,,

= 3
e  ki+k_ +k,+k, 3)

p:

Die Gleichung fiir die Beschreibung der Spannungsabhingigkeit von V., lautet dann (fiir

die Definition der Parameter und die Ableitung der Gleichungen siehe Kapitel 2):

hexp(_ Z' 6(1 — s’)F\/m )+ b-2 eXp(— Z' (1 - 6)Cl:\]m )

1 b, RT b, RT ©
28FV,, by o Z80-OFV, b, Z(-8CFV,

+—ex +—=ex
RT b, PRt T, T Ry

Trnae [Ca®"], exp(-

Die Anwendung dieser Gleichung auf die Ca®*-Blockierung der verschiedenen cng-Kanile

ergibt fiir jeden Kanal einen charakteristischen Parametersatz.
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brengeo

b,/b, = 1.08 10°M
b_/b, = 2.60 10'M
5= .46

£=0.96

=097
7=2.26

becengeo

b/b, = 2.1510°M
b/, =9.7210°M
§=.40

£=0.59

{=0.79
z'=2.10

bocngeo

b,,/b, =2.05 10°M
b_/b, = 8.31 10'M
8=.42

£=0.80

{=086
7=2.14

Abb.3.1.10: Ergebnisse aus der Anwendung von Gleichung (4) im Vergleich zu den gemittelten Vlnax-Vi-
Kurven brengea (oben), beengeor (Mitte) und boengea (unten). Die Ca*-Konzentrationen (in pM) stehen
links neben den Kurven. Die zur Berechnung verwendeten Parameter sind rechts neben den jeweiligen

Graphen angegeben.

Abb.3.1.10 zeigt die gemittelten MeBkurven (durchgezogene Linien) und die nach
Gleichung (6) berechneten Ip.-Kurven (Symbole) fiir brengeor (Abb.3.1.10, oben),
beengeo (Abb.3.1.10, Mitte), bocngeor (Abb.3.1.10, unten). Rechts neben den Graphen

stehen die Parametersitze, mit denen die Kurven berechnet wurden. Betrachtet man das



System bei Vi = 0 mV und unter symmetrischen Ionenbedingungen, so ist die Richtung, in
die ein von der Bindestelle dissoziierendes Ca®*-lon wandert, alleine durch das
Energieprofil innerhalb der Pore gegeben (siche Abb.3.1.9). Das Verhiltnis b., /b,
charakterisiert die Richtungspréferenz fiir verschiedene Kanile. Je groBer das Verhiltnis
b.»/ b.;, desto leichter ist der Durchtritt fiir Ca**-lonen zur Innenseite des Kanals. Man

findet:

b_,

b
—2 (brengeo) = 0.03 < %‘—2- (bocngeo) = 0.41 <
- -1 4

(bcengea) = 0.45

Dies ist ein weiteres qualitatives MaB fiir die Ca**-Leitfahigkeit. Hiernach wiirde brengeo
die geringste Ca2+-Leitféihi gkeit besitzen, gefolgt von bocngco und beengea.

Ein weiteres Ergebnis aus diesem Modell ist der Wert fiir die sogenannte ,.effektive
Valenz* z’. Abweichungen der effektiven Valenz z’ von der tatsdchlichen Ladung z eines
Kanalblockers sind bei verschiedenen anderen Kanilen beobachtet worden (Ubersicht:
Hille, 1992). Sie werden als Hinweis auf eine Mehrfachbesetzung des Kanals verstanden.

Die Werte fiir die effektive Valenz z’ fiir die hier untersuchten Kanéle sind:
z’(brengea) = 2.26; 2’ (beengear) = 2.1; 2’ (boengea) = 2.14

Die relativ geringe Abweichung von z’ gegeniiber z = 2 deutet an, da3 unter den gegebenen

Bedingungen die Bindestelle nur mit einem Ca®*-Ton besetzt ist.

3.1.3 Zusammenfassung

Verschiedene o-Untereinheiten wurden hinsichtlich ihrer Blockierung durch Ca**-Ionen
untersucht. Die Blockierung kann durch ein einfaches Bindungsmodell von Ca®*-Ionen an
eine Bindestelle in der Pore beschrieben werden. Die Spannungsabhéngigkeit der
Blockierung deutet Unterschiede in der Ca”*-Permeabilitit bei verschiedenen Kanilen an.
Ein Kinetisches Modell zur Beschreibung dieser Messungen wurde vorgestellt, das die
Spannungsabhingigkeit der Vmax-Werte befriedigend beschreibt. Dieses Modell unterstiitzt

die Interpretation unterschiedlicher Ca**-Leitfahigkeiten in verschiedenen cng-Kanélen.
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3.2 Molekulare Ursachen der Wechselwirkung von [Ca®*], mit cng-Kaniilen

Die Porenregion der cng-Kanile besteht aus etwa 20 Aminosduren, die zwischen den
transmembranalen Segmenten Ss und Sg liegen (Goulding et al., 1993). Die Aminosiuren
in diesem Bereich konnen wahrscheinlich direkt mit den durchtretenden Kationen
wechselwirken und die Permeationseigenschaften der Kanile beeinflussen. Abb.3.2.1 zeigt

einen Sequenzvergleich der Porenregion von brengea, beengea, boecngeo und dmengcor.

A * J J
brengea XSLYWSTLTLTTIGETPPPV
beengeo §)S LYWSTULTLTTI GETUPUPP v
bocngeca :';;CLYWSTLTLTTIGETPPP:\Z
dmengc. Y S FYWS TLTLTTI GETPTP

»
2
=1

301

Abb.3.2.1: Sequenzvergleich des Porenbereiches verschiedener cng-Kanile. Sequenzunterschiede sind durch

Pfeile markiert. Die Glutaminsiure, die die Ca**-Bindestelle formt, ist mit einem Stern markiert. Die

vollstindige Sequenz der a-Untereinheiten ist im Anhang A.1 aufgefiihrt.

Die Aminosiuresequenzen der Porenregion fiir brengca und beengeor sind identisch.
bocngco. unterscheidet sich von diesen Sequenzen nur durch einen Serin/ Cystein
Austausch. Die Unterschiede in der Ca®*-Leitfahigkeit zwischen brengeo, beengeor und
bocngco scheinen daher von Proteinbereichen bestimmt zu werden, die auBerhalb der
eigentlichen Porenregion liegen. dmcngcol besitzt drei verdnderte Aminosduren im
Porenbereich. An Position 320 von dmcngca befindet sich ein Glutaminsdurerest, der in
keiner anderen bekannten Sequenz vorkommt. Es wire denkbar, da dieser

Aminosiureaustausch fiir die besondere Ca™*-Leitfihigkeit des Drosophila-Kanals

verantwortlich ist.
Um die Proteinbereiche in den cng-Kandlen zu identifizieren, die die Ca®*-

Wechselwirkung beeinflussen, wurden in verschiedene o-Untereinheiten Mutationen
eingefiihrt, um anschlieBend die Ca**-Blockierungseigenschaften in diesen Mutanten zu
untersuchen. Die Mutanten waren hiufig so konstruiert, daB ein Segment einer o-
Untereinheit durch die entsprechende Sequenz einer anderen o-Untereinheit ersetzt wurde.

Solche Konstrukte werden allgemein als Chiméren bezeichnet. Ziel dieses Projektes war,
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die Ca2+-Blockierungseigenschaften eines Kanals moglichst vollstindig auf einen anderen
Kanal zu iibertragen. Die hohe Homologie zwischen den bekannten o-Untereinheiten 148t
es unwahrscheinlich erscheinen, da die Mutationen die transmembranale Topologie oder
die Stochiometrie der mutanten Kanile verindern. Trotzdem gab es eine Reihe von
Mutanten, die funktionell iiberhaupt nicht oder nur mit einer geringen Dichte exprimiert

werden konnten. Die Griinde hierfiir sind zur Zeit noch unklar.

3.2.1 Aminosiure-Austausche zwischen brengeo und dmengeo

Mutationen in dmengca sollten iberpriifen, ob zumindest in diesem Kanal
Aminosiureaustausche in der Porenregion die Ursache fiir das unterschiedliche Ca®*-
Blockierungsverhalten waren. Untersucht wurden dmcngco(E320V) sowie eine weitere
Mutante von dmengca., die einige C-terminal iiber die Pore hinausgehende Austausche in
der kurzen Schleife vor Sg beinhaltete (dmengco(T318P, E320V, N321K, V323E), sieche

Anhang A.1 fiir die Sequenz von dmengco). Diese Mutante wird mit dm_Ch1 bezeichnet.

brengeot |

dmengea (E320V)

dm_Ch1 W‘@&

dmcngeo, &

Abb.3.2.2: K; gomy und V. fiir dmengco(E320V) und fiir die Mutante dm_Chl im Vergleich zu brengeo, und
dmengea. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte  mit Standardabweichung. Links neben dem
Balkendiagramm ist die Mutante dm_Chl schematisch anhand des Topologiemodells (Abb.1.1) gezeichnet.

S .. . . . .. . 7 au
Die dicken Linien kennzeichnen die Sequenz aus brengeo, diinne Linien entsprechend die Seque ]

dmcngco.
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Abb.3.2.2 zeigt die Ergebnisse der Blockierungsexperimente anhand der Parameter
Ki-somv und V.. Links neben dem Balkendiagramm ist die Mutante dm_Ch1 schematisch
anhand des Topologiemodells dargestellt. Die Sequenz aus dmcngcao ist diinn gezeichnet,
wihrend die fetten Linien die Sequenz aus brengeo kennzeichnen. V. ist in den mutierten
Kanilen nicht von dmengco verschieden (V. = 0 mV). Die Werte fiir K;_.gomv scheinen in
den mutierten Kanélen sogar noch etwas hoher zu liegen als in dmcngco. Das Ziel, eine
hohere Affinitit des Kanals fiir Ca**-Ionen zu induzieren, wurde nicht erreicht. Daher kann
der eigentliche Porenbereich als Ursache fiir die unterschiedliche Ca2+—Wechselwirkung

von dmengeo und brengeol ausgeschlossen werden.

3.2.2 Chimiren zwischen brengeo und bocngeo

Um den EinfluB anderer, aulerhalb der Pore gelegener Regionen auf das Kanalverhalten zu
untersuchen, wurden Chiméren zwischen brcngca und bocngca untersucht, in denen
groflere Segmente der Proteine untereinander ausgetauscht wurden. Eine praktische
Nomenklatur dieser Chiméren ist, wenn nicht anders vermerkt, wie folgt:

R bedeutet Sequenz aus brcngea, O die entsprechende Sequenz aus bocngco. Der erste
Buchstabe kennzeichnet die Herkunft der N-terminalen Sequenz bis einschlieBlich des
anschliefend gekennzeichneten transmembranalen Segmentes. Der nichste Buchstabe
kennzeichnet die Herkunft der nachfolgenden Sequenz usw. So ist Rs»Os4R eine Chimire,
die den N-Terminus und die ersten beiden transmembranalen Segmente S; und S, von
brengea, S; und S4 aus bocngeca und Ss, S¢ und den C-Terminus wieder aus brengeo
besitzt. Einige Chiméren hitten nach dieser Nomenklatur die gleiche Bezeichnung, da sie
an unterschiedlichen Stellen innerhalb einer zytoplasmatischen oder extrazelluldren
Schleife fuéionierir sind, die Nomenklatur aber nur die transmembranale Topologie
beinhaltet. Eine der unterschiedlichen Chiméren wird dann mit ¢ (prime) gekennzeichnet
(z.B. R520, Rs20’). Die genaue Beschreibung der Chiméren mit allen Fusionsstellen ist im

Anhang A.2 aufgefiihrt.
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Abb.3.2.3: K gomv (links) und V. (rechts) fiir die Chimédren aus brcngco und bocngea. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Links neben dem Balkendiagramm sind die Chimiren
schematisch anhand des Topologiemodells (Abb.1.1) gezeichnet. Die dicken Linien kennzeichnen die

Sequenz aus brengea, diinne Linien entsprechend die Sequenz aus bocngec. Siehe Anhang A.2 fiir die exakte

Beschreibung der Chiméren mit allen Fusionsstellen.

Abb.3.2.3 faBt die Ergebnisse der untersuchten Chiméren zwischen brengeo und bocngeo
zusammen. Die Werte fiir K; g0 und V. der Chimiren Rs;0, Rs20’, Rs4O, RssO’ und
OsyRs40 dhneln denen von bocngeo. Demgegeniiber verhalten sich die Chimdren -NR
(brengea, N-Terminus fehlt), RsOssR und RssO in ihrer Blockierung wie brengea.
Danach scheinen weder der N-Terminus, noch die transmembranalen Segmente Sy bis Sa,
noch der C-Terminus einen signifikanten EinfluB auf die Blockierungseigenschaften von
cng-Kanilen zu haben. Hingegen zeigt die Chimére Rs4Os¢R, daB die Bereiche Ss, Pore
und Sg (Ss-P-S¢) fiir die Ca**-Leitfahigkeit entscheidend sind. Der Ki -somv-Wert dieser
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Chimire betrdgt 101.6 = 31 pM, V. liegt bei -19 £ 5 mV. Abb 3.2.4 (links) zeigt den
entscheidenden Ubergang von dem schwachblockierten, ,,olf-artigen* Kanal Rs4O zu dem
starkblockierten ,,rod-artigen* RgsO anhand der Spannungsabhingigkeit von K; (vergleiche
mit Abb.3.1.6, rechts). Die Werte fiir K somv und V. betragen 119.8 * 34.5 uM und
-16 mV fiir Rg4O sowie 6.8 £ 1.1 pM und —38 mV fiir RgsO.

Abb.3.2.4 (rechts) zeigt schlieflich die Spannungsabhingigkeit von K; der Chimére
Rs40s6R im Vergleich zu bocngco.. Obwohl dieser Kanal liberwiegend Sequenzabschnitte

aus brcngco. besitzt, verhdlt er sich hinsichtlich der Wechselwirkung mit [Ca2+]a wie

bocngcea.
K, [uM] K, [uM]
300 T
200 T
R¢,0 100 T
RO e—u o
-80  -40 0 40 80

V_[mV] V_[mV]

Abb.3.2.4: Spannungsabhingigkeit von K; fiir die Chimaren Rg4O und RsO (links), sowie RgyOseR und

bocngco (rechts).

3.2.3 Chimiren und Punktmutanten zwischen brengeo und beengeo

Chimiren zwischen brengea und beengeo wurden untersucht, um herauszufinden, ob der
Bereich Ss-P-S¢ die Ca”*-Blockierungseigenschaften auch zwischen den Kandlen aus
Sehstibchen und Zapfen iibertréigt. Um herauszufinden, ob einzelne Aminosduren fiir die
Verinderung der Wechselwirkung der Kanile mit Ca®*-Tonen verantwortlich sind, wurden

dariiberhinaus weitere Chimiren und Punktmutanten untersucht.
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Die Nomenklatur der Chiméiren zwischen brengear und beengeo ist wie die zwischen
brengeo und boengea: (hier bezeichnet C die Sequenz aus beengeo). Einige der Chimiren

wurden innerhalb der Pore fusioniert. Diese Fusionsstelle ist mit Po (Po fiir Pore)
abgekiirzt.

brengea
CsiRssC
CssRssC

CS4RSS C
. CSSRPOC

CPORSGC

RSS CPOR

LR \\:\\Q:\‘\\”\} = \\\\\a.
\.:.\\\. i _\\\:\ e
L

£

RS4CSS R’
E{Sfl(:SSR
RPOCS6R
RSSCSSR
RS4CS6R

RN

R

beengeo

ADbb.3.2.5: K; somv (links) und V. (rechts) fiir die Chiméren aus brengeo und beengeo. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Links neben dem Balkendiagramm sind die Chimiren

schematisch anhand des Topologiemodells (Abb.1.1) gezeichnet. Die dicken Linien kennzeichnen die
Sequenz aus brengea, diinne Linien entsprechend die Sequenz aus beengea. Siehe Anhang A3 fiir die exakte

Beschreibung der Chimdren mit allen Fusionsstellen.

Die Ergebnisse der Chimiren zwischen brengeot und beengeor sind in Abb.3.2.5
zusammengefaBt. Die Chiméren RssCseR (siehe Abb.3.2.5, zweite von unten) und CssRs6C

(siche Abb.3.2.5, zweite von oben) bestitigen das bisherige Ergebnis, da durch Austausch
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des Ss-P-S¢-Bereiches die charakteristische Ca2+-Wechselwirkung ebenfalls zwischen den
Kanilen aus Photorezeptoren ausgetauscht werden kann. Der K;_gomy-Wert fiir Rg4CggR
betragt 76.3 * 37.8 uM, der Wert fiir Cs4Rg6C betrigt 5.8 £ 2 uM. Die V.-Werte sind
-19 mV fiir Rg4CsgR bzw. =37 mV fiir CssRg6C.

Die weitere Verkleinerung der ausgetauschten Segmente zeigte, dal sowohl Ss (RssCssR,
Cs4RssC), als auch die Schleife vor der Pore (RssCpoR, CssRpoC) und Sg (RpoCssR,
CpoRs6C) einen modulierenden Einfluf3 auf die Blockierung besitzen. Tauscht man die
Schleife vor der Pore zusammen mit Sg aus, so erhdlt man etwas groflere Anderungen
(RssCseR, CssRssC) als durch Austausch der jeweils einzelnen Bereiche.

Die Punktmutanten in den Bereichen S5 und Sg hatten, wenn tiberhaupt, nur eine kleine
Wirkung auf die Blockierung. Den grofiten Einflu hatte ein Phenylalanin / Leucin-
Austausch im S¢ Segment (brengco(F374L), beengeo(1L395F), siehe Abb.3.2.6): Keine der
untersuchten Aminosauren konnte fiir den Einflu} eines gesamten Segmentes, aus dem sie
stammte, verantwortlich gemacht werden. Vermutlich addiert sich die modulierende
Wirkung einzelner Aminosduren zu den beobachteten Unterschieden. Die Ergebnisse der
Punktmutationen sind in Abb.3.2.6 zusammengefa3t. Bemerkenswert sind die verdnderten
V.-Werte fiir Mutationen an der Position 318 in brengco bzw. an der entsprechenden
Position 342 in bcengeo. Mutationen dieser in Ss gelegenen Aminoséure in hrcngcd

werden mit einigen seltenen Fillen von Retinitis pigmentosa in Zusammenhang gebracht

(Huang et al., 1995).
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Abb.3.2.6: K; _gomy (links) und V, (rechts) fiir die untersuchten Einzelpunktmutanten. Die angegebenen Werte
sind Mittelwerte mit Standardabweichung. Die Bezeichnungen neben dem Balkendiagramm kennzeichnen die

o-Untereinheit, in der die Mutation eingefiihrt wurde. In Klammem ist der Aminosédureaustausch mit der

entsprechenden Position im Polypeptid gekennzeichnet (siche Anhang A.I fiir die Gesamtsequenz der o-

Untereinheiten).
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3.2.4 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurden verschiedene mutierte o-Untereinheiten auf ihre
Wechselwirkung mit [Caz‘L]a1 untersucht, um die Proteinbereiche zu identifizieren, die fiir
die Unterschiede zwischen den verschiedenen cng-Kandlen verantwortlich sind.
Mutationen in dmcngcat und Sequenzvergleiche im Porenbereich der anderen o-
Untereinheiten schlossen die eigentliche Pore als Ursache fiir die beobachteten
Unterschiede aus. Die Chiméren zwischen brengea und bocngea, sowie zwischen brengeo
und bcengeor zeigten, dal der Ss-P-Sg-Bereich eines Kanals seine spezifische Ca**-
Wechselwirkung bestimmt. Andere Proteinbereiche scheinen keinen signifikanten Einflufl

auf die Ca**-Blockierung zu haben.

Es zeigte sich, da3 sowohl Ss, als auch die extrazelluldre Aminosaureschleife vor der Pore
und S¢ die Ca2+—Blockierung modulieren. Einzelne Aminosduren konnten fiir die
beobachtete Wirkung nicht verantwortlich gemacht werden. Eine Uberlagerung des

Einflusses von verschiedenen Aminosiurepositionen scheint vorzuliegen.
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3.3 Mechanismus der Modulation der Ca“-Blockierung

Die Blockierung der cng-Kanile hingt von der Affinitit ab, mit der Ca®*-Ionen in der Pore
gebunden werden. Die Komplexierung durch Glutaminsiurereste wird von zwei Faktoren
bestimmt: (1) Sterische Anordnung der Glutaminsiuren und (2) ihr Protonierungsgrad.

Die pK,-Werte der Protonierung von Aminosiureseitenketten (insbesondere Glu und Asp)
in freier Losung unterscheiden sich von denen im gefalteten Protein, da andere funktionelle
Gruppen in der Umgebung die lokale Dielektrizitidtskonstante beeinflussen. Die pK,-Werte
in Proteinen konnen sich iiber mehrere GroBenordnungen erstrecken (Fersht, 1985). Fiir
den cng-Kanal aus olfaktorischen sensorischen Neuronen des Katzenwelses (focngcor)
konnte gezeigt werden, da in der Porenregion zwei unabhingige protonierbare Gruppen
existieren, die beide einen pK,-Wert von 7.6 besitzen (Root & MacKinnon, 1994). Durch
Austausch des Glu-Restes in der Pore ging die pH-Abhéngigkeit verloren. Dieses Ergebnis
zeigt, dafl wahrscheinlich die Carboxylgruppe dieser Aminosdure den pH-Effekt vermittelt
(Root & MacKinnon, 1994). Es ist denkbar, daf} in anderen cng-Kanilen die pK,-Werte der
Glu-Reste durch die unterschiedliche Proteinumgebung anders sind. Bei gleichem pH-Wert
wire die Ca?*-Bindestelle in den verschiedenen cng-Kanilen dann mehr oder weniger stark
protoniert. Der unterschiedliche Protonierungsgrad konnte fiir die unterschiedliche
Wechselwirkung von cng-Kanélen mit Ca-Ionen verantwortlich sein.

Ein zweiter Faktor, der die Ca®*-Affinitit beeinfluBt, ist die rdumliche Anordnung der vier
Glu-Reste. Ca**-Bindestellen mit hoher Affinitdt zeichnen sich durch sterische Anordnung
mehrerer Sauerstoffgruppen aus, die das Ca**-Ion komplexieren. Die Geometrie dieser
Bindestellen ist entscheidend fiir die hohe Selektivitit fiir Ca**-Ionen (Falke er al., 1994).
Geringe Anderungen in dieser Geometrie konnen zu starken Verdnderungen in der
Bindungsaffinitit filhren (Falke er al., 1994). Es ist denkbar, da die in cng-Kanilen
identifizierten Proteinbereiche, die die Ca2+-Wechse]wirkung beeinflussen (Ss-P-Sg), eine
andere Packungsdichte des erweiterten Porenbereiches bewirken und dadurch die
Koordinationsgeometrie fiir Ca**-lonen verindern. Im folgenden wird versucht, den

EinfluB des Protonierungsmusters bzw. den der Koordination getrennt voneinander zu

untersuchen.

41



3.3.1 EinfluB$ von Protonen auf die Blockierung der Kanile durch [Ca*'],

Der EinfluB von Protonen auf die Ca**-Blockierung wurde an outside-out-patches von
Xenopus Oozyten gemessen. Es wurden Blockierungsexperimente bei [Ca**], = 50 uM und
bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Der pH-Wert war bei diesen Messungen auf
beiden Seiten der Membran gleich.

Abb.3.3.1 zeigt die Spannungsabhéngigkeit von Iy, fiir bocngea (links) und fiir brengea
(rechts). bocngcal zeigt bei pH 5.5 und 50 pM Ca®* praktisch keine Blockierung  des
maximalen Stromes (I/max = 1). Mit steigendem pH-Wert wird der spannungsabhéirigige

Block immer ausgeprigter. Hierbei fillt auf, daB sich V. mit dem pH-Wert nicht

signifikant dndert (V. = —16 mV).

UImax max
pPH 5.5 memnrmpismimbaf 1.0 -
pH 6.5
pH 7.4 0.8
pH 8.2
pH 9.0 -
pH 6.5
pH 7.0
0.0
{ 1 I } L 1 A e 1 1
-80 -40 0 40 80 -80 -40 0 40 80

Vo [mV] Vin [mV]

Abb.3.3.1: Spannungsabhingigkeit von I, bei 50 uM. [Caz’”]a unter variierenden symmetrischen pH-

Bedingungen fiir bocngca (links) und brengeoe (rechts). Die Kurven sind Mittelwerte aus mindestens fiinf

(bocngear) bzw. drei (brengeo) Versuchen.

Abb.3.3.1 (rechts) zeigt die Ergebnisse fiir brengea bei pH 6.5 und pH 7.0. Auch hier
scheint V. (= -40 mV) nicht durch den pH-Wert verindert zu werden. Der Einflu$ des pH-

Wertes auf die Blockierungseffizienz scheint fiir brengco: etwas ausgeprégter zu sein als fiir

bocngca.

42



L
1.0 +
: % [Ca™], = 50 uM
0 £ L Vo =-30 mV
L E
0.6 — | )
7] W - ‘
0.4 - : g
- . .. bocngea,
02 + § s
é brengeo.
0.0 :lJ_lllllIIllllllII?I.I.-I‘l.;.l'l..lollllllllllllllllll
5 6 7 8 9 10
pH

Abb.3.3.2: pH-Abhingigkeit von I/, fiir die Messungen aus 3.3.1 bei -30 mV. (Werte fiir pH 5 und pH 8

von brengea wurden in anderen Messungen bestimmt.)

Abb.3.3.2 zeigt die pH-Ab}léngigkeit von na (bei -30 mV) fiir die beiden Kanile. Um
Winax fiir bocngcor von 0.9 auf 0.1 zu erniedrigen, mu man den pH-Wert um mehr als
3 pH-Einheiten erhohen. Dies deutet auf ein komplexes Protonierungsverhalten in diesem
Kanal. Demgegeniiber sinkt bei brengeot Ulmax von 0.9 auf 0.1 bereits, wenn man den
pH-Wert ‘um: et\;vas - mehr als eine Einheit erhoht. Die Ergebnisse weisen auf
unterschiedliche Protonierungsmuster in der Pore von brengear und bocngear hin und

. konnten eine Erkldrung fiir die charakteristische Ca’*-Wechselwirkung der einzelnen cng-

’ Kénéile lief‘ém._

. 3.3.2 EinfluB} von Protonen in Abwesenheit von Ca™*
Da sich dier ’Bindung‘.von Ca**-Ionen und Protonen an der Bindestelle gegenseitig

-’be‘eihﬂussén ikérinen, qurde die pH-Abhingigkeit des Stromes, der durch cng-Kanile

flieBt, auch in AbWésenhéit von Ca®* untersucht. Der EinfluB von extrazelluldren Protonen
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auf den maximalen Strom durch cng-Kanile wurde an outside-out-patches von Xenopus
Oozyten oder von HEK 293-Zellen gemessen. Die Messungen wurden mit 150 mM K* auf
beiden Seiten der Membran durchgefiihrt, wobei der pH-Wert der extrazelluldren Losung
von pH 5 bis pH 9 variiert wurde. Die Werte wurden bei -80 mV gemessen, um den

EinfluB} des konstanten intrazelluldren pH-Wertes (pH; = 7.4) moglichst gering zu halten.

Mmax r

1.0 |-

0.8 -

0.6 -

brengea
©  bocngeco
0.4

>

beengeo

0.2

0.0

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH,

Abb.3.3.3: Abhéngigkeit der normierten Strome I/, vom extrazelluldren pH-Wert (pH,) bei -80 mV. Der
pH-Wert der Pipettenlésung betrug 7.4. Die durchgezogenen Linien wurden nach der modifizierten
Hillgleichung IIgn=1-c¢"/(c"+ K" berechnet (mit c¢: Protonenkonzentration, K: Protonen-
Bindungskonstante, n: Hillkoeffizient. Die Parameter waren fiir brengeo: (n = 0.89, K = 8.38-10° M,

beengeoe: (n = 0.55, K = 2.66:107 M), bocngea: (n=0.36, K = 3.38-10° M).

Abb.3.3.3 zeigt die pH-Abhidngigkeit der auf In,c normierten Strome fiir brengedt (),
bocngea (0) und beengea (A). Die durchgezogenen Linien wurden nach der modifizierten
Hillgleichung W = K"/ (K" + ¢ ) berechnet.

Die Titrationskurven fiir bccngco und bocngear sind weniger steil als die fiir brengeo. Das
deutet auf unterschiedliche Wechselwirkung von Protonen mit den einzelnen Kandlen hin.

Der Hillkoeffizient n fiir die drei Kanaltypen betréigt 0.90 * 0.13 fiir brengeq,, 0.56 + 0.15
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fiir beengeat, und 0.35 £ 0.09 fiir bocngeo. Die geringen Werte fiir n, die hier fiir bcengea
und bocngeot gefunden wurden, kénnten ein Anzeichen dafiir sein, daB es sich bei der
Titration um eine Uberlagerung mehrerer pH-abhingiger Gruppen handelt, die

unterschiedliche pK,-Werte besitzen.

3.3.3 Einflu der Koordination auf die Ca**-Affinit:it

Um den EinfluB einer verinderten rdumlichen Anordnung der Bindestelle auf die
Wechselwirkung von cng-Kanilen mit Ca®*-Ionen zu studieren, wurden die
Ca2+-Blockierungseigenschaften von brengco(E363D) untersucht. In dieser Mutante ist die
Glutaminsdure im Porenbereich von brengecal durch eine Asparaginsdure ersetzt worden,
die eine etwas kiirzere Seitengruppe besitzt. Es konnte sein, da die Carboxylgruppen
innerhalb der Pore deshalb weiter voneinander entfernt liegen. Abb.3.3.4 zeigt die
IV, Kurven (oben, links), die Spannungsabhingigkeit von In. (oben, rechts) und die
Spannungsabhingigkeit der Blockierungskonstante K (unten, links). In Abb.3.3.4 (unten,
rechts) sind im Vergleich K;-Vp-Kurven fiir brengco(E363D) und fiir brengea dargestellt.
brengco(E363D) besitzt eine etwa 5-fach hohere Affinitét fiir Ca**-Ionen bei -80 mV (K;..
somv = 1.3 pM) als brengeat (K somv = 7.4 pM), jedoch eine etwa 50-fach hohere Affinitit
bei +80 mV (Kj .omv = 8 uM) fiir brengea(E363D) im Vergleich zu = 300 uyM fiir brengea

(beachte den logarithmischen MaBstab).
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Abb.3.3.4: Makroskopische Strom-Spannungsbeziehung (links) und der nicht blockierte Anteil des Stromes
Ul (rechts) der Mutante brengca(E363D) bei verschiedenen extrazelluldren Ca®*-Konzentrationen. Die
Pipette enthielt 1 mM cGMP, um die Kandle zu aktivieren (outside-out Konfiguration). Die Ca™-
Konzentrationen sind an den jeweiligen I/l -Kurven angegeben. (unten): Spannungsabhingigkeit des
K;-Wertes der Mutante alleine (links) und im Vergleich mit brengeo (rechts). Beachte die logarithmische

Skala der K;-Achse in der Abbildung rechts unten.

Es ist nicht auszuschlieBen, daB die Mutation im Porenbereich auch das
Protonierungsmuster verdndert. Daher wurde brengco(E363D) auch auf seine
Wechselwirkung mit extrazelluliren Protonen untersucht. Abb.3.3.5 zeigt die pH-

Abhingigkeit von I, fiir die Mutante () im Vergleich zu brengeot (o). Bei pH 5 fliefit
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durch die Mutante noch ein nennenswerter Strom, im Gegensatz zu brengea, der praktisch
vollstindig durch Protonen blockiert ist. Ansonsten verlaufen die Kurven aber hnlich. Die
apparenten pK,-Werte dieser beiden Kanile unterscheiden sich kaum. Daher kann man
davon ausgehen, da3 diese Mutation im wesentlichen die Koordinations-Geometrie der
Ca**-Bindestelle verindert. Die Ergebnisse zeigen, daB Verinderungen in der Koordination
von Ca®* einen bedeutenden EinfluB haben kénnen. Die Variationen in der riumlichen
Anordnung der Bindestelle, die durch den Ss-P-Se-Bereich in den verschiedenen Kanilen
bewirkt werden kann, ist sicherlich nicht so groB wie die Anderung in der hier untersuchten

Mutante. Die Modulation der Ca**-Wechselwirkung durch diesen Mechanismus ist aber

durchaus moglich.

Vlmax

1.0 £

0.8 £

0.6 F

0.4 F
- © brengea

02F brengca(E363D)

0.0 £
E|||1|u|| et v evenl 0 el v -um;l
> S 9 b D o bl 2

NEFOEENIEENIENEENIRN

Abb.3.3.5: Abhingigkeit der normierten Stréme Ilnax vom extrazelluldren pH bei -80 mV. Der pH-Wert der
Pipettenlosung betrug 7.4. Die durchgezogenen Linien wurden nach der modifizierten Hillgleichung
berechnet: W = 1 - ¢/ (c" + K") (mit ¢ Protonenkonzentration, K: Protonen-Bindungskonstante, n:

Hillkoeffizient) fiir brengeot und Vlpax = 1 - (1-Iinin / Los)-c" / (" + K" (mit Inyip / Imax: minimaler Wert der
Kurve) fiir brengco E363D). Die Parameter waren fiir brengeot (n = 0.86, K = 7.7-10° M), brengca(E363D):

(n =0.96, K =5.0610%), Inin / Inax = 0.14).
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3.3.4 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt wurde versucht, jene Faktoren herauszufinden, die in cng-Kanilen zu
einer unterschiedlichen Wechselwirkung mit Ca®* fithren konnen. Es zeigte sich, daf
extrazelluldre Protonen in Abwesenheit von Ca®*-Ionen die cng-Kanile unterschiedlich
beeinflussen. Die flachen Titrationskurven (s. Abb.3.3.3) fiir bcecngea und besonders fiir
bocngeo konnten als Uberlagerung mehrerer pH-abhéngiger Gruppen interpretiert werden.
Die relativ flache pH-Abhingigkeit von bocngco bleibt erhalten, wenn man in
Anwesenheit von Ca®* miBt. Im Gegensatz dazu ist die Titrationskurve von brcngeo:
unabhingig von [Ca®*], immer steiler (n = 0.9) als die von bocngco.

Die Ergebnisse zeigen, daf3 die Protonierung von titrierbaren Gruppen tatséchlich einen
groBen Einfluf auf die Ca®*-Blockierungseigenschaften hat und daB sich cng-Kanile
wahrscheinlich im Protonierungsgrad der Pore unterscheiden.

Die Untersuchungen an brengco(E363D)  zeigen, daB durch Anderung der
Koordinationsgeometrie der Ca**-Bindestelle massive Anderungen der Affinitit dieser
Bindestelle fiir Ca**-Ionen induziert werden konnen. Die hier vorgelegten Ergebnisse
schlieBen daher nicht aus, daB der Ss-P-S¢-Bereich sowohl das Protonierungsmuster als

auch die Geometrie der Ca>*-Bindestelle moduliert.

3.4 Modulation der Blockierung durch andere Faktoren
3.4.1 EinfluB der B-Untereinheit auf die Ca**-Blockierung von brengeo. und beengeo

Die nativen Kanile in Sehstibchen bilden heterooligomere Komplexe, die aus o~ und -
Untereinheiten bestehen (Chen et al., 1993; Korschen et al., 1995). Inzwischen ist auch aus
Hodengewebe die cDNA einer B-Untereinheit kloniert worden (btcngeP, Biel et. al., 1996,
Weiner, 1996). In Rinderspermien konnte gezeigt werden, daB diese [B-Untereinheit
zusammen mit bcengeo koexprimiert wird (Weiner, 1996). Interessanterweise zeigen die
immunhistochemischen Bilder, da3 der cng-Kanal im Schwanz der Spermien sowohl als o
Homooligomer als auch als Heterooligomer aus ¢ und B-Untereinheiten vorliegen konnte

(Weiner, 1996).
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Die  B-Untereinheiten ~ haben in  der Porenregion” / eincn}f, entscheidenden
Aminosédureaustausch: Die Glutaminsiure, die in allen a-Untereinheiten konserviert ist und
die die Bindestelle fiir Ca“*-Ionen ausbildet, ist in den B-Untereinheiten durch ein Glyzin

ersetzt. Der Einflu8 der B-Untereinheit auf die Blockierung durch [Ca™], wurde dahcr'k

untersucht,
100 - -1
L brengea + brenge :
sl 1.0*" 1.01 brengea + brengef
25 1 0.8
75-5120 -80 40
: . : ; : 0.6
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zé Vp, [mV] 0.4+
1.-50 brengea
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Abb.3.4.1: Blockierung heterooligomerer Kanile aus brengea und brengef

Makroskopische Strom-Spannungsbeziehungen (links) des heterooligomeren Kanals in Gegenwart
verschiedener extrazellulirer Ca®*-Konzentrationen. Die PipettenlGsung enthielt 1 mM ¢cGMP, um die Kanile
zu aktivieren (outside-out Konfiguration). Die Ca’*-Konzentrationen sind an den jeweiligen Kurven
angegeben. (Mitte): Vergleich der Spannungsabhingigkeit von I, bei 21 uM [Ca®], des heterooligomeren
Kanals im Vergleich zu brengea. (rechts): Dosis-Wirkungskurve (bei —60 mV) fiir die Caz‘-Blockicrung des
heterooligomeren Kanals (0) im Vergleich zum homooligomeren Kanal (e). Die durchgezogene Linie wurde

nach der modifizierten Hillgleichung U, = 1<" / (" + K) berechnet mit

K;=46.5 pM, n = 1.0 (Heterooligomer) und K; = 3.3 pM, n = 1.0 (Homooligomer).

Abb.3.4.1 zeigt die Ergebnisse der Ca**-Blockierungsexperimente fiir Kanile, die durch
Koexpression von brengco und brengef erhalten wurden. Die IVy-Kurve in Abb.3.4.1
(links) ist, Zhnlich wie beim homooligomeren Kanal, nahezu linear. Durch Erhhung von
[Ca*], ergeben sich ein- und auswirts rektifizierende IV-Kurven. Einwirtsstrome werden
stirker blockiert als Auswirtsstrome. In Abb.3.4.1 (Mitte) werden Wn.x-Kurven (bei
21 pM [Ca®*],) fiir brengeow und fiir brengeow + brengeP verglichen. Die Wirkung von
[Ca®*], ist im heterooligomeren Kanal im Vergleich zum homooligomeren Kanal reduziert.

Abb.3.4.1 (rechts) zeigt die Dosis-Wirkungskurven fiir die Ca**-Blockierung bei
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Vi = -70 mV. Die Mittelwerte fiir K; betragen 45.0 = 6.6 uM f{iir den heterooligomeren

Kanal im Vergleich zu 7.4 + 2.5 pM fiir den homooligomeren Kanal.

1[pA] 1007 Mmax
1.0 1
beengea + btenge
50 beengea + btenge 08
80 40 0.6 1
0.4
02+ ) beengeat
beengea
0.0 1
Il ] ! ! i ]
T 1§ T 1 lj 1
0 40 80 10 109 104 10 102
Vi [mV] Ca™ [M]

Abb.3.4.2: Blockierung heterooligomerer Kanile aus beengeo und btengef

Makroskopische Strom-Spannungsbeziehungen (links) des heterooligomeren Kanals in Gegenwart der
angegebenen Ca®-Konzentrationen. Die Pipettenldsung enthielt 1 mM cGMP, um die Kanile zu aktivieren
(outside-out Konfiguration). (Mitte): Vergleich der Spannungsabhingigkeit von /I, bei 300 uM [Ca®*], des
heterooligomeren Kanals im Vergleich zu beengeo. (rechts): Dosis-Wirkungskurve (bei —80 mV) fiir die
Ca*-Blockierung fiir den heterooligomeren Kanal () im Vergleich zum homooligomeren Kanal (0). Die
durchgezogene Linie wurde nach der modifizierten Hillgleichung Iy, = 1 -c¢"/(c" + K;") berechnet mit

Ki=222.7 uM, n = 1.0 (Heterooligomer) und K; = 51.3 uM, n = 1.2 (Homooligomer).

Abb.3.4.2 falt die entsprechenden Ergebnisse fiir die Koexpression von bcengeo und
btengef3 zusammen. Abb.3.4.2 (links) zeigt die IV,-Kurven, Abb.3.4.2 (Mitte) vergleicht
die Spannungsabhingigkeit von I/ma.x (in diesem Fall bei 300 uM [Ca®*],) von dem
homooligomeren bcengeo-Kanal mit dem heterooligomeren Kanal, der sich aus bcengeot +
btengef zusammensetzt. Auch hier ist die geringere Affinitit der Bindestelle im
heterooligomeren Kanal zu beobachten. Abb.3.4.2 (rechts) verdeutlicht die Abnahme der
Blockierungseffizienz fiir den heterooligomeren Kanal im Vergleich zum homooligomeren
Kanal anhand der Dosis-Wirkungskurve bei -80 mV. Der K;_ gomy-Wert betriigt hier
221 uM fiir den heterooligomeren Kanal, im Vergleich zu 66.0 £ 10.9 pM fiir den

homooligomeren Kanal.
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3.4.2 EinfluB} der Kanaldichte auf die Blockierung durch [Ca**],

Die Blockierungseffizienz durch [Ca®], kann auch durch grofle Kanaldichten
abgeschwicht werden. Dies ist in einer Reihe von Messungen beobachtet worden und
konnte durchaus von physiologischer Bedeutung sein. An einem Versuch mit der Chimiire
RssCpoR ist dieser Effekt besonders gut zu erkennen (Abb.3.4.3). Hier wurde an einem
patch iiber einen langen Zeitraum (ca. 7h) die Ca**-Blockierung untersucht. Ausgangspunkt
fiir diese Langzeituntersuchung war die Beobachtung einer unerwartet schwachen
Blockierung durch Ca** an diesem patch.

Wihrend der langen Mefzeit kam es am patch zu einem sogenannten ,rundown‘-
Phdnomen: Der maximale Strom wurde mit der Zeit immer kleiner. Dieses Verhalten ist
schon an anderer Stelle beobachtet worden und scheint von der Kanalspezies unabhingig
zu sein (Altenhofen, 1994). Man kann diesen Effekt damit erkldren, daff die Kanile mit der
Zeit ihre Funktionalitét verlieren. Die Griinde hierfiir sind nicht bekannt. Die Folge ist, da}
die Dichte funktioneller Kanidle im patch abnimmt. Betrachtet man I, als relatives Maf3
fiir die Dichte von funktionellen Kanilen in der Membran, so spiegelt Abb.3.4.3 (rechts)
die Abhidngigkeit von /I, von der Kanaldichte zumindest qualitativ wider.
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Abb.3.4.3: EinfluB der Kanaldichte. (links): Normierte Stréme der Chimire RgsCpR bei einem Versuch, in
dessen Verlauf der maximale Strom von = 5 nA auf = 500 pA abnahm. Die Ca®*-Konzentration war 100 uM.
Die Kurven mit einer groBen Abnahme der Blockierung bei negativen Spannungen entsprechen den groBen

Werten fiir I,,,. (rechts): V.- Werte (aus der Abbildung links) nehmen mit der Kanaldichte, reflektiert durch

Imax immer weiter zu.
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Abb.3.4.3 (links) zeigt die sich mit der Kanaldichte verdndernden I/yax-Vm-Kurven.
Gerade im negativen Spannungsbereich, wo die Ca’**-Permeation erleichtert wird, sieht
man die starke Abweichung der Kurven voneinander. V. wandert mit abnehmender
Kanaldichte immer weiter nach links und die Blockierung wird immer ausgeprigter.
Abb.3.4.3 (rechts) zeigt I Werte (bei —80 mV) in Abhingigkeit von Inax (als relatives
MaB fiir die Kanaldichte). Bei [Ca®*], = 100 uM verindert sich V. von 0.7 bei groBen
Dichten auf 0.13 bei geringeren Kanaldichten. Eine mogliche Erklarung ist die, dafl bei
sehr grolen Kanaldichten die Diffusion von Ca**-Jonen vom Medium zu der Kanaléffnung
der limitierende Faktor wird. Abb.3.4.4 zeigt schematisch ein Modell, wie die Verdnderung
der Diffusionsraten zustande kommen konnte: Wenn die Kanaldichte gro8 ist, konnte sich
die Diffusion von Ca**-Ionen von einem ProzeB mit einer dreidimensionalen Geometrie
(Abb.3.4.4, oben) zu einem eindimensionalen Problem (Abb.3.4.4, unten) verdndern. Bei

sehr hohen Kanaldichten kann es auf der AuBenseite der Membran zu Ca**-Verarmung

kommen.

JJ/' . Membran

2+ 2
Ca Ca+

L___IDDDDDDL__IMembran

Abb.3.4.4: Schematisches Modell fiir den EinfluB hoher Kanaldichten. Die gestrichelte Linie kennzeichnet
den ,,capture“-Bereich-des einzelnen Ionenkanals (oben) bzw. einer dichten Kanalpopulation (unten). In
diesen ,,capture*-Bereichen entstehen aurch Ionentransport lokale Konzentrationsénderungen. Ein konstanter
FluB von Ionen stellt sich ein, der von der Transportrate des Kanals und von der Diffusionsrate abhingt. Beim
Ubergang von einer geringen zu einer hohen Kanaldichte &ndert sich der DiffusionsfluB zu dem einzelnen

Kanal von einer dreidimensionalen (oben) zu einer eindimensionalen Geometrie (unten).
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Die Wirkung ist umso ausgeprigter, je grofer die Leitfihigkeit eines Kanals ist. Gerade bei
Kanilen, die ,,0lf-artig* sind und beim Kanal aus Drosophila ist die Wirkung der hohen
Kanaldichte auf die Blockierung gehiuft beobachtet worden. Abb3.4.3 (rechts) zeigt, daBl
die Verdnderung der Blockierungseigenschaften ,,schleichend* vor sich geht. Die Wirkung
konnte die relativ groBe Standardabweichung erkliren, die bei den Kanilen, die fiir Ca*'-
Ionen hochpermeabel sind, beobachtet wurde (vergleiche dazu Abb.3.2.2, Abb.3.2.3 und
Abb.3.2.5).

3.5 Uberlegungen zur Mehrfachbesetzung der cng-Kanalpore mit Ca**-Ionen

Fiir Ca®*-Kanile konnte gezeigt werden, daB im Porenbereich gleichzeitig mehrere Ca®*-
Ionen binden kénnen (Hess & Tsien, 1984; Ubersicht: Tsien et al., 1987; McCleskey,
1994). Die molekularen Grundlagen hierfiir sind in einem Modell zusammengefafit, das die
Permeationseigenschaften dieser Kandle durch Wechselwirkung von Ionen innerhalb der
Pore beschreibt. Die wichtigste Beobachtung, die dieses Modell stiitzt, ist das sogenannte
,;anomale Molenbruch-Verhalten“. Dieses Verhalten besagt, da8 sich bei Mischungen von
verschiedenen unterschiedlich permeablen Ionensorten ein nicht-linearer Zusammenhang

des Gesamtstromes von den jeweiligen Ionenmischungen ergibt.

150
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Abb.3.5.1: Ca**-abhingiger Ubergang von einer hohen Na'-Leitfshigkeit zu einer hohen Ca” -Leitfahigkeit

in Ca®*-Kanilen (Erklirung siehe Text). Abbildung aus Hille, 1992.
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Abb.3.5.1 fafit dieses Verhalten zusammen. Hier sind die Permeabilititsinderungen von
Ca™*-Kanilen von einer hohen Na*-Permeabilitit zu einer hohen Ca®*-Permeabilitit in
Abhingigkeit von der extrazelluliren Ca®*-Konzentration dargestellt. Bei den kleinsten
Ca”*-Konzentrationen (= 7 nM) wird der Einwirtsstrom von Na'-lonen getragen. Wenn
man die [Ca®*] erhoht, wird der Na'-Strom blockiert, da Ca?* an eine hochaffine
Bindestelle in der Pore bindet. Bei millimolaren Ca**-Konzentrationen steigt der Strom
dann wieder an und wird durch Ca**-Ionen anstelle von Na*-Ionen getragen. Man erklart
den Wiederanstieg des Stromes dadurch, daB bei hohen Ca®*-Konzentrationen die Pore
wahrscheinlich von zwei Ca**-Ionen besetzt ist und daB die Doppelbesetzung aufgrund von
elektrostatischer Wechselwirkung zwischen den Ionen zu einer starken Reduktion:der
Bindungsaffinitét fiihrt. Die Dissoziation von der Bindestelle wird dadurch erleichtert und k
fiihrt zu den beobachteten groBen Ca®*-Strémen. |
Fir cng-Kanéle gibt es Hinweise fiir ein dhnliches Verhalten mit monovalenten-Kationen
(Sesti et al., 1995). Ob cng-Kanile gleichzeitig zwei Ca**-Ionen in der Pore binden
kénnen, ist nicht bekannt. Ein Wiederanstieg des Stromes bei hohen Ca**-Konzentrationen
bei dhnlichen Messungen wie in Abb.3.5.1 konnte in cng-Kanilen nicht beobachtet
werden. Es ist jedoch denkbar, daB sich cng-Kanile im Prinzip so verhalten wie Ca®'-
Kanile und daf3 es nur quantitative Unterschiede zwischen den beiden Kanalfamilien gibt.
Die folgenden Uberlegungen diskutieren die Mdoglichkeiten der Mehrfachbesetzung  der
cng-Kanalpore mit zwei Ca**-Ionen.

Fiir cng-Kanile existieren Messungen iiber die Ca’*-Abhingigkeit des sogenannten
,fraktionalen Ca®*-Stromes* P (Neher & Augustine, 1992; Schneggenburger et al., 1993;
Frings et al., 1995), das ist der Anteil des Gesamtstromes, der von Ca’ -Ionen Oetraoen
wird. Man erhilt diese Werte, indem man an ganzen Zellen gleichzeitig den Gesamtstrorn ~
iiber ,,whole-cell“ Messungen und den Ca**-Einstrom iiber Fluoreszenzmessungen m1t dem
Ca**-sensitiven Farbstoff FURA IT bestimmt.

Abb.3.5.2 vergleicht die céz*'-Abhanoiokeit von P; fiir-beengeo. (Abb.3.5.2° (), Daten
wurden. freundhcherwelse von C. Dzeja zur Verfiigung- gestellt) mit. den- nach dem
Goldmann Hodokm Katz (GHK) Formahsmus (Goldman, 1943; Hodgkin & Katz, 1949)

berechneteq Weqten (Abb.3’.75.2, cestrlchelte Linie):
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4[Ca**]
P, = a
o 4[Ca2+] +E—K-[K+]{l—ex (2va)} 7
: Pe, P RT

Es fallt auf, daB nur fiir die kleinsten verwendeten Ca**-Konzentrationen die MeBwerte mit
der theoretischen Kurve iibereinstimmen. Bei groferen Ca**-Konzentrationen liegen die

gemessenen Daten deutlich iiber den vorhergesagten Werten.
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'Abb.3.5‘.2:wVergleich ’der gemessenen Ca”*-Abhingigkeit von Py (¢) mit der Berechnung nach GHK (GI(7))
gestrichene Linie; ‘(ylymd nach GI(12) (0). Die Parameter fiir die Berechnung sind links neben der Abbildung

‘angegeben (Daten von C. Dzeja).

Es soll an dieser Stelle versucht werden, eine zum GHK-Formalismus alternative

Beschreibung fiir die Ca**-Abhangigkeit v

Ableitung der Gleichu‘ngen, als auf den moglichen Mechanis

on Ps zu finden, wobei weniger auf eine rigorose

mus der Ionenwechselwirkung

in der Pore Wert gelegt wurde.
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Zunichst soll versucht werden, eine empirische Beschreibung fiir P;-Werte zu bekommen,
die auf den bekannten Eigenschaften der Wechselwirkung von Ca”*-Jonen mit cng-Kandlen
beruht und die keine Mehrfachbesetzung der Pore vorsieht.

Im zweiten Schritt wird versucht, die gewonnenen Gleichungen so abzuwandeln, daf3 sich
auch fiir den Gesamtstrom in cng-Kanilen ein anomales Molenbruchverhalten ergibt. Mit
diesen Gleichungen wird dann P berechnet.

Wenn die Pore nur ein Ca**-Ion binden kann, so wird sich bei einer gegebenen‘Ca“—
Konzentration ein Ca>*-Einstrom einstellen, der nur von der Besetzungswahrscheinlichkeit
bzw. von der Aufenthaltsdauer des Ca®*-Ions abhingt. Die Blockierungskonstante K; ist ein
MabB fiir diese Parameter: Je kleiner K;, desto ldnger ist die Aufenthaltszeit eines Ca**-Ions
an der Bindestelle und desto grof3er ist die Besetzﬁﬁgswahrscheinlichkeit der Bindestelle.
Der Ca2+-Strom, der sich so ergibt, kann durch die Diffusionsraten von Ca’**-Ionen zur
Kanalpore beschrieben werden (Hille, 1992), gewicAhtet mit der Wahrscheinlichkeit p, daf3

die Bindestelle nicht mit Ca>"-Ionen besetzt ist.

I K’ K, ‘
= = - = . dan=1 8)
P I K] +c” K, +c ( ) (

mit Kj;: Blockierungskonstante, c: Ca?*-Konzentration

Die Anzahl Ng¢, der transportierten Ca**-Ionen pro Zeiteinheit (als Funktion von c) ist

dann:

. K.
N = 2maDc - ‘ : ©)
e (©) K. +c¢ :

mit a: Radius des Porenrhundes, D: Diffusionskoeffizient.
Der Gesamtstrom durch cng-Kandle wird durch Ca**-Ionen blockiert. Ist die Ca™'-
Konzentration sehr hoch, wird die Bindestelle praktisch immer mit Ca”*-Ionen besetzt sein.

Unter diesen,Bedingung@ﬁ sollte ein konstanter von Ca**-Ionen getragener Strom flieBen.
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Abb.3.5.3: Verlauf der transportierten Gesamtladungen N in Abhingigkeit von der Ca®*-Konzentration unter
der Annahme, daB8 Mehrfachbesetzung mit zwei Ca®*-Ionen nicht stattfindet (nach GI(10)). Die gestrichelte
Linie unten deutet den konstanten Grenzwert bei hohen Ca**-Konzentrationen an. k’ ist die Konstante fiir

halbmaximale Blockierung unter Beriicksichtigung des Grenzwertes.

Der Verlauf der Kurve in Abb.3.5.3 verdeutlicht diese Verhiltnisse. Hier ist der
Gesamtstrom durch die Kanidle auf die Gesamtzahl der transportierten Ladungen N pro
Zeiteinheit umgerechnet worden. Die gestrichelte Linie deutet den konstanten Grenzwert
(#0) bei groBen Ca**-Konzentrationen an. Gl (10) beschreibt die Gesamtzahl N der

transportierten Ladungen pro Zeiteinheit als Funktion von c:

N(©) =2 {1- f(—S—)) (10)
€, ct+k

mit ip: Einzelkanalstrom in Ca’*-freiem Medium, eo: Elementarladung. f bezeichnet den
maximal blockierten Anteil des Gesamtstromes. k’ ist die Konstante fiir halbmaximale

Blockierung des Gesamtstromes (siehe Abb.3.5.3). k” hingt mit K; zusammen iiber:

K=K, (2f -1 (1)

Man kann nun mit G1(9) und GI(10) P¢ berechnen:
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ON 4maDc KKi
P — Ca = — i +C (12)
f N i c
L {1—1( -)}
€ c+k

Der Faktor 2 im Zahler der Gleichung beriicksichtigt die zwei Ladungen fiir jedes Ca**-Ion.
Abb.3.5.2 vergleicht die nach Gleichung (12) berechneten Pr~Werte (0) mit den
entsprechenden Werten, die nach GHK (gestrichelte Linie) berechnet wurden. Links neben
der Abb.3.5.2 sind die verwendeten Parameter angegeben, die fiir die Berechnung
verwendet wurden. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse der Gleichung (12) mit dem
GHK-Modell (Gleichung (7)) ist recht gut. Die steile Ca2+-Abhéingigkeit von Pr wird
jedoch mit beiden Gleichungen nicht zufriedenstellend beschrieben.

Die so gewonnenen Gleichungen sollen so gedndert werden, da sich ein
Gesamtstromverlauf wie in Ca®*-Kanilen ergibt: Die Annahme ist, daf es eine zweite
Bindestelle mit Bindekonstante k™ in der Pore von cng-Kandlen gibt. _WDie
Wahrscheinlichkeit p’, da3 diese zweite hypothetische Bindestelle nicht besetztriétgf"f;ist

gegeben durch

_ k’l
k''+c

1

p (13)

Beriicksichtigt man noch die Besetzungswahrscheinlichkeit der ersten Bindestelle
¢/ (c + Kj), so ergibt sich fiir den Beitrag der lonenwechselwirkung die zusétzliche Anzahl

an transportierten Ladungen pro Zeiteinheit:

c k'
N = ¥ 14
(©) 47taD<>(Ki " c)(k"+c) (14)

¥ ist ein Faktor zwischen O und 1, der beinhaltet, daB bei Doppelbesetzung in der Pore ein
Ca>*-Ion auch zuriick nach auBen wandern kann und nicht zum Gesamtstrom beitrégt. Die
Besetzungswahrscheinlichkeit ¢ / (K; + c) der ersten Bindestelle geht deswegen ein, weil
wir annehmen, daf die Bindestellen nicht unabhingig sind (die zweite Bindestelle kann nur

dann besetzt werden, wenn die erste schon besetzt ist, sonst wird diese nimlich besetzt).
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(durchgezogene Linie). Die Parameter fiir die Gleichungen GHK=GI(7), GI(12) und GI(16)
sind links neben der Abb.3.5.5 angegeben. o

K, =60 uM
k"=5mM
f=0.9854

D =107 cm’s!
a=0.2 nm

¥ =0.11

P /P, =109

R R R R
10! 102 103 104 10°
Ca™ [uM]

Abb.3.5.5: Vergleich der gemessenen Ca2+—Abhéingigkeit von P; (¢) mit der Berechnung nach GHK (GI(7))
gestrichelte Linie) und nach GI(12) (0), und nach GI(16) (durchgezogene Linie). Die Parameter fiir die

Berechnung sind links neben der Abbildung angegeben (Daten von C. Dzeja).

Gl (16) liefert mit dem angegebenen Parametersatz eine exzellente Ubereinstimmung der
errechneten Pe-Kurve mit den gemessenen Werten. Mit denselben Parametern gibt es fiir
die einfachere GI(12) eine gute Ubereinstimmung mit GHK. Die Ubereinstimmung der
gemessenen Daten mit GI(16) zeigt, daB die Annahme eines ,.,anomalen Molenbruch-
Verhaltens® in cng-Kanilen sinnvoll erscheint. Es ist nicht klar, ob Gl(16) wirklich die
Konsequenzen der Ionenwechselwirkung in der Pore widerspiegelt. Die Gleichung (16)

enthilt Annahmen (k’’, ¥), fiir die es bisher keine Beweise gibt. Es wurde im wesentlichen
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versucht, das bei Ca®*-Kanilen gefundene Verhalten des Gesamtstroms zu simulieren und
auf die Verhéltnisse in cng-Kanélen zu iibertragen.

Die gute Ubereinstimmung der mit Gleichung (16) berechneten Werte mit den
MefBergebnissen weist auf Mehrfachbesetzung der cng-Kanalpore mit Ca**-Ionen hin und

verdeutlicht die enge Verwandtschaft dieser beiden Kanalfamilien.
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4 Diskussion
4.1 Ca**-Blockierung verschiedener cng-Kaniile

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wechselwirkung von extrazelluliren Ca**-Ionen
[Ca®>*]. mit verschiedenen cng-Kandlen untersucht. Hierbei diente insbesondere die
Blockierung des von Na*- oder K*-Ionen getragenen Stromes durch [Ca®*], als MaB fiir die
Stiarke der Wechselwirkung. Fiir die o-Untereinheit aus Sehstidbchen (brengeo) gab es
hierzu schon Untersuchungen (Eismann et al., 1994; Park & MacKinnon, 1995).

So fanden Eismann et al. (1994) eine mittlere Blockierungskonstante von 3.6 + 0.5 uM
(-80 mV), Park und MacKinnon (1995) jedoch einen Wert von 0.38 £+ 0.03 uM (+30 mV).
In beiden Untersuchungen wurde iiber eine steile Dosis-Wirkungsbeziehung mit
Hillkoeffizienten von n = 2.3 (Eismann et al., 1994) bzw. n = 2.7 (Park & MacKinnon,
1995) berichtet. In der vorliegenden Arbeit wurden diese Untersuchungen an brcngco
wiederholt, um diesen Kanal mit den anderen o-Untereinheiten unter identischen
Bedingungen vergleichen zu konnen. Die gefundenen Blockierungskonstanten liegen mit
7.4 £ 2.5 uM (-80 mV) in der GréBenordnung der Resultate von Eismann et al. (1994). Der
Mittelwert fiir K; bei +30 mV war 37.0 £ 11 pM. Kooperativitdt wurde bei den hier
durchgefiihrten Untersuchungen nicht beobachtet (siche Abb.3.1.4, rechts).

Die Ergebnisse von Park & MacKinnon (1995), ndmlich eine um den Faktor 100 kleinere
Ca®*-Konzentration fiir halbmaximale Blockierung (bei +30 mV) sowie der hohe Wert fiir
den Hillkoeffizienten, lassen sich nur durch ungenaue Caz*’-Konzentrationsberechnung der
Testlosungen erkldren (siche auch Abschnitt 2.4). Auch im Laufe meiner Arbeit wurde
festgestellt, daB man mit berechneten Ca®* / EGTA-Mischungen nicht immer zuverldssig
definierte freie Ca**-Konzentrationen erhilt. Der Hauptgrund hierfiir scheint die ungenaue
Angabe beziiglich der Reinheit von Ca**-Puffersalzen zu sein (Bers, 1982; Bers et al.,
1994). Die ungenaue Einstellung der freien Ca’*-Konzentrationen fiihrte auch in dieser
Arbeit gelegentlich zu Auswertungen, die einen steilen Dosis-Wirkungsverlauf der Ca**-
Blockierung vortiuschten. Die nachtriigliche Uberpriifung der entsprechenden
MeBlosungen mit geeichten Ca’*-Elektroden bzw. mit dem Ca®*-sensitiven Farbstoff
Arsenazo I ergab aber dann immer Kurvenverldufe, die einem einfachen Bindungsmodell

entsprachen.
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Die Ca2+-Blockierung wurde bei verschiedenen a-Untereinheiten verglichen. Besonders die
Unterschiede in der Spannungsabhingigkeit der Blockierungskonstanten deuten auf sehr
unterschiedliche ~ Ca®*-Leitfihigkeiten  der  einzelnen cng-Kanile  hin. Die
Spannungsabhingigkeiten von Iln, und K; spiegeln den typischen Verlauf der
Blockierung durch ein geladenes, permeierendes Ion wider (Woodhull, 1973; Hille, 1992):
Das blockierende Ion bindet im Porenbereich innerhalb der Membran und verhindert
wihrend seiner Aufenthaltszeit, daB andere Ionen flieBen konnen. Besitzt das blockierende
Ion geniigend Energie, um die Bindungsenergie an der Bindestelle zu iiberwinden,
dissoziiert es von der Bindestelle ab und der Kanal ist wieder frei fiir den Transport anderer
Ionen. Durch Variation der Membranspannung V,, wird die Energie des Ions und somit
seine Aufenthaltszeit an der Bindestelle verdndert. Ein permeierendes Ion zeigt bei groBen
V-Werten, also bei groBen Energien, kurze Aufenthaltszeiten und somit eine geringere
Blockierungseffizienz (Woodhull, 1973; Hille, 1992).

Ein Vergleich der Blockierungskonstanten (K;) bei einer definierten negativen Spannung
zusammen mit der Membranspannung (V.), bei der K; den jeweils kleinsten Wert zeigt,
erlaubt eine qualitative Abschitzung der Ca®*-Leitfahigkeit der verschiedenen cng-Kanile:
brengea besitzt die geringste Ca®*-Leitfshigkeit, gefolgt von becngea: und bocngea.

Fiir eine zusitzliche Analyse wurde ein Barrierenmodell (nach Woodhull, 1973) mit einer
Bindestelle und zwei Barrieren entwickelt, mit dem die In.-Kurven fiir brengea,
beengeo, und bocngeo beschrieben werden konnten. Aus diesem Modell wurde fiir die
unterschiedlichen Ca®*-Leitfihigkeiten eine etwas andere Reihenfolge abgeleitgf; Die
Ca2+-Leitfﬁhigkeit (bei 0 mV) von brcngea. ist am geringsten, jedoch scheint bcengea
etwas permeabler fiir Ca’* zu sein als bocngco. Der Unterschied zu den Werten, die man
aus der Spannungsabhingigkeit von K; ableitet, konnte darin liegen, da man die
Permeabilititen bei unterschiedlichen Spannungen vergleicht: fiir groBe negative Vm-Werte
(Spannungsabhingigkeit) und bei 0 mV (Barrierenmodell). Es ist durchaus denkbar, daB
bocngeo. bei kleinen negativen Vp,-Werten weniger Ca®* transportiert als bcengea, bei
groBeren Spannungen jedoch mehr. Unterstiitzt wird diese Interpretation durch Ergebnisse
von Messungen der relativen Permeabilititen: So findet Godde (1996) fiir die relative
Permeabilitit Pc, / Pk, gemessen unter biionischen Bedingungen (bei Vy = -25 mV bis
-5 mV), Werte von 3.1 fiir brengca, 6.8 fiir bocngco und 10.9 fiir beengeo. Diesé Sequenz

entspricht in der Reihenfolge der Abschdtzung nach dem Barrierenmodell.

63



Bei den gleichen Experimenten wurden auch die relativen Leitfa'.higkéiteh gcal gk
ausgewertet. Da Ca®* bei diesen Messungen auf der Innenseite der Membran vorlag,
muBten die relativen Leitfdhigkeiten bei positiven Spannungen (+60 mV) verglichen
werden. Die Auswertung ergab folgende Werte:

gca/ gk ist 0.013 fiir brengea, 0.039 fiir becengeoe und 0.089 fiir bocngea (Godde,
personliche Mitteilung). Hiernach ist bei gré8eren Spannungen bocngco. der Kanal mit der
groften Leitfdhigkeit, gefolgt von beengeor und brengea, dhnlich wie die Reihgnfdige aus
der Spannungsabhéngigkeit der Blockierung. Alle Abschétzungen verdeutiiéﬁéh die viel
geringere Ca2+-Leitf%ihigkeit von brecngea im Vergleich zu beengeat und bocngcd, Wéihrend
die relativ geringen Unterschiede zwischen bceengecae und  bocngcoe  wohl

spannungsabhingig sind.

4.2 Molekulare Ursachen

Die Untersuchung der molekularen Ursachen fiir die unterschiedliche Ca2+-Péi~fneabilitéit
stellte sich als schwieriger heraus als zunéchst angenommen. Die hohe Sequeniéihnliéhkeit
im Porenbereich zusammen mit den Ergebnissen der Mutationsstudien an dmcngco
schlossen ndmlich aus, da8 Unterschiede in der Aminosduresequenz der Porehregion fiir
die unterschiedliche Wechselwirkung von cng-Kanilen mit [Caz“]a bestimmend sind.

Die Chiméren zwischen brecngea und bocngco, sowie zwischen brengeor und beengeo
zeigten, daB der gesamte Bereich Ss, Pore und S¢ (Ss-P-Sg) die spezifische
Ca2+-Wechselwirkung eines jeden Kanals bestimmt. Weder der N-Terminus, noch die
transmembranalen Segmente S;-S; oder der C-Terminus haben einen EinfluB auf die
Ca2+-Blockierungseigenschaften von cng-Kanilen. Innerhalb der Region Ss-P-Sg scheinen
jedoch diverse Aminosduren EinfluB auf die Permeationseigenschaften zu haben. Die
verschiedenen Einfliisse einzelner funktioneller Gruppen scheinen sich zu iiberlagern und
die funktionellen Unterschiede der verschiedenen cng-Kanidle zu bewirken. Eine der
Wirkungen von Ss-P-Sg betrifft das Protonierungsmuster innerhalb der Pore. Root &
MacKinnon (1994) haben gezeigt, daBl sich innerhalb der Pore des cng-Kanals vom
olfaktorischen Gewebe des Katzenwelses zwei unterschiedliche protonierbare Gruppen

befinden, die wahrscheinlich von den Glutaminsduren in der Pore gebildet werden. Beide



Gruppen haben einen pK, von 7.6. Die Resultate meiner Arbeit weisen darauf hin, daB
zumindest in beengeo und bocngea ebenfalls mehrere pH-abhéngige Gruppen in der Pore
existieren. Die Titrationskurven in diesen Kanilen deuten jedoch an, dafl diese Gruppen
unterschiedliche pK,-Werte besitzen. Das voneinander abweichende Protonierungsmuster
der cng-Kandle kdnnte zumindest einen Teil der unterschiedlichen Ca2+-Wechselwirkung
erkldren. Zusitzlich zur Protonierung ist aber nicht auszuschlieBen, da auch die riumliche
Anordnung der Bindestelle durch die kanalspezifische Struktur Ss-P-S¢ beeinflufit und
dadurch die Ca**-Bindung moduliert wird.

Die Beobachtung, daB Bereiche auflerhalb Ss-P-S¢ keinen EinfluB auf die
Permeationseigenschaften besitzen, unterstiitzt ein kiirzlich entwickeltes Modell iiber die
Evolution von Ionenkanilen (Torre et al, 1992; Nichols, 1993; Jan & Jan, 1994;
Ranganathan, 1994). Demzufolge bestanden Untereinheiten von lonenkanélen urspriinglich
aus einer Porenregion, die von zwei transmembranalen Segmenten umgeben war (Jan &
Jan, 1994). Wahrscheinlich bildeten vier dieser Polypeptide die eigentliche Pore aus
(,,inner core“, Nichols, 1993; Jan & Jan, 1994). Kanile mit Spannungsabhingkeit und
Inaktivierungsmechanismen entwickelten sich aus diesen ,,Ur-Kanilen* durch Hinzufiigen
weiterer funktioneller Bereiche (Jan & Jan, 1994).

Spannungsabhingige Na'- und Ca**-Kanile entstanden aus bereits bestehenden
Ionenkanilen wahrscheinlich durch Genduplikation (Hille, 1992; Strong et al., 1993).
Diese Kanile haben vier interne Wiederholungen, die sich wahrscheinlich durch zwei
aufeinanderfolgende Genduplikationen entwickelt haben (Strong ez al., 1993). Kiirzlich
wurde in Hefe ein K*-Kanal gefunden, der zwei Porenregionen besitzt und der N-terminal
den spannungsabhingigen K*-Kanilen ihnelt, C-terminal aber eine hohe Homologie zu
einem einwirts-gleichrichtenden K*-Kanal hat (Ketchum et al., 1995). In all diesen
Ionenkanilen ist die ,,inner core“-Struktur erhalten geblieben (Nichols, 1993; siehe auch
MacKinnon, 1995). Untersuchungen an K*-Kanilen deuten iibereinstimmend mit den hier
gefundenen FErgebnissen an, daB Ionenselektivitdt und Permeationseigenschaften im
wesentlichen durch diesen ,,inner core“-Bereich (Ss-P-Sg) bestimmt werden (Nichols,
1993). So wurde fiir K*-Kanile gezeigt, daB an verschiedenen Stellen innerhalb des
Se-Segmentes Aminosdureaustausche die Poreneigenschaften beeinflussen (Lopez et al.,
1994). AuBerdem hat in diesen Kanilen die Aminosiureschleife zwischen S und Ss einen

Anteil an der Ausbildung der Ionenselektivitit (Slesinger ez al., 1993).
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4.3 Sind cng-Kaniile und Ca?**-Kaniile evolutionir verwandt ?

Ca® spielt in der Signaltransduktion und Adaptatidn von Zellen eine entscheidende Rolle.
Die verschiedenen Mﬁbglic’hkeiten, wie Ca® von auBen in die Zelle gelangen kann, sind
daher von groBler Bedeutung. Neben spannungsabhingigen Ca®**-Kanilen hat man die
Gruppe der nichtselektiven Kationenkanile als wichtige Quelle fiir den Ca®*-Einstrom
erkannt. Zu dieser Familie von Kanalproteinen gehdren neben den cng-Kanilen
insbesondere einige Neurotransmitter-gesteuerte - Rezeptorkanile in Nervenzellen.
Messungen des Caz*-Aknteils am Gesamtstrom, Pr, wurden an verschiedenen
Glutamatrezeptoren (vom NMDA- bzw. vom AMPA/Kainat-Typ), sowie am
nikotinischen ACh-Rechtor durchgefiihrt. Bei ’2‘-3 mM [Ca®*], war der Anteil des
Ca**-Stromes am Gesamtstrom in diesen Rezeptoren in der GroBenordnung von
1.4% - 6.8% (Séhneggenburger et al., 1993; Trouslard et al., 1993; Zhou & Neher, 1993;
Vernino et al;. 1994). Im Falle des nikotinischen ACh-Rezeptors wurde zusitzlich die
Caz*-Abhiingigkeit bestimmt: Die P-Werte steigen linear auf bis zu 3% - 6% bei 5 mM
[Ca™], und scheinen kin} diesem Bereich noch nicht gesittigt zu sein. Der Strom
monovalenter Kationen durch diese Kanile wird dabei nur wenig blockiert.

Die Ca’*-Abhiingigkeit von P; in cng-Kanilen ist dagegen sehr stark ausgeprigt. Die
Steigung der Kurve (Abb.3.5.5) weist auf Mehrféchbesetzung mit Ca**-Ionen hin. Bei
5mM [Ca™], betrigt Pf fir bcengea schon ca. 90% und erreicht 100% bei ca. 10 mM
[Ca®*].. Gleichzeitig wird der Strom monovalenter Kationen stark blockiert.

In diesen Eigenschaften unterschcidén sich die untersuchten Neurotransmitterkanile und
cng-Kanille sehr. Dagegen scheinen Mechanismus und strukturelle Grundlagen fiir
Ca**-Selektivitit und Ca>*-Permeation von cng-Kanﬁlen und Ca®*-Kanilen viel besser
iibereinzustimmen: Nach einem weithin anerkannten Modell fiir Ca?*-Kanile (Ubersicht:
McCleskey, 1994; Sather et al., 1994) entsteht Caz*-Selektivitﬁt dadurch, daB Ca**-Ionen
an eine hochaffine Bindestelle im Porenbereich des Kanals binden. Diese Bindestelle wird
aus Vvier Glutaminsiiurerestén gebildet. Solange Ca** diese Bindestelle besetzt, verhindert
es die Permeation monovalenter Kationen. Signifikante Ca™*-Strome entstehen erst bei
millimolaren Caz*-Konzentrationen. Man erklirt dies dadurch, daB die Bindestelle
gleichzeitig zwei Caz*-ionen binden kann, die sich gegenseitig abstoBen. Bei millimolaren

Ca**-Konzentrationen ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine Mehrfachbesetzung der



Bindestelle recht hoch, die Affinitét und damit die Aufenthaltszeit eines Ca>*-Ions wird so

verringert. Dies fiihrt zu den beobachteten groBen Ca®*-Strémen.

Folgende Ubereinstimmungen findet man zwischen homooligomeren cng-Kanilen und

Ca**-Kanilen:

e In Abwesenheit von extrazellulirem Ca®* sind sowohl Ca>*-Kandle als auch cng-Kanile
wenig selektiv und leiten sehr gut monovalente Ionen (Ubersicht: Sather et al., 1994;
Torre & Menini, 1994).

e Mikromolare Ca**-Konzentrationen blockieren den Strom, der durch monovalente
Kationen getragen wird, in beiden Kanalfamilien. Hierbei sind die gemessenen
Blockierungskonstanten K; in Ca**-Kanilen etwas kleiner ( 1uM [Ca™],) als die der
verschiedenen cng-Kandle (5-200 pM). Sowohl in cng-Kanidlen als auch in
Ca**-Kanilen folgt die Blockierung einem einfachen Bindungsmodell (Hillkoeffizienten
n = 1) (Kim et al., 1993; Yang et al., 1993; Baumann et al., 1994; Eismann e? al., 1994;
Frings et al., 1995; Korschen et al., 1995).

e Mutagenesestudien konnten fiir beide Kanalfamilien zeigen, da die Bindestelle fiir die
Blockierung durch eine Gruppe von Glutaminsédureresten gebildet wird, die im
Porenbereich der Proteine liegt (Kim et al., 1993; Root & MacKinnon, 1993; Yang et
al., 1993; Eismann et al., 1994).

e Bei geniigend grofen Ca**-Konzentrationen leiten cng-Kanile genau wie Ca®*-Kanile
ausschlieBlich Ca**-Ionen (Frings et al., 1995).

e Fiir Ca’*-Kanile schlieBt man aus dem ,,anomalen Molenbruch-Verhalten*, da8 sich
gleichzeitig mehrere Ca**-Ionen in der Pore aufhalten konnen (Hess & Tsien, 1984,
Ubersicht: Tsien et al., 1987; McCleskey, 1994). Auch andere Untersuchungen an
Ca**-Kanilen deuten Mehrfachbesetzung der Pore an (Kuo & Hess, 1993a, b). Fiir cng-
Kanile wurde iiber ein ,anomales Molenbruch-Verhalten“ bei verschiedenen
Mischungen monovalenter Kationen berichtet (Sesti ez al., 1995). Die steile
Abhingigkeit des P-Wertes von der extrazelluldren Ca®*-Konzentration (Frings et al.,
1995) weist ebenfalls auf Mehrfachbesetzung der cng-Kanalpore mit Ca**-Ionen hin.

In diesen funktionellen Aspekten stimmen die beiden Kanalfamilien sehr stark iiberein.

Aufgrund dieser Ergebnisse miissen auch die physiologische Bedeutung und die

Klassifizierung von cng-Kanslen neu iiberdacht werden. Wenn a-Untereinheiten von cng-

Kanilen bei millimolaren Ca’*-Konzentrationen, d.h. bei physiologischen Bedingungen,
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auschlieBlich Ca®*-Ionen leiten, konnte man sie eher als liganden-aktivierte Ca**-Kanile
betrachten. Es erscheint mir eine wichtige Fragestellung, herauszufinden, ob es tatséchlich
homooligomere cng-Kanile in situ gibt, wo diese exprimiert werden, und welche Funktion

sie schlieBlich haben.

4.4 EinfluB der B-Untereinheiten auf die Ca**-Blockierung

Extrazelluldre Ca®*-Ionen blockieren heterooligomere Kanile aus brengcat und brengef3
sowie aus bcengeor und btenge weniger stark als die entsprechenden homooligomeren
Kanile brecngeo und beengeo.

Ein Glyzin in der Porenregion der B-Untereinheiten anstelle einer Glutaminsgure, die sich
an der entsprechenden Stelle in den o-Untereinheiten befindet, konnte fiir die reduzierte
Affinitit der Ca**-Bindestelle in der Pore und damit fiir die reduzierte Blockierung der
heterooligomeren Kanile verantwortlich sein.

Eine geringere Ca?*-Blockierbarkeit bedeutet, daB unter gleichen Bedingungen mehr Na'-
Ionen durch diese Kanile flieBen konnen. Das kann fiir die Erregung von Nervenzellen
bedeutend sein, weil durch die resultierende Depolarisation Aktionspotentiale ausgelost
werden konnen. Mit dem groBeren Na'-Einstrom scheint aber gleichzeitig ein groBerer
Ca2+-Einstrom in die Zelle verbunden, da die reduzierte Blockierung kiirzere

Aufenthaltszeiten von Ca”* in der Pore widerspiegelt.

4.5 Modulation der Funktion von cng-Kanélen auf zellulirem Niveau:

Die Kanaldichte verindert die Ca**-Wechselwirkung

Werden cng-Kanile in sehr hoher Dichte exprimiert, konnen bei starker Aktivierung so
viele Ca”*-Ionen durch die Kanile flieBen, daB [Ca®*], nahe der Membran betrichtlich sinkt
(Abb.3.4.3). Durch die erniedrigte Ca**-Konzentration werden die cng-Kanile weniger
effektiv blockiert. Infolgedessen kénnen auch Na*-Ionen vermehrt in die Zelle stromen und
sie depolarisieren. Eine hohe Kanaldichte ist allerdings fiir die Zelle auch riskant, da so viel

Ca®* einstromen kann, daB die Ca**-Pufferkapazitit der Zelle iiberschritten wird und die
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Zelle geschadigt werden kann. Deshalb miissen schnelle Mechanismen existieren, die cng-
Kanile wieder zu schlief3en.

Sehr hohe Kanaldichten von cng-Kanidlen existieren in den AuBensegmenten von
Photorezeptoren (100-500 / pmz) sowie in den Zilien der olfaktorischen Neuronen (bis zu
1500/ pmz; Haynes et al., 1986; Zimmerman & Baylor, 1986; Cook et al., 1989;
Kurahashi & Kaneko, 1991). Fiir die cng-Kanéle dieser Zellen gibt es einige Hinweise auf
Inaktivierungsmechanismen. Bei der Aktivierung von Riechzellen durch Duftstoffe
beobachtet man beispielsweise eine vollstindige Inaktivierung des Rezeptorstromes
innerhalb weniger Sekunden (Kurahashi & Shibuya, 1990). Kurahashi & Shibuya (1990)
zeigten uberdies, dal diese Inaktivierung selbst Ca**-abhingig war: In Abwesenheit von

[Ca**], war die Inaktivierung nicht mehr zu beobachten.

4.6 Physiologische Bedeutung

cng-Kanile unterscheiden sich betréchtlich in ihrer Ca”*-Leitfahigkeit. Im folgenden soll
diskutiert werden, inwieweit die cng-Kanile zu den beschriebenen physiologischen

Eigenschaften der Zellen, in denen sie exprimiert werden, beitragen.

4.6.1 cng-Kaniile in der Olfaktion: Liefern sie nur ein Ca2+-Triggersighal?

Fiir olfaktorische sensorische Neuronen (OSN) konnte gezeigt werden, daB einige
Duftstoffe eine G-Protein vermittelte Enzymkaskade aktivieren, die zu einem Anstieg des
intrazelluliren cAMP-Spiegels fiihrt (Reed, 1992; Breer et al., 1994; Zufall et al., 1994).
cAMP &ffnet die in der Zilienmembran gelegenen cng-Kanile, so da8 Na'- und Ca**-Tonen
in die Zelle einstrsmen konnen, und die Zelle depolarisiert. Dariiberhinaus aktiviert das

einflieBende Ca’" Cl-Kanile. Der CI'-Strom verstirkt die Riechantwort und kann bis zu

75% des Rezeptorstromes tragen (Kleene, 1993; Kurahashi & Yau, 1993; Lowe & Gold,

1993). Die o-Untereinheit des cng-Kanals aus OSN des Rindes kann bei millimolaren

. . . 2+ .
extrazelluldren Ca**-Konzentrationen einen reinen Ca?*-Strom tragen (Frings et al., 1995).

Die hier gefundene hohe Ca®*-Leitfahigkeit des cng-Kanals aus OSN weist darauf hin, daB3
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es vielleicht die Hauptaufgabe dieses Kanals ist, ein Ca2+—Triggersignal fiir die Aktivierung

des Cl'-Stromes zu liefern.

4.6.2 Sehstibchen und -zapfen unterscheiden sich in ihrer Caz*’-HOmﬁbstasev "

Die Lichtantwort von Sehstibchen und Zapfen unterscheidet sich .in einigen wichtigen
Merkmalen. So sind Zapfen etwa 30-100fach weniger lichtempfindlich als Sehstdbchen.
AuBlerdem ist die Kinetik der Lichtantwort von Zapfen deutlich .schneller als die der
Sehstidbchen. Die zytoplasmatische Ca”*-Konzentration [Ca>*]; scheint dagegen in beiden
Sehzelltypen dhnlich zu sein (Korenbrot, 1995). Da die cng-Kanile aus Zapfen eine héhere
Ca2+-Leitfﬁhigkeit haben als die Sehstibchenkandle, bedeutet das, daB die
Transportmechanismen, die das Ca®>* aus dem Zytoplasma entfernen, in Sehzapfen
effektiver arbeiten miissen als in Sehstibchen. Ob dies durch verstirkte Aktivitdt oder
hohere Dichte des Na* / Ca**-K* Austauschers erreicht wird, ist nicht békannt.éWe{rden nun
durch Licht cng-Kanidle geschlossen, kommt es durch ~ die verbleibende
Austauschertitigkeit im ZapfenauBensegment zu einem deutlich schnelleren Absinken von
[Ca®*); als im SehstibchenauBensegment. Alle Ca®*-abhiingigen Prozesse, die bei der

Signaltransduktion eine Rolle spielen, sind schnelleren Anderungen von [Ca®™);

unterworfen. Insbesondere die cGMP-Synthese wird durch das Absinken von [Ca™];

erhoht. Damit werden cng-Kanile erneut aktiviert und die Zelle in den urspriinglichen
Dunkelzustand tiberfiihrt. Somit kann man die unterschiedliche Kinetik der Lichtantwort in

Zapfen und Sehstibchen zumindest teilweise durch die unterschiedliche Ca**-Leitfihigkeit

der cng-Kanile erkliren.

4.6.3 cng-Kaniile in anderen Zellen und Geweben

Die hier untersuchten Photorezeptorkanile und der Kanal aus OSN sind inzwischen auch in
anderen Zellen und Zellstrukturen gefunden worden (Ubersicht: Eismann et al., 1993; Yau,

1994, Finn et al., 1996). Die groBe Ca**-Permeabilitit von beengeo und boengeo: kénnte

auch dort von Bedeutung sein.
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So wurden cng-Kanile auch in der synaptischen Endigung von Zapfen gefunden (Rieke &
Schwartz, 1994). Die Ausschiittung von Neurotransmittern durch Exozytose synaptischer
Vesikel ist stark Ca2+-abhéingig. Ist die Zelle depolarisiert, kann ein geniigend groBer Ca**-
Einstrom durch  spannungsabhingige Ca®*-Kanile erfolgen. Bei negativen
Membranspannungen, wie sie jedoch bei Belichtung in Zapfen erreicht werden, sind diese
Kanile aber inaktiv. Hier konnen cng-Kanile durch ihre hohe Ca2+-Leitfiihigkeit den
Spannungsbereich, bei dem eine Transmitterfreisetzung stattfinden kann, erweitern. Eine
analoge Funktion von cng-Kandlen in Endfiillchen von Sehstibchen konnte nicht
nachgewiesen werden (Rieke & Schwartz, 1994).

Auch in Spermien wurden cng-Kanile gefunden. Thre Rolle ist noch nicht ganz klar, aber
sie konnten an der Chemotaxis oder an der Akrosomenreaktion beteiligt sein (Weyand et
al., 1994). Beide Prozesse sind stark Ca**-abhingig. Auch hier konnte die wesentliche
Funktion des Kanals sein, ein intrazellulédres Ca2+-Signa1 zu vermitteln. Besonders
interessant ist die Beobachtung, daB in Rinderspermien sowohl homooligomere als auch
heterooligomere Kanile vorliegen konnten. Wihrend die o-Untereinheiten im gesamten
Schwanzbereich immunzytochemisch nachgewiesen werden konnten, scheint die
B-Untereinheit nur im ,,principal piece® des Spermienschwanzes vorzuliegen (Weiner,
1996). Die Aktivierung von cng-Kanilen in Spermien konnte aufgrund der verschiedenen
Ca®*-Leitfshigkeiten von homo- und heterooligomeren Kandlen zu einem lokal
unterschiedlich groBen Ca®*-Einstrom in den Spermienschwanz fiihren. Dadurch wiirde ein

rdumliches Ca2*-Konzentrationsmuster entlang des Spermienschwanzes entstehen.
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5 Zusammenfassung

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanidle (cng-Kanile) sind Katlonenkanale d1e in der
Signaltransduktion verschiedener sensorischer und nicht-sensorischer Zellen eine bedeutende
Rolle spielen. Sie leiten sowohl mono- als auch divalente Kationen. Wahrend d1valentek'

Kationen durch den Kanal flieBen, blockieren sie gleichzeitig spannungs und dos:sabhancng» L
den Strom monovalenter Kationen. Da Ca* fiir die Signaltransduktion und Adaptatlon von
Zellen sehr wichtig ist, sollte die Wechselwirkung von cng-Kanélen mit Ca? -Ionen‘ genauer
untersucht werden. Es wurden o-Untereinheiten von verschiedenen cng-Kandlen heterolog
exprimiert und in der outside-out Konfiguration elektrophysiologisch untersucht. Obwohl ihre
Aminosduresequenzen im Porenbereich sehr dhnlich sind, unterscheiden sich die untersuchten
o-Untereinheiten deutlich in ihrer Ca**-Blockierbarkeit. Die Sehstabchenkanale werden am
stirksten durch extrazelluldres Ca®* blockiert, danach folgen die Kanile der Sehzapfenorruppe
und anschlieBend die Kandle aus dem olfaktorischen Epithel. Aus dem Ver]auf der ;
Spannungsabhéngigkeit dieser Blockierung kann geschlossen erde;n, - daB d1e =
a~Untereinheiten aus Sehstibchen viel weniger Ca®* transportieren alsf dié' entsprephenden
a-Untereinheiten aus Zapfen und aus OSN. Der Drosophila-Kanal zeigt bei l negativen
Spannungen die geringste Blockierbarkeit durch Ca®* und tragt den grbBten Ca**-Strom. Die
Spannungsabhingigkeit der Ca2+-Blockierung verschiedener Kanile konnte durch ein
einfaches kinetisches Modell beschrieben werden, das die Interpretation der unterschiedlichen
Leitfahigkeiten unterstiitzt.

Um die Proteinbereiche in den cng-Kanilen zu identifizieren, die die Ca®*-Wechselwirkung
beeinflussen, wurden in verschiedene o-Untereinheiten Mutationen eingefiihrt und die
Eigenschaften der Mutanten untersucht. Die Ergebnisse zeigen, daB Unterschiede in der
Aminosduresequenz im unmittelbaren Porenbereich nicht fiir die unterschiedliche
Blockierbarkeit der o-Untereinheiten verantwortlich sind. Der Bereich, der die
transmembranalen Segmente Ss und S¢ und die dazwischenliegende Pore einschlieBt (Ss.P-Se)
wurde in einem Chimirenprojekt als allein bestimmend fiir die charakteristische
WechselWirkung von Ca®* mit der cng-Kanalpore identifiziert. Innerhalb dieses Bereiches
bewirken viele der untersuchten Aminosdureaustausche jeweils kleine Verinderungen in der
Blockierbarkeit. Es konnte gezeigt werden, da3 der Bereich Ss-P-S¢ das Protonierungsmuster
und moglicherweise auch die Koordinationsgeometrie der Ca®**-Bindestelle in der Pore

beeinfluft.
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Die Eigenschaften homooligomerer cng-Kanile und spannungsgesteuerter Ca®*-Kanile
weisen viele Ubereinstimmungen hinsichtlich der Wechselwirkungen mit Ca®* auf. Ein
Modell fiir Ca**-Kanile, nach dem im Porenbereich gleichzeitig mehrere Ca**-Ionen binden
konnen, wurde auf cng-Kanile angewendet. Dieses Modell erklért die Wechselwirkungen von

Ca®* mit cng-Kanilen und beschreibt deren Permeationseigenschaften.

Im Gegensatz zu Ca**-Kanilen und a-homooligomeren cng-Kanilen werden heterooligomere
Kanile aus o~ und B-Untereinheiten weniger stark von Ca™" Ionen blockiert und leiten deshalb
groBere Na'-Strome. cng-Kandle in siru konnen deshalb, in Abhingigkeit von ihrer
Zusammensetzung, einerseits der  elektrischen  Erregbarkeit, andererseits  als

Ca**-Einstromquelle dienen.
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Anhang A.1: Sequenzvergleich von o-Untereinheiten verschiedener cng-Kaniile

brengea MKKVIINTWHSFVNIPNVVGPDVEKEITRMENGACSSFSG---DDDDSASMFEESETENPHARDS FRSNTHGSGQPSQRE 77
crengea MKVGVIETHHSHPIIPSVWV - - e m e cmcce e QDTSED-=r-vemcemme e meme PGLIEKGE-NRF 37
beengea "MAK--ISTQYSHPTRTHPSVRTMDRDLDCIENGL -SRTHLPC--EETSSELQEGIAMETRGLAES-RQSSFTSQGP-TRL 73
ccengea MAK--INTQHSYPGMHGLSVRTTDEDIERIENGF-IRTHSLC--EDTSSELQRVISMEGRHLSGS -QTSPFTGRGAMARL 74

bocngea MTEKANGVKSSPANNHNHHAPPAIKASGKDDHRASSRPQSAAA-DDTSSELQQLAEMD -~ ~-—~-~ -~ APQQRRGGFRRI 69
dmengeo MRHFKVKAMVQSLDI --=SAITG====coccmommocmoean QQTDAERSKRSKPSALRRTL --~QALRQRLTKRNR - 52
brengea 0 Rt e LT e R R PGATALFNVNNSSNKEQEPKE 101
crengeo. AR QWY L~ e m = e e e e e e e PGAFAQYNINNNSNKDEEKKK 64

beengea SRLIISLRAWSARHLHQEDQRPDSFLERFRGAELQEVSSRESHVQFNVGSQEPPDRGRSAWPLARNNTNTCNNSEKDDKA 153
ecengea SRFVVSLRSWATRHLHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSRQSNIRSFLGIREQPGGVNGPWPLARFNVNFSNNTNEDKKE 154

bocngea ! ARLVGVLREWAYRNFREEEPRPDSFLERFRGPELHTVTTQQG-==---=-======mmn-cmemmcmmmemma DGKGD 116
dmengee  mem=mm=me-mmommaeo PKPPOWFLEKFSNTTNTOKIRKGC- == === ===z == PAMEDAALSSEIRGSSVLC-- 95
sl
brengcr . KKKKKKEKKSKPDDKNENKKDPEKKKKKEKDKDKKKKEEKGKOKKEEEKKEVVWIDPSGNTYYNWLFCITLPVMYNWTMI 181
‘crengeor - KKEKKSKSENKKDGERQKNKEKKEKHKNKDKKKGKEEEKKK === === DIFIIDPAGNMYYNWLFCITMPVMYNWTMI 135
beengew KKEEKEKKEEKKENPKKEEKKK--<=~==c=w===mmwmmcmmeammm DSVVMDPSSNMYYHWLTVIAVPVFYNWCLL 205
‘ccongea . EKKEVKEEKKEEKKEEKKEEKKDDKKDDKKDDKKDOKKKEEQKK - -~ - - - EVFVIDPSSNMYYNWLTITAAPVFYNWCML 228
bocngest  KDGEGKGTKKKF === = am = mm oo o oo ELFVLDPAGDWYYRWLFLIALPVLYNWCLL 158
L T L S NRLSVDPTLQSHYRWLAIVSLAVLYNIIFV 125
- s2 s3

brengea TARACFDELQSDYLEYWLAFDYLSDVVYLLDMFVRTRTGYLEQGLLVKEERKLIDKYKSTFQFKLOVLSVIPTDLLYIKF 261
crengea TARACFDELQNDYLAVWFIVDYVSDVIYIADMFVRTRTGYLEQGLLVKEEQKLKEKYKSSLQFKLOFLSIIPTDLLYFKL 215
beengea VCRACFDELQSEHLMLWLVLDYSADILYGMDMLVRARTGFLEQGLMVMDASRLWKHYTQTLHFKLDVLSLVPTDLAYFKL 285
ccengea ICRACFDELQIDHIKLWLFLDYCSDIIYVFDMFVRFRTGFLEQGLLVKDEKKL RDHYTQTVQFKLDVLSLLPTDLAYLKL 308
bocngea VARACFSDLQKGYYIVWLVLDYVSDVVYTADLFIRLRTGFLEQGLLVKDTKKLRDNYIHTMQFKLDVASIIPTDLIYFAV 238
dmengeo VGRAVFWEINKSAPAFWYTLDYLCOFIYLLDTLVHMHEGFLDQGLLVRDAFPVRRHY FHTKGWYLDVLSMLPTDLAYIWW 205

S4 S5
brengea CWNYPEI--~-w-mevmee RUNRLLRISRMFEFFQRTETRTNYPNIFRISNLVMYIIITIHWNACVYFSISKAIGFGNDT 329
crengeo CLNYPEL---=e-memmem RINRLLRVARMFEFFQRTETRTNYPNIFRISNLVMYIVIITHWNACVYYSISKAIGFGADT 283
beengea GMNYPEL--~~-~-e—mw- RFNRLLKLARLFEFFDRTETRTNYPNMFRICNLVLYILIIIHWNACIYFAISKFIGFGTDS 353
ceengea GLNYPEL ~--~omcwemem RFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNYPNMFRIGNLVLYILITTHWNACIYFAISKVIGFGTDS 376
bocngea GIHNPEV-~---cwmmmmae RFNRLLHFARMFEFFDRTETRTSYPNIFRISNLILYIL ITTHWNACIYYAISKSIGFGVDT 306

dmengea P--~PETCSSLYLPCPVIVRLNRLLRINRLWEWFDRTETATGYPNAFRICKVVLAILVLIHWNACMYFAISYEIGFSSDS 282

Pore S6
brengea WVYPDVNDPDFGRLARKYVYSLYWSTLTLTTIGETPPPVRDSEYFFVVADFLIGVLIFATIVGNIGSMISNMNAARAEFQ 409
crengeo WVYPNTSHPEFARLTRKYVYSLYWSTLTLTTIGETPPPVRDSEYFFVWVDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNAARAEFQ 363
beengea WVYPNVSNPEYCRLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVWIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQ 433
ccengea - WWYPNVSIPEYGRLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQ 456
.. boengea WVYPNITDPEYGYLSREYIYCLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYL FVIFDFLIGVLIFATIVGNVGSMISNMNATRAEFQ 386
dmengen WVYNLNG-TRNNTLQRQYIYSFYWSTLTLTTIGETPTPENDVEYLFVVADFLAGVLIFATIVGNIGSMISNMNVARVEFQ 361

brengea ARIDAIKQYMHFRNVSKDMEKRVIKWFDYLWTNKKTVDEREVLKYLPDKLRAETAINVHLDTUKKVRIFADCEAGLLVEL 489
crengea AKIDATKQYMHFRNVSKDMEKRVIKWFDYLWTNKKAVDEREVLKYLPDKLRAETAINVHLETLKKVRIFADCEAGLLVEL 443
beengea AKIDSIKQYMQFRKVTKDLETRVIRWFDYLWANKKTVDEKEVLKSLPDKLKAETAINVHLDTLRKVRIFQDCEAGLLVEL 513
_-ccengea AKVDSIKQYMHFRKVTKDLEARVIKWFDYLWTNKKTVDEKEVLKNLPOKLKAETAINVHLOTLKKVRIFQDCEAGLLIEL 536
~ bocngeat AKIDAVKHYMQFRKVSKEMEAKVIRWFDYLWTNKKSVDEREVLKNLPAKLRAETAINVHLSTLKKVRIFQDCEAGLLVEL 466
dmengea NRMDGVKQYMAFRRVGHEL EARVIRWFAYTWSQSGALDEERVLAALPDKLKAEILIQVHMDTLKQVRIFHDTEPGLLEAL 441

. . c¢GMP-Bindestelle
brengea VLKLQPQVYSPGDYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSYFGEISTLNIKGSKAGNRRTANIKSIGYS 569
crengea - VLKLQPQVYSPGDYICRKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGVTQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKAGNRRTANIRSIGYS 523
beengea VLKLRPAVFSPGDYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVAEDGITQFVVLGDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYS 593
ceengea. VLKLKPTVFSPGDYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDCSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYS 616
bocngea - - VLKLRPQVFSPGDYICRKCDIGKEMYIIKEGKLAVVADDGVTQYALLSAGSCFGEISTLNIKGSKMGNRRTANIRSLGYS 546
dmengea VLKLKLQVFSPGDYICRKGDVGKEMYIVKRGKLSVVGDDGITVLATLGAGSVFGEVSVLETAGNRTGNRRTANVRSLGYS 521

~brengea DLFCLSKDDLMEALTEYPDAKGMLEEKGKQILMKDGLLDINIANAGSDPKDLEEK~VTRMESSVDLLQTRFARILAEYES 648
crengeo DLFCLSKDDLMEALTEYPDAKAML EEKGKQILMKDGLLDIEVANLGSDPKDLEEK -VAYMEGSMDRLQTKFARLLAEYDA 602
beengea DLFCLSKDOLMEALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDONLIDEELAKAGADPKDIEEK-VEHLETSLOSLQTRFARLLAEYNA 672
ccengeo DLFCLSKDDUMEALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEEAAKAGADPKDLEEK-IDRLETALDTLQTRFARLLAEYSS 695
bocngea DLFCLSKDDLMEAVTEYPDAKRVLEERGREILMKEGLLDENEVAASME-VDVQEK-LEQLETNMDTLYTRFARLLAEYTG 624
dmengea DLFCLAKRDLWETLSDYPEARSTLTQRGCQLLRKDGLLDEQIFADSQRVHDSIEGGIEKLELSVENLNMRLAPLLAEYTA 601

‘brengeo. MQQKLKQRLTKVEKFLKPLIDTEFSAIEGSGTESGPTDSTQD-===m=-==m==m=cemmmm= 690
-crengear AQQKLKKRLTQIEKILKPVMEQEFLDFEEADPPTDKPGVTKTE-~==m-==mcmmmommonmnn 645
 beengea TQMKVKQRLSQLESQVKMGL PPDGDAPQTEASQP -~~~ m === mm=mmomm o e o cmce e oo m 706
coengea SOQKVKQRLARVETRVKKYGSGSLSVGEPEPEKPEEQKKD === ==-========emeoormmm= 735
bocngea AQQKLKQRITVLETKMKQNNEDDSLSDGMNSPEPPAEKP-—=-—== o ommwommmmmm e o 663
dmengeor - SQAKIKQRLAKLEMNGGPGTWRLECEPQSRARSGRLYSLQPKRRPRSRPDATAKSSDARKQNTL 665
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Anhang A2: Chimaéren zwischen brengeo und boengeol

Die Chimidren zwischen brengecal und bocngco sind als Piktogramme dargestellt. Die
transmémbranalen Segmente S;-S¢ sind als Tonnen dargestellt. Die Porenregion ist durch
V' gekennzeichnet. Die Lage der cGMP-Bindestelle ist durch einen waagerechten Balken
angedeutet. Fusionsanteile aus brcngca sind schwarz, Anteile aus bocngco sind weifl
dargestéilt.‘ “Rechts sind die jeweiligen Fusionsanteile, aus denen die Chiméren

zusammengesetzt sind, angegeben. Die erste und die letzte Aminosédure von brengcol (r)

und bocngco (o) sind im 1-Buchstaben-Kode angegeben.

brengeo Mr
Rg,05R mﬂi\_r

RO m;:

Rs.O w\ﬁcj

RO’ ﬂﬁjﬁ:}

Re:,0" . mr
R¢,0 wa\:_r

OS?_R54O @m{O: M1 - Q201

Rg4OgR mr

: My - Dego

: My, l1s6 - Dego

:M1-Qz4  0: Gopz - lo7s
My - lago 0: Vags - Pess

t My - logs 0: Sz76 - Pess
Mi-Fze3  0: Dasy - Pess

*Mi-Kags  0: Loz - Pess

:M1-Qz4  0: Gaoz - Pess

r: Gazs - |208
s My - logg 0: Sz76 - l3s7

bocngeor m@ M - Pes3
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r: Szg9 - Dego

0: Sz76 - Pess

r: Vg1 - Dego



Anhang A.3: Chiméren zwischen brengeo und beengeo

Die Chimédren zwischen brcngcor und beengeo sind als Piktogramme dargestellt. Die
transmembranalen Segmente S;-S¢ sind als Tonnen dargestellt. Die Porenregion ist durch
v gekennzeichnet. Die Lage der cGMP-Bindestelle ist durch einen waagerechten Balken
angedeutet. Fusionsanteile aus brengecar sind schwarz, Anteile aus bcengea sind weif3
dargestellt. Rechts sind die jeweiligen Fusionsanteile, aus denen die Chiméren
zusammengesetzt sind, angegeben. Die erste und die letzte Aminosdure von brengeo (r)

und beengea (¢) sind im 1-Buchstaben-Kode angegeben.

brengeo wu Ms-Dego
CS4R56C m: M1-Ta12 I: Rogg - Tagg c: la14 - P7os
CssRseC w\cf M-l r: Sazo - Tage c: la14 - P7os

CsaRssC @j@j@gﬁ Mi-Tatz 1 Rogo-late € Saus - Pros
CssRpC ;_@'@Véc}c Mj-las3 r: Sazo - Pasz  C: Vagz - P7os
CooRseC m M1-Pags
Rg:CpoR ﬁ_ﬁj‘L Mj-l319 C: Sass - Pagr 1 Vaes - Desgo
Rg,CssR’ M@Q__ M;-Tzss c: Raiz- Ssss I Wasp - Dego

:Vasg - Tagg  C:la14 - P7os

-

Rg,CssR ﬁ_ﬂj"i\__ Mi-Togg c:Rayz-lasa 1 Sazg - Dego

RpCseR m M1-P3e7 C: Vagz - Ta1a i l3e0 - Dego

RCsR M° r: Mi-la1g C: Sass - Tasz 12 1390 - Dego
C: R313- Ta1z 1 300 - Dego

RoCsR RN _@TQ__ Mi-Tass
bccngca quf M1 P706
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