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Abstract

The Na'/K'-ATPase is a transmembrane protein that exports three Na' ions out of the cell in ex-
change for two K’ ions per hydrolyzed ATP molecule to maintain the respective concentration
gradients that are essential for the survival of animal cells. Impaired function of the Na'/K -ATPase
because of mutations in the catalytic (a-)subunit can cause severe neurological diseases like the
familiar hemiplegic migraine type 2 (FHM?2). Patients with FHM2 have mutations in the o, isoform
of the Na'/K'-ATPase which is predominantly expressed in muscle cells and astrocytes. The crystal
structure of the protein revealed that some FHM mutations are located in regions whose functional
role has not been identified yet.

In this work, several FHM mutations on possible interaction sites between the catalytic a subunit and
the regulatory B subunit were investigated. Moreover, this thesis was focused on the C-terminal
region of the a subunit not only by investigation of FHM mutations but also by analyzing mutated
amino acid residues that may play a key role in ion transport. Between the C-terminal residues
(Tyr1019 and Tyr1020) and the putative third Na" binding site is an intracellular cavity that is lined
by several polar and charged residues. Recent studies suggest that this cavity could form an intra-
cellular pathway for Na" ions, or more likely for H' ions which could play a functional role in the
reaction cycle of the Na'/K'-ATPase.

Because of its electrogenic transport cycle, Na'/K'-ATPase constructs can be analyzed by electro-
physiological methods. In this work, the two-electrode voltage-clamp technique (TEVC) was used
on oocytes of the African clawed frog, Xenopus laevis, to gain information about structural and me-
chanistic details in the reaction cycle of the human Na'/K'-ATPase a, subunit with regard to the
question how the C-Terminus controls the intracellular access for protons to the putative third Na
binding site. Furthermore, the objective was to characterize the interactions between the B and a
subunit, and to clarify functional mechanisms that trigger the development of hemiplegic migraine
(HM).

HM mutants that could not be characterized electrophysiologically were shown to be impaired in
their targeting to the plasmamembrane (Y009X, L994del und G855R). Further HM mutants (G900R,
E902K und K1003E) showed no changes in function compared to the wildtype enzyme under the
experimental conditions. The R1007W mutation that was identified in patients with FHM2 and
epilepsy caused a reduced apparent K affinity, which could be physiologically relevant for the de-
velopment of migraine. For mutations regarding the putative interaction sites between the 3 and o
subunit, no definit informations could be obtained about the questions if and how the interactions are
disturbed by the mutations.

In the absence of extracellular Na™ and K, the Na'/K'-ATPase shows ouabain-sensitive, inwardly
rectified leak currents at negative potentials, which depend on extracellular pH. The mechanism of
these proton carried currents has not been understood so far. The C-terminal mutated constructs
analyzed in this work AYY, R937L, R937S, D999H and R1002Q showed large pH-dependend
ouabain-sensitive leak currents even in Na' buffers, which were inhibited by K. These mutated
residues are suggested to be part of a C-terminal pathway for protons to the third Na" binding site.
Therefore, the leak currents were investigated unter different ionic conditions. R937S and R937L
mediated these currents in both directions with pH dependend reversal potentials. The analysis of
leak currents indicate a passive, proton selective transport mechanism which involves a conforma-
tional change of the enzyme.

In addition to electrogenic Na'/K" pump current during the transport cycle, the Na'/K'-ATPase me-
diates an electrogenic Na'/Na'-exchange under K'-free conditions. The examination of the resulting
transient currents gives informations about the mechanism of the Na" transport. For the constructs
AYY, R937S, D999H and R1002Q, the voltage-dependend kinetics of the Na'/Na -exchange were
significantly changed. These results led to the conclusion that the Na -occluded state and the access
of Na" to this state could be destabilized. In addition, the results support the hypothesis that the third
Na' binding site is accessible for protons and that the intracellular entry is controlled by the
C-Terminus. Furthermore, it could be concluded that Arg937 controls the accessibility for protons
from both sides of the membrane by interacting with the C-terminal tyrosines Tyr1019, Tyr1020 and
Argl002. The possible mechanisms of the intracellular access and of the proton transport are
discussed by means of other mutational studies and molecular dynamic simulation studies.
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Einleitung

1 Einleitung

Die Zellmembran ist hauptséchlich aus amphiphilen Phospholipiden aufgebaut. Die Lipide bestehen
aus einer hydrophilen Kopfgruppe und einem hydrophoben Fettsdurerest und ordnen sich in einer
Lipiddoppelschicht an. Die Membran ist somit kaum permeabel fiir Wasser, grofle ungeladene und
die meisten polaren Molekiile sowie fiir lonen. Diese Teilchen kénnen die Membran nur durch ein-
gelagerte Transmembranproteine passieren, die als spezifische Kanile, Pumpen oder Transporter
wirken. Durch diese Proteine werden u. a. die lonenzusammensetzung und der pH-Wert des intrazel-
luliren Milieus reguliert. Auferdem sind einige daran beteiligt, lonengradienten auf- bzw.
abzubauen. Eine grofle Gruppe von Transmembranproteinen, die den Ionentransport ermdglichen,
sind die ATPasen. Diese lonenpumpen kdnnen durch ATP-Spaltung aktiv einen Konzentrationsgra-
dienten aufbauen.

Die Na'/K"-ATPase, auch Natrium-Kalium-Pumpe, ist ein Transmembranprotein, das die Gradien-
ten fir Na'- und K'-Ionen iiber der Zellmembran aufrecht erhilt, indem sie Na' ins extrazelluldre
und K" ins intrazellulire Medium unter ATP-Verbrauch transportiert. Sie ist verantwortlich fiir die
Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotentials, das u. a. die Voraussetzung fiir die elektrische Er-
regbarkeit von Neuronen ist. Auch ermdglicht der elektrochemische Gradient fiir Na* den Transport
von Aminoséduren, Zuckern oder lonen durch andere sekundér aktive Transporter. Neuronen, Epi-
thel- oder Muskelzellen verbrauchen bis zu 30-70 % ihrer Energie allein fiir die Na'/K'-ATPase.
Daran wird deutlich, wie wichtig die Na'/K -ATPase fiir viele Funktionen der Zelle ist.

Da diese Arbeit dazu dient, die Funktion wichtiger struktureller Elemente der Na'/K -ATPase auf-
zukldren, wird im Folgenden die Klassifizierung, die Struktur, der Transportmechanismus und die
Funktion der Natrium-Kalium-Pumpe erldutert. Es wird darauf hingewiesen, dass sdmtliche Unter-
suchungen dieser Arbeit an der humanen o,-Untereinheit (UE) durchgefiihrt wurden und dass,
soweit nicht anders vermerkt, simtliche Aminoséurereste zur besseren Ubersichtlichkeit in der ent-
sprechen Nomenklatur angegeben sind (Ldnge der humanen o,-UE: 1020 Aminosdurereste;
s. Anhang A3).
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Einleitung
1.1 Klassifizierung und Struktur der Na'/K -ATPase

1.1 Klassifizierung und Struktur der Na'/K'-ATPase

1.1.1 Klassifizierung

Die Na'/K'-ATPase gehort zu der Familie der P-Typ-ATPasen, transmembranire Ionenpumpen,
denen gemein ist, dass sie unter Hydrolyse von ATP ein phosphoryliertes Zwischenprodukt bilden.
Die P-Typ-ATPasen werden in fiinf Gruppen - P; bis Py - eingeteilt (Axelsen & Palmgren, 1998):
TypI (Schwermetall-ATPasen), TypII (Ca'-, Na'/K'-, H'/K'-ATPasen), TypIIl (H'- und
Mg*"-Pumpen), Typ IV (Phospholipid-Flippasen) und Typ V (keine zugewiesene Substratspezifitit).
P-Typ-ATPasen haben eine katalytische (a-)Untereinheit, die aus 6-12 fiir den Transport zustindige
Transmembrandoménen (M1-M12) und zusitzlich drei zytosolischen Doménen besteht: die drei
Doménen A (Aktuator), P (Phosphorylierung) und N (Nukleotidbindung) organisieren die
ATP-Hydrolyse. Die N-Doméne erkennt das y-Phosphat eines ATP-Molekiils und bringt es in Posi-
tion fiir einen nukleophilen Angriff. Dabei wird ein Asparaginséure-Rest in einem hochkonservierten
DKTG-Motiv in der P-Doméne phosphoryliert. Ein Glutaminsdure-Rest in der A-Doméne
(TGE-Motiv) positioniert ein Wassermolekiil fiir die Hydrolyse, was zur Dissoziation von ADP fiihrt
(Kiihlbrandt, 2004; Bublitz et al., 2010; Palmgren & Nissen, 2011). Diese konservierten Strukturen
fithren dazu, dass die P-Typ-ATPasen einen dhnlichen Reaktionszyklus durchlaufen, der den Wech-
die

Ionenbindungsstellen ins Zytoplasma gerichtet sind, und die E,-Konformation mit Bindungsstellen

sel zwischen zwei Hauptkonformationen beinhaltet: die E;-Konformation, in der

zur extrazelluliren Membranseite. Eine allgemeine Struktur mit einem vereinfachten Reaktions-

schema ist in Abb. 1.1-1 gezeigt.

ATP ADP
El Ionl E1P Ionl
Ion2
Ton2 )
Intrazellular Extrazellular
Ionl lonl
E. [lon2 E,P
P,
COOH

Abb. 1.1-1: Schematische Struktur von P-Typ-ATPasen und deren allgemeiner Reaktionsmechanismus.
Gezeigt ist die allgemeine Struktur von P-Typ-ATPasen (Palmgren & Nissen, 2011). P-Typ-ATPasen bestehen aus
mehreren Transmembrandoménen und einer zytosolischen N-, P- und A-Doméne. P-Typ-ATPasen durchlaufen im
Allgemeinen einen Reaktionsmechanismus mit zwei Hauptkonformationen E; und E, und deren phosphorylierten
Intermediaten E|P und E,P, wobei ein ATP-Molekiil hydrolysiert wird (Kiihlbrandt, 2004).
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Einleitung
1.1 Klassifizierung und Struktur der Na'/K'-ATPase

Das erste identifizierte Enzym aus der Gruppe der P-Typ-ATPasen ist die Na'/K -ATPase, die eine
groBe Rolle bei der Aufrechterhaltung der elektrochemischen Gradienten von K™ und Na in tieri-
schen Zellen spielt. Bereits 1957 konnte Skou ein Enzym aus der Membran von Krebsnervenzellen
isolieren, das eine von Mg**-, Na'- und K'-Ionen abhingige ATPase-Aktivitit aufwies (Skou, 1957).
Drei Jahre spéter konnte er zeigen, dass diese ATP-Hydrolyseaktivitit durch Ouabain, einem Herz-
glykosid, inhibiert wird (Skou, 1960). Seitdem wurde die Funktionsweise und Struktur dieser
Na'/K'-ATPase intensiv mit unterschiedlichen Methoden untersucht und sie ist heute neben der
Ca’"-ATPase (Ca’'/H'-ATPase) des sarkoendoplasmatischen Retikulums (SERCA), die bestbe-
kannte ATPase dieser Gruppe. Die Na'/K'-ATPase gehort zu den Typll-ATPasen (Typ Ilc),
zusammen mit SERCA (Typ Ila), den Calmodulin-bindenden Ca**-ATPasen (Typ IIb) und der
gastrischen H'/K'-ATPase (Typ Ilc), mit der sie eng verwandt ist.

1.1.2 Die Struktur

Nachdem die cDNA der Na'/K'-ATPase zum ersten Mal sequenziert wurde (Shull et al., 1985;
Noguchi et al.,, 1986), gab es einen groflen Fortschritt in der Strukturaufklirung, als die
3-dimensionale hochaufgeloste Struktur der SERCA, die Ca**-ATPase des sarkoendoplasmatischen
Retikulums, veroffentlicht wurde (Toyoshima et al., 2000; Toyoshima & Nomura, 2002). SERCA,
die nur aus einer katalytischen Untereinheit (UE) besteht, weist eine hohe strukturelle Homologie
zur o-Untereinheit der Na'/K'-ATPase auf (Jergensen & Andersen, 1988). Inzwischen wurden die
Kristallstrukturen der wichtigsten Intermedidrkonformationen des Reaktionszyklus von SERCA
veroffentlicht (Toyoshima & Nomura, 2002; Olesen et al., 2004; Serensen et al., 2004; Toyoshima
& Mizutani, 2004; Jensen et al., 2006; Olesen et al., 2007; Toyoshima, 2009). Zur detaillierten Uber-
sicht iiber die Struktur und Struktur-Funktionsbeziehungen der Na'/K'-ATPase anhand der
Kristallstruktur von SERCA sei auf einen Ubersichtsartikel von Jergensen verwiesen (Jergensen et
al., 2003). Der groBte Unterschied zwischen SERCA und der Na'/K -ATPase ist allerdings, dass
SERCA intrazellulir nur zwei Ca*'-Ionen binden kann, welche sie im Austausch gegen H'-Ionen
transportiert, wihrend die Na'/K'-ATPase drei Na -Ionen gegen zwei K -Ionen austauscht. Ein gro-
fer Durchbruch in der Strukturaufklarung gelang 2007 mit der Rontgenkristallstruktur der
oligomeren Na'/K'-ATPase im E,-Zustand isoliert aus der Schweineniere (Morth et al., 2007). In-
zwischen gibt es noch zwei weitere hoher aufgeloste Kristallstrukturen der Na'/K'-ATPase im
E,-Zustand (Ogawa et al., 2009; Shinoda et al., 2009). In Abb. 1.1-2 ist die Gesamtstruktur der
Na'/K'-ATPase gezeigt.

Die Na'/K'-ATPase besteht aus mindestens zwei Untereinheiten: einer katalytischen o-Untereinheit
(~110 kDa) und einer regulatorischen B-Untereinheit (~55 kDa), die in einer heteromeren Struktur
vorliegen. Die a-Untereinheit umfasst zehn Transmembransegmente, M1-M10. Es gibt zwischen den
Transmembransegmenten extrazelluldr fiinf und intrazellulir vier Aminosdureschleifen. Die
A-Domine besteht aus dem N-terminalen Segment und der Schleife zwischen M2 und M3 und die
P-Doméne aus dem Anfangs- und Endsegment der Schleife zwischen M4 und MS5. Das Hauptseg-
ment der Schleife zwischen M4 und M5 bildet die ATP-Bindungsstelle (N-Doméne) und damit das
katalytische Zentrum aus.
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Transmembran- Abb. 1.1-2: Réntgenkristallstruktur der Na'/K*-
domainen ATPase in der E,-Konformation.

Gezeigt ist die Rontgenstruktur der Na'/K -ATPase in
der Auflésung 2,4 A (PDB 3A3Y von Shinoda et al.,
2009). Die o-Untereinheit besteht intrazelluldr aus der
A- (rot), P- (griin) und N-Doméne (grau). Sie hat zehn
Transmembrandomédnen (blau), in denen zwei
K'(Rb")-Ionen gebunden sind (magentafarben). Der
C-Terminus (gelb) befindet sich zwischen M7, M10
und der B-Untereinheit (lachsfarben), die aus einem
Transmembransegment und einer extrazelluldren
Ektodoméne besteht. Die y-Untereinheit ist in Schwarz

Extrazellular
dargestellt.

Von der a-Untereinheit der humanen Na'/K'-ATPase gibt es vier Isoformen, die gewebespezifisch
exprimiert werden: die Hauptform ist die o;-Isoform, welche in den meisten Geweben exprimiert
wird. Sie ist die einzige Form in der Niere und der Lunge und vorherrschend in den meisten Epithe-
lien (Lingrel, 1992). Die a,-Isoform liegt hauptséchlich in den Skelettmuskeln vor, konnte aber auch
in Hirn- und Herzzellen identifiziert werden (Urayama et al., 1989; Shamraj et al., 1993). In erregba-
ren Zellen befindet sich vor allem die o3-Form, und eine o4-Isoform wurde in Spermien identifiziert
(Shamraj & Lingrel, 1994). Die a-Isoformen unterscheiden sich in ihrer apparenten Affinitét fiir
intrazelluldres Na’ (a;> a,> 03) und in ihrer Spannungsabhingigkeit des Vorwirtspumpzyklus®
(Abb. 1.2-1) in der abnehmenden Reihenfolge o, > a; > a3. Von der B-Untereinheit existieren drei
Isoformen. Die jeweiligen Isozyme haben unterschiedliche Funktionen in den Geweben und unter-
scheiden sich vor allem in ihrer K'-Affinitit und abhingig von der a-Isoform in ihrer Turnover-Rate
(Blanco & Mercer, 1998; Crambert et al., 2000).

Die B-Untereinheit besteht aus nur einem Transmembransegment (BM) mit intrazellulirem
N-Terminus und einer extrazelluliren Ektodoméne, die mehrere Glykosylierungsstellen aufweist.
Sie interagiert an mehreren Stellen mit der o-Untereinheit. Die M ist zusammen mit M7 der
a-Untereinheit, zu der sie mehrere Wasserstoffbriickenbindungen ausbildet, in der Membran veran-
kert und nihert sich in extrazelluldrer Richtung M10 an, wo sie mit Tyr998 interagieren kann
(Shinoda et al., 2009). Die beiden hochkonservierten Tyrosine in der fM Tyr39 und Tyr43 befinden
sich in Interaktionsnéhe zu Gly852 in M7 (Abb. 1.1-3). Eine Mutationsstudie an diesen beiden Tyro-

sinen gab Hinweise darauf, dass diese Interaktionen wichtig sind, um die K'-Bindung zu

14



Einleitung
1.1 Klassifizierung und Struktur der Na'/K'-ATPase

stabilisieren (Diirr et al., 2009) und es wird insgesamt angenommen, dass die f-Untereinheit eine
wichtige Rolle bei der K'-Bindung spielt. Dies ist auch durch die Kristallstruktur belegbar, da die
Dominen M5/M6 und M7/M8 extrazellular komplett von der B-UE bedeckt sind (Lutsenko &
Kaplan, 1993; Morth et al., 2007). Der zytosolische N-Terminus der B-UE konnte hingegen bisher
nicht in einer Rontgenkristallstruktur aufgelost werden. Extrazelluldr gibt es eine weitere Inter-
aktionsstelle zwischen der B-Ektodomdne und dem Loop zwischen M7 und M8 der o-UE
(insbesondere die Positionen 894-908). In diesem Loop befindet sich das SYGQ-Motiv', dem eine
wichtige Rolle fiir die o/p-Assemblierung zugeschrieben wird (Colonna et al., 1997).

Die genaue Funktionsweise der B-Untereinheit auf molekularer Ebene ist noch nicht abschlieBend
geklart. Sie spielt keine Rolle bei der ATP-Spaltung, ist aber notwendig fiir die Expression, die Fal-
tung des Proteins, den Transport zur Plasmamembran und beeinflusst den Ionentransport (Geering,
2001).

Abb. 1.1-3: Interaktionsmoglichkeiten zwischen der a- und der p-Untereinheit.

Die B-Untereinheit (lachsfarben) kann iiber mehrere Wasserstoffbriickenbindungen mit M7 wechselwirken. Eine
wichtige Interaktion findet zwischen den Tyrosinen 39 und 43 der fM und Gly852 in M7 statt. Extrazelluldre Wech-
selwirkungen ergeben sich auch zwischen der -Ektodoméne und dem Loop zwischen M7 und M8, vor allem am
SYGQ-Motiv.

In Zellen der Niere konnte eine dritte, die y-Untereinheit nachgewiesen werden (Beguin et al., 1997).
Sie ist relativ klein (~7 kDa), besteht aus einem Transmembransegment und enthélt ein fiir diese
Klasse von Membranproteinen typisches FXYD-Motiv (Sweadner & Rael, 2000). Der
v-Untereinheit werden gewebespezifische regulatorische Funktionen beziiglich der Kationenaffiniti-
ten und der zelluldren Zielsteuerung des Proteins zugeschrieben (Therien et al., 1997; Meij et al.,
2000).

! Bei Shinoda et al. (2009) ist es das SFGQ-Motiv in der a-UE der Rektaldriise des Hais.
% Diese Reste der humanen a,-UE sind respektive folgende Reste in der a-UE der Rektaldriise des Hais bei Shinoda et
al. (2009): I: T779, S782, N783, D811; II: V329, A330, V332, E334, E786; indirekt: D815, Q930 und Y778
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1.1.3 Die Kationenbindungsstellen und der C-Terminus der a-Untereinheit

Von grofem Interesse ist die Lage und die Konfiguration der Kationenbindungsstellen der Na'/K -
ATPase. Da lange Zeit keine Kristallstruktur der a-Untereinheit existierte, wurden die beiden
K'-Bindungsstellen mithilfe von Mutationsstudien und Modellierungen anhand der SERCA-Struktur
eingegrenzt (Nielsen et al., 1998; Pedersen et al., 1998; Jorgensen & Pedersen, 2001; Ogawa &
Toyoshima, 2002; Jergensen et al., 2003; Koenderink et al., 2003). Auf Grundlage der Rontgen-
kristallstruktur der Na'/K'-ATPase im E,P-Zustand mit gebundenen Rb'-Ionen (Rb'-Ionen binden
mit einer nur leicht verringerten Affinitit anstelle von K) konnten die Bindungsstellen zwischen
M4, M5 und M6 lokalisiert werden (Morth et al., 2007). Im Jahr 2009 erschien eine hoher aufgeloste
Kristallstruktur mit gebundenen K -Ionen (eigentlich Rb"), in der die einzelnen Aminoséuren, die
die Kationen koordinieren, gut zu identifizieren sind (Abb. 1.1-4A basierend auf der PDB-Datei
3A3Y (Shinoda et al., 2009)). Fiir die Bindungsstelle I werden Sauerstoff-Liganden von einem Was-
sermolekiil und folgenden Aminosiuren zur Verfiigung gestellt (zur besseren Ubersicht wird die
Nomenklatur der humanen o,-Untereinheit verwendet): Thr776, Ser779, Asn780 (TMS5) und Asp808
(M6). Die beiden letztgenannten Reste koordinieren auch das K'-Ion der Bindungsstelle II zusam-
men mit: Val327, Ala328, Val330, Glu332 (M4) und Glu783 (M5)>. Asp812 (M6) spielt indirekt eine
wichtige Rolle, indem es mit dem Wassermolekiil von Bindungsstelle I interagiert, und es wird von
GIn927 (M8) und Tyr775 (M5) stabilisiert.

A

Abb. 1.1-4: Koordinierung der K*-Bindungsstellen I und IT und Strukturvergleich mit SERCA.

A) Dargestellt sind die Reste der a-Untereinheit, die die beiden K'-Ionen (lachsfarbene Kugeln) an den Bindungsstel-
len I und II in der E,P-Konformation koordinieren (PDB 3A3Y von Shinoda et al., 2009). An Bindungsstelle I wird
das K'-Ion zusiitzlich von einem Wassermolekiil (graue Kugel) koordiniert. Als gelb gestrichelte Linien sind Wech-
selwirkungen gezeigt, die die Bindungsstelle I indirekt zusétzlich stabilisieren. Diese Reste Tyr775 und GIn927 sind
mutmaBlich an der Na“-Bindungsstelle III in der E,P-Konformation beteiligt.

B) Gezeigt ist ein struktureller Vergleich der a-Untereinheit der Na'/K'-ATPase (blau) mit SERCA (gelb)
(aus: Morth et al., 2007). Als Fixpunkte dienten die sehr dhnlichen A- und P-Doménen (nicht gezeigt). Dargestellt ist
die Ansicht aus Richtung des Zytoplasmas auf die Transmembrandoménen. Von besonderem Interesse ist der
C-Terminus der o-UE (roter Pfeil), der sich zwischen der M, M7 und M10 befindet.

% Diese Reste der humanen «,-UE sind respektive folgende Reste in der a-UE der Rektaldriise des Hais bei Shinoda et
al. (2009): I: T779, S782, N783, D811; 1I: V329, A330, V332, E334, E786; indirekt: D815, Q930 und Y778
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Die Reste, die die zwei K -Bindungsstellen bilden, sind vermutlich auch an der Bindung von zwei
Na'-Ionen beteiligt. Dies wurde aus den Kristallstrukturen von SERCA im E,-Zustand geschlossen,
in denen homologe Reste Sauerstoffliganden zur Ca*-Koordination anbieten (Clarke et al., 1989;
Andersen & Vilsen, 1994; Toyoshima et al., 2000). Da allerdings drei Na'-Ionen transportiert wer-
den, gibt es noch eine dritte Na'-Bindungsstelle, deren Lokalisation derzeit noch nicht eindeutig
geklart und daher Gegenstand intensiver Diskussion ist. Aus Mutations- und Modellierungsstudien
anhand der SERCA-E-Réntgenkristallstruktur und aus der Kristallstruktur der Na'/K'-ATPase im
E,P-Zustand wird die dritte Na+-Bindungsstelle zwischen den Transmembransegmenten M5, M6,
MS8 und M9 vermutet. Es konnten folgende Reste identifiziert werden: Tyr775 (M5), Thr811 (M6)
und Glu958 (M9), die in einem Cluster zusammen liegen (Vilsen, 1995; Vilsen et al., 1997; Ogawa
& Toyoshima, 2002; Imagawa et al., 2005; Li et al., 2005). Spéter wurde die Beteiligung von Thr811
wieder in Frage gestellt (Poulsen et al., 2010). Dabei wurde zum einen auf ein dlteres Struktur-
Homologiemodell verwiesen (Ogawa & Toyoshima, 2002). Zum anderen wurde argumentiert, dass
die verfiigbaren Na'/K -ATPase-Strukturen selbst keine offensichtliche Beteiligung dieser Amino-
sdureseitenkette an der Koordination von Na'-lonen nahelegen. Zusitzlich schlugen Morth und
Kollegen vor, dass GIn927 (M8), welches auch in dem Cluster liegt, an der Bindungsstelle 11I betei-
ligt sein konnte. Interessant ist auch, dass Asp812 (M6) eine Art Briicke bildet zwischen diesem
Cluster und der Bindungsstelle I (Morth et al., 2007). Zum besseren Verstindnis ist in Abb. 1.1-5A
die urspriinglich vermutete Position der Bindungsstelle III gezeigt, allerdings nur ausgehend von der

E,-Konformation - die Bindungsverhéltnisse in der E;-Konformation sind nicht bekannt.

A B

Abb. 1.1-5: Die mutmaBliche Na'-Bindungsstelle III und Stabilisierung durch den C-Terminus.

A) Gezeigt ist die Kristallstruktur der o-Untereinheit in der E,-Konformation mit den beiden gebundenen K'-Ionen
(lachsfarben). K770 in der M5 (blau) kann Wechselwirkungen mit dem C-terminalen Tyr1020 eingehen. Des Weite-
ren kann der C-Terminus mit Arg937 im Loop zwischen M7 und MS interagieren, aber auch mit Argl002 und
Asp999. Durch diese Wechselwirkungen kénnte der C-Terminus an der Stabilisierung der dritten Na*-Bindungsstelle
beteiligt sein, da in der E;-Konformation sowohl Reste in M7, M8 und M5 (hier Tyr775) mutmaBlich an der Bin-
dungsstelle III (hier in Orange simuliert) beteiligt sein kdnnten.

B) Das Strukturbild (PDB-Datei 2ZXE) zeigt zusitzlich zur urspriinglich vorgeschlagen Bindungsstelle IIla (blau),
eine durch Poulsen und Kollegen vorgeschlagene alternative Bindungsstelle IIIb (gelb), die durch die Reste Thr778,
GIn854 und Asp930 gebildet wird (aus: Poulsen et al. 2010). K'-Ionen sind durch rote Kugeln dargestellt.
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In einer neueren Studie schlagen Poulsen und Kollegen eine alternative Koordination der Bindungs-
stelle III vor (Abb. 1.1-5B). Diese Bindungsstelle, von Poulsen und Kollegen IIIb genannt, liegt
ndher am intrazelluldr gelegenen C-Terminus und wird mutmaBlich durch die Reste Thr778 (M5),
GIn854 (M7) und Asp930 (M8) gebildet (Poulsen et al., 2010). Daher wurde mit elektrophysiologi-
schen Methoden die Auswirkung von Mutationen an wichtigen Resten der Bindungsstellen I1la und
IIIb untersucht (Asp930, Thr778, Glu958, Tyr775). Die Ergebnisse lieBen sich sdmtlich im Sinne
einer Verringerung der apparenten Affinitit fiir extrazellulires Na" interpretieren, wodurch die wich-
tige Rolle dieser Aminosiurepositionen fiir die Na'-Bindung unter Beweis gestellt wurde (Poulsen et
al., 2010).

Seit 2007 richtet sich das wissenschaftliche Interesse auf den C-terminalen Bereich der Na'/K'-
ATPase, da es gelungen war, die Rontgenkristallstruktur der Na'/K'-ATPase (0,,-UE der Schweine-
niere) im E,P-Zustand aufzukldren (Morth et al., 2007). In dieser Struktur endet die M10-Helix
intrazelluldr mit drei Argininen, gefolgt von ein konservierten PGG-Motiv und einem im Vergleich
zu SERCA um acht Aminosduren verldngerten C-Terminus. Der erste Teil dieser Verlangerung bil-
det eine kurze a-Helix, die sich zwischen der B-Untereinheit, M7 und M10 befindet (Abb. 1.1-4B).
Die zwei terminalen Tyrosine ragen in einen Hohlraum zwischen M7, M8 und M5 (Abb. 1.1-5). Da
diese Tyrosine direkt mit M5 (humane o,-UE: Lys770) und dem Loop zwischen M8 und M9 (huma-
ne a-UE: Arg937) interagieren kdnnen, in denen Reste enthalten sind, die vermutlich an der dritten
Na'-Bindungsstelle beteiligt sind, wurde vermutet, dass der C-Terminus fiir die Stabilisierung der
Bindungsstelle I1I verantwortlich ist.

Morth und Kollegen zeigten auch, dass eine C-terminal um die letzten fiinf Aminoséuren verkiirzte
a-UE (Konstruktbezeichnung AKETYY), eine im Vergleich zum Wildtyp-Protein 26-fach verringer-
te Na'-Affinitdt aufwies (Morth et al., 2007). Diese Ergebnisse untermauerten die aus der
Kristallstruktur gezogenen Schliisse. Da die strukturelle Ausrichtung des C-Terminus‘ in der
E;-Konformation unklar bleibt, stellt der C-terminale Bereich und seine Rolle in Struktur, Funktion
und Dynamik des Enzyms das wesentliche Forschungsgebiet dieser vorgelegten Arbeit dar; insbe-
sondere die terminalen Tyrosine Tyrl019 und Tyr1020, die mit Argl002 und Arg937

wechselwirken.
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1.2 Die Funktionsweise

Etwa zehn Jahre nach Skous Entdeckung wurden Modelle zur Erkldrung des Reaktionszyklus® der
Na'/K'-ATPase vorgeschlagen (Albers, 1967; Post et al., 1972). Beide Modelle gingen von zwei
Schritten im Reaktionszyklus aus: 1. die Phosphorylierung verbunden mit einem Na-Ausstrom und
2. die Dephosphorylierung verbunden mit einem K'-Einstrom. Etwas spiter konnten auch zwei
strukturell unterschiedliche Konformationen identifiziert werden (Jergensen, 1975). Der E,-Zustand
hat eine hohere Affinitit fiir Na" und der E,-Zustand liegt in K'-reichen Medien vor. Wihrend eines
Pumpzyklus* werden drei Na'-Ionen nach auBen abgegeben und zwei K'-Ionen in die Zelle ge-
pumpt. Dies entspricht einem auswértsgerichteten Nettotransport von einer positiven Ladung (Post
& Jolly, 1957; Thomas, 1969). Dabei wird pro Reaktionszyklus ein Molekiil ATP hydrolysiert
(Glynn, 1962). Im sogenannten Albers-Post-Schema werden diese Erkenntnisse zusammengefasst.
Dieses als Basismodell geltende Schema wurde in den folgenden Jahren erweitert, da klar wurde,
dass es noch weitere Zwischenschritte gibt. So existieren neben den zwei Hauptkonformationen
noch die phosphorylierten Formen EP und E,P (Jergensen & Andersen, 1988; Glynn & Karlish,
1990; Holmgren et al., 2000).

1.2.1 Der Reaktionszyklus der Na'/K'-ATPase

In Abb. 1.2-1 ist das modifizierte Albers-Post-Schema dargestellt, das im Folgenden erléutert wird
(Glynn & Karlish, 1990). Im E;-Zustand liegen die Kationenbindungsstellen ins Intrazellulére orien-
tiert vor und das Enzym bindet drei Na'-Ionen (Abb. 1.2-1 unten links). Das dritte Na'-Ion wird mit
einer hoheren Affinitit gebunden als die beiden ersten, was bedeutet, dass erst zwei Na'-Ionen ge-
bunden werden miissen, damit die dritte Na'-Bindungsstelle zuginglich ist (Apell & Karlish, 2001).
Durch die Phosphorylierung mithilfe von ATP, wobei ADP freigesetzt wird, werden die Na'-Ionen
okkludiert (d. h. vom Protein eingeschlossen) und das Enzym wechselt seine Konformation in den
E,-Zustand. Dabei orientieren sich die Kationenbindungsstellen zur extrazelluliren Seite. Die
Na -Affinitit wird reduziert und die Na'-Ionen werden ins extrazelluldre Milieu abgegeben. Darauf-
hin erfolgt die hochaffine Bindung von zwei K'-lonen, die unter Dephosphorylierung okkludiert
werden (mit einer bis zu 1000-fach hheren Affinitit fiir K™ als fiir Na” (Heyse et al., 1994)). Durch
die niederaffine Bindung von ATP an E, wird ein Konformationswechsel in den E;-Zustand bewirkt.
Da in diesem Konformationszustand die K'-Bindungsaffinitit wesentlich verringert ist, konnen die
K'-Tonen ins Zellinnere entlassen werden.

Dieser Mechanismus entspricht dem alternating-access-Modell (dt. abwechselnder Zugang). In die-
sem Modell gibt es zwei ,,Tore* (gates), deren physikalische Identifikation noch aussteht und die im
Rahmen des Reaktionsmodells in Form von Energiebarrieren darstellbar sind, jeweils eins auf der
intra- und der extrazelluldren Seite, die niemals zur gleichen Zeit geéffnet sind. Das intrazelluldre
gate 6ffnet sich in der E;-Konformation und das extrazelluldre in der E,-Konformation. Nach Bin-
dung der Kationen, schlieBen sich die gates; die lonen sind okkludiert und kdnnen das Protein nicht
verlassen (Jardetzky, 1966; Lauger, 1979). Der Mechanismus steht im Gegensatz zu dem Trans-
portmechanismus von Ionenkanélen, bei denen die Kanalpore durch ein gate, dessen physikalische

Identitdt schon weitaus besser bekannt ist, gedffnet und geschlossen wird (Bezanilla, 2005).
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Abb. 1.2-1: Schematische Darstellung des Albers-Post-Reaktionsschemas der Na'/K'-ATPase.

Der hauptsichlich elektrogene Schritt im Na'-Reaktionszweig ist grau eingerahmt. Der okkludierte Zustand ist mit
runden Klammern dargestellt. Der Inhibitor Ouabain bindet im E,P-Zustand. Alle Schritte im Zyklus sind reversibel.
Der Pfeil in der Mitte zeigt die Vorwirtsrichtung des Reaktionszyklus®.

1.2.2  Elektrogenizitit der Na'/K'-ATPase

Der Transportzyklus der Na'/K'-ATPase ist elektrogen, da die Na'/K'-ATPase eine Nettoladung
tiber die Membran ins extrazellulire Medium transportiert (Thomas, 1969; Léauger, 1991). Diese
Nettoladung ist als stationdrer Strom messbar, daher kann dieses Protein sehr gut elektrophysiolo-
gisch untersucht werden. Alle Schritte des Reaktionszyklus® (Abb. 1.2-1) sind reversibel und das
Gleichgewicht eines jeden Teilschrittes kann je nach Bedingungen (Anderungen des Membranpoten-
tials, Anderungen der intra- und extrazelluldren ionischen Bedingungen) verschoben werden,
entweder hin zur Vorwirts- oder zur Riickreaktion. Der stationdre Na'/K -Pumpstrom, welcher als
Ausstrom messbar ist, ist spannungsabhéngig, da er mit zunehmender Hyperpolarisation (also mit
zunehmend negativen Potentialen) sinkt. Das erklért sich dadurch, dass bei negativen Potentialen die
Na'-Riickbindung stimuliert wird, sodass es zu einer Kompetition von Na" und K” an den extrazellu-
laren Bindungsstellen kommt. Bei positiven Potentialen liegt das Gleichgewicht der Reaktion auf
dem Vorwirtspumpzyklus.

Um Informationen iiber den komplexen, aus vielen Teilschritten bestehenden Reaktionszyklus zu
erhalten, wurden in zahlreichen elektrophysiologischen Studien einzelne Reaktionsschritte unter-
sucht. Dabei stellte sich heraus, dass auch einige Teilschritte elektrogen sind, da eine
Ladungsverschiebung spannungsabhingig messbar war. Der Reaktionszyklus kann dabei in einen
K- und einen Na'-Reaktionszweig (eingerahmt in Abb. 1.2-1) unterteilt werden.

Der K'-Reaktionszweig kann unter Na'-freien Pufferbedingungen gemessen werden. Insgesamt
verlduft der K'-Transport elektroneutral, da keine Nettoladung zwischen den Zustinden E,P(2K")
und E; transportiert wird. Allerdings ist die extrazellulire K -Bindung leicht elektrogen (Bahinski et
al., 1988; Rakowski et al., 1991; Domaszewicz & Apell, 1999). Diese Elektrogenizitit wurde mit

einem extrazelluliren hochohmigen Zugangskanal fiir K* (engl. ion well oder access channel; zum
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access-channel-Modell: s. unten) begriindet, d. h. das Ion muss einen Teil des Membranpotentials
iiberwinden, um an seine Bindungsstelle zu gelangen (Rakowski et al., 1991; Sagar & Rakowski,
1994; Buhler & Apell, 1995).

Erstmals wurde 1985 gezeigt, dass auch der Na'-Reaktionszweig zusitzlich zu dem eigentlichen
Pumpzyklus eine elektrogene Komponente enthilt, da eine Ladungstranslokation unter K'-freien
Bedingungen nachgewiesen werden konnte (Fendler et al., 1985). Wenig spéter untersuchten Nakao
und Gadsby den Na'/Na'-Austausch in Abwesenheit von K" mithilfe elektrophysiologischer Mes-
sungen (Nakao & Gadsby, 1986). Es wurden folgende Na'-abhingigen Reaktionsschritte betrachtet
(grauer Kasten in Abb. 1.2-1): (3Na")E,P <> (3Na")E,P <> E,P + 3Na'. Dabei konnten sogenannte
transiente pre-steady-state-Strome gemessen werden, welche exponentiell mit der Zeit relaxieren. In
nachfolgenden Spannungspuls-Experimenten wurde die Elektrogenizitit der Na'-Freisetzung (Vor-
wiirtstransport), die durch positive Potentiale stimuliert wird, und der Na'-Riickbindung, die durch
negative Spannungen ausgeldst wird, untersucht (Rakowski, 1993; Holmgren & Rakowski, 1994;
Friedrich & Nagel, 1997; Holmgren et al., 2000).

Holmgren und Kollegen haben herausgefunden, dass es bei der extrazelluliren Na -Freisetzung drei
aufeinanderfolgende geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritte der Ladungsverschiebung gibt
(Holmgren et al., 2000). Jeder Schritt ist vermutlich notwendig, um die Freisetzung eines Na -Ions
zu ermdglichen. Der langsamste Reaktionsschritt ist stark elektrogen mit einer Aquivalentladung von
0,7-1,0 (z,): das erste Na'-Ion wird aus der Bindungstasche entlassen und bewegt sich dabei durch
ca. 70 % des elektrischen Felds der Membran. Es wurde gefolgert, dass die Ladungsverschiebung
kinetisch durch den (3Na")E,P/(3Na")E,P-Konformationswechsel limitiert ist, d. h., dass entweder
der Konformationswechsel selbst oder die Na'-Freisetzung das elektrogene Ereignis darstellen, wo-
bei dann der Konformationswechsel geschwindigkeitsbestimmend wire (Rakowski et al., 1997).
Nach der Freisetzung des ersten Na'-Ions gibt es wahrscheinlich eine kleine Konformationsinde-
rung, die die sequentielle aber auch schnellere Freisetzung der anderen Na'-Ionen ermdglicht. Diese
Reaktionsschritte sind weniger stark elektrogen, da die beiden Na'-Ionen nur noch 10-20 % des
elektrischen Feldes der Membran passieren (Wuddel & Apell, 1995; Holmgren et al., 2000; Apell &
Karlish, 2001). Bei der Na'-Riickbindung hingegen werden zuerst die beiden fiir Na“ und K" ge-
meinsamen Bindungsstellen besetzt. AnschlieBend erfolgt die Bindung des dritten Na'-Ions, welche
am stirksten elektrogen ist und die langsamste Komponente der Ladungstranslokation darstellt.

Aus dem Zeitverlauf der transienten Strome dieser langsamen Ladungstranslokation koénnen Riick-
schliisse auf die Kinetik der Na'/Na'-Austauschreaktion gezogen werden. Es konnte gezeigt werden,
dass die Relaxationskonstante dieser Strome die Summe aus einer spannungsunabhingigen Ge-
schwindigkeitskonstanten der Vorwirtsreaktion (Na'-Freisetzung) und einer spannungsabhingigen
Geschwindigkeitskonstanten der Riickbindung von extrazellulirem Na' ist (De Weer et al., 1992;
Rakowski, 1993). Aus diesen Ergebnissen wurde das access-channel-Modell (dt. Zugangskanal)
entwickelt (Lauger, 1991; Gadsby et al., 1993; Sagar & Rakowski, 1994). Demnach wird angenom-
men, dass es einen hochohmigen extrazelluldren Zugangsweg fiir Na'-Ionen an die Bindungsstellen
gibt (vor allem fiir das Na'-Ion, das die dritte Na -Bindungsstelle besetzt). In der Literatur auch ,, ion
well* genannt, hat dieser eine dielektrische Konstante von & = 0,7 - dieser Wert entspricht der Tiefe

des ion well bezogen auf die Gesamtdicke der Membran bzw. dem Anteil des Membranpotentials,
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der liber den Zugangskanal abfillt (Holmgren & Rakowski, 2006). In Abb. 1.2-2 ist ein vereinfach-
tes Schema des access-channel-Modells, in dem von drei Zustéinden ausgegangen wird, dargestellt
(Sagar & Rakowski, 1994).

[Na'l.. K] extrazellulir
e M o aeiy [ o e e
| | 1 1
I 1 1 ] T
| | 1 ]
] 1 ] 1 SKV
I A
BV I 1 K l
1 P =
1 ]
: [|\‘ a+] : Membran

intrazellular

Abb. 1.2-2: Schematische Darstellung des access-channel-Modells fiir K* und Na*.

Das access-channel-Modell kann anhand eines Drei-Zustands-Modells veranschaulicht werden (Sagar & Rakowski,
1994). Dabei wird von einem Na'-gebundenen Zustand, einem nach extrazellulir gerichteten ungebundenen und
einem K'-gebundenen Zustand ausgegangen. Der access channel oder auch ion well ist durch den Dielektrizititskoef-
fizienten fiir das jeweilige Ion & und das Potential bestimmt. [Na']., bzw. [K']eq sind die extrazelluldren
Ionenkonzentrationen und [Na']; bzw. [K']s sind die Ionenkonzentrationen an den jeweiligen Bindungsstellen am
Ende des ion well, der fiir extrazellulires Na' tiefer ist als fiir K.

Da die Ladungsverschiebung wihrend der Na'-Riickbindung elektrogen und spannungsabhingig ist,
kann aus den transienten Stromen neben der Kinetik auch auf die apparente Na -Affinitit des En-
zyms geschlossen werden. Die Spannungsabhingigkeit der wihrend des Na'/Na'-Austauschs
verschobenen Ladung Q folgt einer Boltzmann-Verteilung, welche die Verteilung der Pumpmolekii-
le auf die beiden Konformationszustinde E;P und E,P widerspiegelt. Aus den Parametern der
Boltzmann-Verteilung lassen sich Riickschliisse auf die apparente Na'-Affinitit, insbesondere an der
dritten Na'-Bindungsstelle, und auf die Elektrogenizitit der Reaktion ziehen. Dazu gehoren der
Vo s-Wert, welcher dem Potential entspricht, bei dem eine Gleichverteilung auf beide Zustinde
herrscht, und die apparente Wertigkeit z, des dritten Na'-Ions. zq ist dabei durch die dielektrische
Konstante des access channels bestimmt. Ist die Affinitit fiir extrazellulires Na' verringert, so muss
die Membran stirker negativ aufgeladen werden, damit genug extrazellulires Na™ an den Bindungs-
stellen angereichert wird, um die Na'-Riickbindung und Okklusion zu stimulieren. Dies wiirde sich

in einer Verschiebung der Q(V)-Kurve (bzw. des Vs-Werts) zu negativen Potentialen ausdriicken.
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1.2.3 Kinetik der Na'/Na“-Austauschreaktion

Im Jahr 2006 wurden die kinetischen Uberlegungen zum access-channel-Modell erweitert. Das Vier-
Zustands-Modell von Holmgren und Rakowski beschreibt, welchen Einfluss die Bindung und
Okklusion von Na" auf die transiente Ladungsverschiebung, die aus der stark elektrogenen Deokklu-
sion und Freisetzung des ersten Na'-Ions in den Extrazellularraum resultiert, hat (Peluffo, 2004;

Holmgren & Rakowski, 2006). Betrachtet wurden folgende Teilreaktionen im Reaktionszyklus:

k1 Ky
3Nai, + E,ATP «— (3Na*)E;P-ADP — (3Na®)E;P — E,P 4+ 3Naly
1 K_p

Abb. 1.2-3: Reaktionsschritte des Vier-Zustandsmodells von Holmgren & Rakowski (2006).

In einem ersten Schritt erfolgt die elektrogene Bindung von Na' in einem flachen intrazelluliren ion
well, der eine dielektrischen Konstante von ca. 0,25 hat, gefolgt von einer langsamen Okklusion von
drei Na'-Ionen. Die Bindung und Okklusion stehen abhéngig vom Haltepotential miteinander im
Gleichgewicht. Diese Na j,-Bindungsschritte (grau in Abb. 1.2-3) sind jedoch im Vergleich zu den
Na'-Freisetzungsschritten (schwarz in Abb. 1.2-3) langsam. Fiir die Betrachtung der Geschwindig-
keitskonstanten der Gesamtreaktion des Na'/Na'-Austauschs sind die im Folgenden erlduterten
Reaktionsschritte wichtig.

Die Freisetzung von ADP (k) aus dem okkludierten E,-Zustand sowie die Riickbindung von ADP
(K1) sind spannungsunabhingig und erfolgen vor der extrazelluliren Na'-Freisetzung. Die Ge-
schwindigkeitskonstante k, wiederum fasst zwei Reaktionsschritte zusammen: einmal den
Konformationswechsel von E,P zu E,P und die Na'-Freisetzung ins Extrazellulire. Die Freisetzung
ist spannungsabhéngig, kann aber vernachléssigt werden, da der Konformationswechsel wesentlich
langsamer und damit geschwindigkeitsbestimmend ist. Die Na'-Riickbindung und Reokklusion (K.2)
hingegen ist sehr spannungsabhingig und auch abhingig von der lokalen Na'-Konzentration im
extrazelluldren ion well ([Na+]g(ext), Abb. 1.2-2). Diese steht im Gleichgewicht mit der extrazellulé-
ren Na'-Konzentration iiber eine exponentielle Funktion:

8(ext) -F- Vm)

[Na+]5(ext) = [Na+]ext . eXp (_ RT

Gl 1.2-1
F ist die Faraday-Konstante, R die universelle Gaskonstante, T die absolute Temperatur und die
dielektrische Konstante d ist die Tiefe des extrazelluldren access channels. Nach diesen Uberle-
gungen ergibt sich fiir die Geschwindigkeitskonstante K.;:

K_; =k_5[Na®]ey - exp (_w Gl 1.2-2

Hierbei ist k, die spannungsunabhingige Geschwindigkeitskonstante, die die extrazelluldre
Na+—Rﬁckbindung/Okklusion und den E,P-E,P-Konformationswechsel kombiniert. Da die Bindung
der Na'-Ionen im intrazelluliren ion well verhiltnismiBig schnell ist im Vergleich zur intrazelluliren
Okklusion, isoliert die langsame Okklusionsreaktion die intrazelluldren Bindungsschritte kinetisch
von der schnelleren Na'-Freisetzung’. Der okkludierte Zustand stellt also eine energetische Barriere,

quasi als gate, fiir die intrazellulire Na'-Freisetzung dar. Das heift im Endeffekt, dass die intrazellu-

? Eine detaillierte mathematische Erléuterung befindet sich im Anhang A1.
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lire Na'-Bindung kinetisch keinen Einfluss auf die Gesamtgeschwindigkeitskonstante hat, welche,
wie von Holmgren und Rakowski erldutert, vielmehr von K. dominiert wird. Die Spannungsabhén-
gigkeit der Relaxationskonstante der transienten Strome ist also durch die Elektrogenizitit der
Na'-Riickbindung/Reokklusion bedingt und die Pumpmolekiile pendeln bei der Na'/Na'-
Austauschreaktion zwischen dem okkludierten E;P-Zustand und dem deokkludierten E,P-Zustand

hin und her (schwarz in Abb. 1.2-3).

1.2.4 Die Rolle von H -Ionen im Pumpzyklus

Protonen spielen fiir den Reaktionsmechanismus der Na'/K -ATPase eine wichtige, wenn auch noch
nicht ganz aufgeklarte Rolle. Da es sich bei dem Reaktionszyklus um eine Hydrolysereaktion han-
delt, hingt die ATPase-Aktivitit der Na'/K'-ATPase vom intrazelluliren pH ab und hat ihr
Maximum bei pH 7,5 (Skou & Esmann, 1980; Breitwieser et al., 1987). Anhand von Fluoreszenz-
messungen zeigten Skou und Esmann, dass ein niedriger intrazelluldrer pH-Wert die apparente
Affinitit fiir K™ erhoht bzw. dass das Gleichgewicht der Reaktion zum E,-Zustand verschoben wird.
Es wurde vermutet, dass es vom Zytoplasma aus zugéngliche Reste gibt, die wihrend des Zyklus*
protoniert werden. Diese Protonierung konnte fiir die Neutralisation der dritten Kationenbindungs-
stelle wihrend der K'-Bindung erforderlich sein, um die ungleiche Stochiometrie des elektrogenen
Na'/K'-Transports zu ermoglichen. Skou schlug vor, dass das K '-gebundene Enzym in einer H,EK,-
Form vorliegt, wihrend die Na'-gebundene Konformation HENaj; ein Proton weniger gebunden hat.
Dieses Modell, welches von Poulsen und Kollegen weiter entwickelt wurde, basiert also auf der
Annahme, dass es fiir den Transportzyklus vier zu besetzende Stellen fiir Kationen gibt, wobei sich
ein protonierbarer Rest vermutlich in direkter Nihe zur dritten Na'-Bindungsstelle befindet (Poulsen
et al., 2010). Poulsen und Kollegen schlugen dafiir Asp930 und Glu958 vor, die beide nahe der drit-
ten Bindungsstelle positioniert sind. Von der intrazelluldren Seite aus gesehen befindet sich Asp930
am Ende einer C-terminalen Kavitét, die an die Bindungsstelle I1Ib grenzt (Abb. 1.1-5B).

In molekulardynamischen Simulationen des Wildtyp-Enzyms und der C-terminal mutierten Kon-
strukte YYAA und R937P zeigte sich, dass sich diese Kavitét durch einen C-terminalen Zugang mit
Wassermolekiilen fiillt (Abb. 1.2-4A, Poulsen et al., 2010). Poulsen und Kollegen entwickelten aus
diesen Ergebnissen in Kombination mit eigenen elektrophysiologischen Untersuchungen, aber auch
Bezug nehmend auf Ergebnisse, die in dieser Arbeit prasentiert werden, ein Modell, das versucht die
Rolle von Protonen in den Reaktionszyklus der Na'/K -ATPase einzubeziehen und die Funktion des
C-Terminus® aufzuklaren (Abb. 1.2-5). Dieses Modell wird im Folgenden kurz erldutert, um die

Analysen, die in der vorliegenden Arbeit getdtigt wurden, besser zu verstehen.
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Abb. 1.2-4: Darstellung des C-terminalen Zugangskanals fiir Protonen (aus: Poulsen et al., 2010).

A) Gezeigt ist eine reprisentative Momentaufnahme nach 64,8 ns in der molekulardynamischen Simulation des
R937P-Konstrukts. Die Wassermolekiile (cyanfarben) gelangen in einen intrazelluldren C-terminalen Kanal zwischen
M5, M7 und MS. Die K*-Ionen sind als rote Kugeln dargestellt.

B) Dargestellt ist die Struktur der Na'/K'-ATPase mit zwei gebundenen K'-lonen (magentafarbene Kugeln). Der
urspriinglich vorgeschlagene N-terminale Ionenzugangskanal geht durch M4 (lila), M5 (griin) und M6 (blau)
(Takeuchi et al., 2008). Der von Poulsen und Kollegen vorgeschlagene alternative Zugang durch den C-Terminus ist
in Rosa dargestellt. Beide Abbildungen wurden von Poulsen et al., 2010 ver6ffentlicht.

Es wird vermutet, dass die Protonierung des Na'-okkludierten Zustands (am Rest Glu958) das extra-
zellulire gate offnet, damit Na' freigesetzt werden kann (Poulsen et al., 2010). Wihrend der
Na'-Freisetzung wird Asp930 von der intrazelluliren Seite her protoniert, und zwar durch den
C-terminal Zugangskanal (Abb. 1.2-4B). Somit wird die dritte Kationenbindungsstelle durch ein
Proton besetzt, damit extrazellulir nur zwei K'-lonen binden kénnen. Nach dem E,-E;-
Konformationswechsel verlassen die Protonen das Enzym durch den C-terminalen Zugangskanal,
damit intrazelluldr K* freigesetzt und Na’ gebunden werden kann, dies allerdings durch einen
N-terminalen Zugangsweg (Abb. 1.2-4B). In der Kristallstruktur sind vor allem die Reste Arg937,
Asp999, Argl002 und die C-terminalen Tyrosine Tyr1019 und Tyr1020, die untereinander Wasser-
stoffbriickenbindungen bzw. Kationen-n-Wechselwirkungen ausbilden kénnen (Abb. 1.1-5), an
diesem mutmaBlichen Zugangskanal beteiligt. Dieses Modell stimmt mit den verfiigbaren funktio-

nellen Daten iiberein; ein formaler Beweis steht bislang jedoch noch aus.
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Abb. 1.2-5: Die Rolle von H*-Ionen im Albers-Post-Schema der Na'/K'-ATPase (aus: Poulsen et al., 2010).
Dargestellt ist das von Poulsen und Kollegen vorgeschlagene Albers-Post-Schema, in dem die mutmaBliche Rolle
von zwei H'-lonen erliutert wird. Im Zustand E,P (oben links) sind drei Na'-Ionen (griine Kreise) okkludiert. Mit
dem Konformationswechsel zum E,P-Zustand néhert sich vom Zytoplasma ein Proton (schwarzer Kreis) der von
Poulsen und Kollegen vorgeschlagenen Bindungsstelle IIIb (Abb. 1.1-5B). Dadurch wird das extrazelluldre gate
gedffnet und Na'-Tonen freigesetzt. Durch die anschlieBende Protonierung von Asp930 kénnen zwei K'-Ionen binden
(rote Quadrate) und in den Intrazellularraum transportiert werden. Dafiir 6ffnet sich ein C-terminaler Zugangskanal,
durch den die Protonen das Enzym verlassen (unten rechts), um so die intrazelluldre K-Freisetzung durch einen
N-terminalen Zugangsweg zu ermoglichen. AnschlieBend konnen Na'-Ionen gebunden werden und ein H'-Ion néhert
sich durch den N-terminalen Zugangskanal, um mutmaBlich Glu958 zu protonieren und die Voraussetzung fiir die
Deokklusion von Na" zu schaffen.

Des Weiteren spielen nicht nur intrazelluldre Protonen eine Rolle fiir die Funktionsweise, sondern
unter bestimmten Bedingungen auch extrazellulire H'-Ionen. Erstmals wurde im Jahr 1991 mit
elektrophysiologischen Methoden ein ouabainsensitiver stationdrer Einstrom bei negativen Potentia-
len unter Na'- und K'-freien Bedingungen nachgewiesen (Rakowski et al., 1991). Diese Leckstrome
(engl. leak currents) sind abhédngig vom extrazelluldren pH und gehen mit einer intrazelluldren An-
sduerung einher (Wang & Horisberger, 1995). Die Na'/K'-ATPase kann also einen elektrogenen
Protonentransport vermitteln, der sich nicht mit dem Albers-Post-Schema erkldren lédsst. Es gibt
mehrere Theorien iiber den Mechanismus des Protonen-Einstroms. Rettinger schlug vor, dass die
Strome eine Konsequenz aus einem ATP-abhiingigen Reaktionszyklus sind, der von der H'/K'-
ATPase abgeleitet werden kann (Rettinger, 1996). Andere Gruppen gingen davon aus, dass das
WT-Protein eine E,-dhnliche Konformation annehmen kann, die fiir Protonen permeabel ist, aller-
dings nur unter Na'- und K'-freien Bedingungen (Efthymiadis et al., 1993; Wang & Horisberger,
1995). Dabei stellte sich die Frage, ob H -Ionen in der E,-Konformation den gleichen extrazelluliren
kanalartigen Zugangsweg benutzen (der bisher nicht bekannt ist) wie der, der fiir Na"-Ionen wihrend
der spannungsabhingigen Ladungstranslokation vermutet wird (Gadsby et al., 1993; Hilgemann,
1994). Um dieser Frage nachzugehen, wurde der Effekt von extrazelluliren pH-Wert-Anderungen
auch im Na'/Na'-Austauschmodus getestet (Vasilyev et al., 2004). Diese Studie und auch andere

Studien lassen vermuten, dass niedrige extrazellulire pH-Werte einen sowohl Na'- als auch
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H'-leitenden Zugangsweg in der E,-Konformation aktivieren (Vasilyev et al., 2004; Li et al., 2006).
Vasilyev und Kollegen zeigten auch, dass die Spannungsabhingigkeit der Relaxationskonstante der
transienten Strome im Na'/Na'-Austauschmodus bei extrazelluldrer Ansiuerung veréndert war. Auf
der Grundlage dieser Befunde wurde ein mathematisches Modell entwickelt, das den Effekt des
extrazelluldren pH-Werts auf die Kinetik der Reaktion beschreibt. Demnach senkt ein niedriger ex-
trazellularer pH-Wert die Energiebarriere zwischen den Na+int—Bindungsschritten und dem
Na'-okkludierten Zustand, sodass der okkludierte Zustand fiir Na" von beiden Seiten der Membran
leichter zugéinglich ist (anders als bei neutralem pH wie von Holmgren und Rakowski (2006) be-
schrieben, s. oben). Die Relaxation der transienten Stréme wird in diesem Fall sowohl bei negativen
als auch bei positiven Potentialen schneller, da sie durch die Na'-Bindung iiber einen intrazelluléren
access channel und durch die Na'-Riickbindung iiber den extrazelluldren access channel’ bestimmt
wird. Es ist also wichtig festzuhalten, dass die extrazelluldre Protonenkonzentration einen Einfluss
auf die Kinetik hat. Trotz aller auf diesem Gebiet vorliegenden Studien ist der Einfluss von Protonen

auf die Funktionsweise der Na'/K'-ATPase jedoch noch nicht verstanden.

1.2.5 Die Inhibition der Na”/K'-ATPase

Die Na'/K'-ATPase wird u. a. durch kardiotonische Steroide (sog. Herzglykoside) selektiv inhibiert
(Schatzmann, 1953; Skou, 1960). Zu den Herzglykosiden zdhlen u.a. Digoxin und Ouabain
(g-Strophanthin-8-hydrat). Derartige Substanzen werden in der Medizin zur Behandlung von Herz-
insuffizienz oder Tachykardien (Herzrasen) eingesetzt. Ein solcher Zusammenhang kann wie folgt
erklirt werden: Die Na'/K'-ATPase hat einen indirekten Einfluss auf die Wirkungsweise bzw. Akti-
vitdt des Na+/Ca2+—Antip01‘[ers (Baker et al., 1969). Dieser Na'/Ca**-Austauscher nutzt den
Na'-Gradienten zum Auswirtstransport von Ca”". Wird die Na'/K"-ATPase durch Ouabain (Abb.
1.2-6) inhibiert, steigt die intrazellulire Na -Konzentration und die Na'-Konzentrationsdifferenz
bricht zusammen. Dadurch kann Ca®” vom Na'/Ca*'-Austauscher weniger effizient aus der Zelle
hinaus transportiert werden. Ca> -ATPasen dagegen pumpen Ca”-Ionen ins sarkoplasmatische Reti-
kulum, einem intrazelluliren Speicher, aus dem Ca**-Ionen bei Muskelerregung vermehrt freigesetzt
werden, was zu einer verstiarkten Muskelkontraktion fiihrt (Blaustein et al., 2000).

Die a-Isoformen der humanen Na /K -ATPase unterscheiden sich nur geringfiigig in ihrer Ouabain-
affinitdt (Wang et al., 2001). Allerdings weist die o,;-Isoform der Ratte eine Besonderheit auf: sie hat
im Vergleich zur o,- und oz-Isoform eine 1000fach verringerte Affinitit fiir Ouabain, was auf zwei
geladene Aminoséuren (o; der Ratte: Argl13 und Aspl24) in der extrazelluldren Schleife zwischen
M1 und M2 zuriickzufiihren ist (Price et al., 1990). Diese sind in anderen Spezies und Isoformen
ungeladene Reste (Glutamin anstelle von Arginin und Asparagin anstelle von Asparaginséure). Wer-
den die entsprechenden Mutationen in die humane o,-Isofom eingefiihrt (Q116R und N127D), so hat
die Na'/K'-ATPase einen 1000-fach erhohten ICs,-Wert fiir Ouabain als die Wildtyp-Form (Price &
Lingrel, 1988). Ouabain wird somit bei elektrophysiologischen Messungen verwendet, um die spezi-
fisch durch die Na'/K'-ATPase-Aktivitit vermittelten Strome von Strémen anderer, endogener

Pumpen oder Kanédlen der Oozytenmembran zu unterscheiden.

4 Mathematische Details befinden sich im Anhang A1.
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Abb. 1.2-6: Die chemische Struktur von Ouabain.

Ouabain, auch g-Strophanthin, ist ein Herzglykosid, das in Samen der afrikanischen Pflanzengattung Strophanthus

vorkommt. Ouabain besteht aus einem Steroidgertist, einem y-Lacton und einem Monosaccharid. Ouabain bindet auf

der extrazelluliren Seite an die Na'/K'-ATPase in der E,P-Konformation (Abb. 1.2-1), dadurch wird das Enzym im
E,-Zustand blockiert (Kaplan, 2002; Ogawa et al., 2009).

1.3 Erkrankungen durch Mutationen der a-Untereinheit

Bislang konnten bereits diverse Mutationen in o-Isoformen der Na'/K'-ATPase als Ursache be-
stimmter Krankheitsbilder identifiziert werden, darunter vor allem neurologische Erkrankungen.
Dies ist vor allem dadurch zu verstehen, dass die Na'/K'-ATPase eine entscheidende Rolle bei der
Aufrechterhaltung der transmembraniren Na'- oder K'-Gradienten spielt und diese gerade fiir Ner-

venzellen und fiir die Erregungsleitung von grundlegender Bedeutung sind.

1.3.1 Die Nervenreizleitung

Die Erregungsleitung ist ein hochkomplexer Vorgang, der auf dem exakten Zusammenspiel ver-
schiedener Proteine, Molekiile und Komponenten der Membran beruht (Jan & Stevens, 2000). Am
Anfang einer solchen Kette von Reaktionen steht ein chemischer oder physikalischer Reiz, der einen
Nervenpuls auslost. Dieser Puls beruht auf Spannungsidnderungen in der Membran als Folge von
zeitlich synchronisierten Leitfahigkeitsinderungen fiir verschiedene Ionen, hauptsichlich K, Na"
und Ca®" (Hodgkin et al., 1952). Um ein Aktionspotential auszulésen, bedarf es einer Stimulation,
durch die das Membranpotential eines Neurons iiber einen Schwellenwert angehoben wird. Dies
kann z B. durch Neurotransmitter geschehen, die neurotransmittergesteuerte Na'- oder
Ca”"-lonenkanile o6ffnen, sodass das Membranpotential nicht mehr, wie im Ruhezustand, in der
Nihe des K'-Gleichgewichtspotentials liegt, sondern in Richtung des Na'- oder
Ca*"-Gleichgewichtspotentials in depolarisierender Richtung verschoben wird. Beim Uberschreiten
eines bestimmten Potentialwerts (die sogenannte Schwellspannung, die um ca. 20 mV groBer ist als
das Ruhepotential) wird das Aktionspotential ausgelost (Abb. 1.3-1).
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Abb. 1.3-1: Zeitlicher Verlauf eines Aktionspotentials.

Schematisch dargestellt ist der zeitliche Verlauf eines Aktionspotentials (obere Grafik). Das Gleichgewichtspotential
fiir K7, Ecqk, liegt bei ca. -90 mV, das fiir Na®, Eeqnes liegt bei ca. +60 mV. Ist das Potential nach der Repolarisation
unterhalb vom Ruhemembanpotential, das in Nervenzellen bei ca. -70 mV liegt, so ist die Zelle hyperpolarisiert. Die
untere Grafik zeigt den zeitlichen Verlauf der Permeabilititen fiir Kalium (griin) und fiir Natrium (blau), wéhrend
eines Aktionspotentials.

Bei diesem Aktionspotential werden die spannungsabhingigen Na'-Kanile geoffnet und Na® stromt
in die Zelle. Wihrend dieser Depolarisationsphase steigt die Offnungswahrscheinlichkeit der
K'-Kanile, wodurch mit etwas zeitlicher Verzogerung K'-Ionen nach auBen zu strémen beginnen.
Bei einem Membranpotential von etwa +30 mV kommt es zum Stillstand des Na'-Einstroms, da
einerseits der Konzentrations- und Ladungsgradient abgebaut ist und andererseits die Na'-Kanile
spannungsabhingig wieder anfangen zu schlieBen. Der anschlieBende Abfall des Potentials, die Re-
polarisation, entsteht durch den verzogert einsetzenden Ausstrom von K -Ionen. Sinkt das Potential
unter das Niveau des urspriinglichen Ruhepotentials der Zelle, da die K'-Kanile noch nicht ge-
schlossen sind und das Gleichgewichtspotential von K™ niedriger ist als das Ruhepotential, spricht
man von einer Hyperpolarisationsphase. Um die Konzentrationsgradienten von Na’ und K' nach
Ablauf eines Aktionspotentials wieder aufzubauen und das Ruhepotential wieder herzustellen,
pumpt die Na'/K'-ATPase pro ATP-Molekiil drei Na'-Ionen nach auBen und zwei K -Ionen nach
innen. Das Aktionspotential wird von einer Zelle zur anderen weitergeleitet. Diese Ubertragung
findet an den Synapsen (Kontaktstellen zwischen Nerven-, Muskel- oder Sinneszellen) statt. Die pré-
und postsynaptischen Zellen sind durch den synaptischen Spalt getrennt, der etwa 20-30 nm breit ist
(s. auch Abb. 1.3-2 im Detail). Bei den gut untersuchten chemischen Synapsen werden durch einen
elektrischen Impuls sogenannte Neurotransmitter (Ubertrigermolekiile wie z. B. Acetylcholin oder
Glutamat) freigesetzt. Dies geschieht, indem sich durch ein Aktionspotential ausgeldst Ca® -Kanile
in der Membran 6ffnen. Das in die Zelle einstromende Ca®* bewirkt eine Wanderung von Vesikeln,
die die Neurotransmitter enthalten, an die prasynaptische Membran und eine anschlieBende Aus-
schiittung der Neurotransmitter in den synaptischen Spalt (Betz & Angleson, 1998; Catterall, 2000).
Die Neurotransmitter wandern an unterschiedliche Rezeptoren in der Membran der Zielzelle, wo-
durch spezifische Ionenkaniile gedffnet werden, die eine Anderung des Membranpotentials

bewirken, und somit das Aktionspotential in der postsynaptischen Zelle ausgeldst werden kann.
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1.3.2 Familidre hemiplegische Migrine und andere mit der a-Untereinheit assoziierte
Erkrankungen

Da die Stoffwechselprozesse bei der synaptischen Signaliibertragung genau aufeinander abgestimmt
sind, haben Stoérungen z. B. durch Mutationen in den beteiligten Transportproteinen teilweise drama-
tische Auswirkungen fiir die Zellen des zentralen Nervensystems und damit auch fiir den
Organismus. Wenn die Erregungsleitung betroffen ist, kann dies u. a. zu neurologischen Erkrankun-
gen fithren wie Migréne, Epilepsie oder der Parkinsonschen Krankheit.

Migréne ist eine der hiufigsten neurologischen Erkrankungen weltweit, die zwischen 10-15 % der
Bevolkerung betrifft, und ist mit groBem Leid fiir die Betroffenen und hohen Kosten fiir das Ge-
sundheitssystem verbunden (Neubauer & Ujlaky, 2002). Die Migrine wird durch die Kriterien der
Internationalen Kopfschmergesellschaft (IHS) in unterschiedliche Subformen unterteilt (IHS, 2004).
Vor allem wird zwischen Migréne mit Aura (MA) oder ohne Aura (MO) unterschieden. Etwa 30 %
der Migrénepatienten erleiden eine Auraphase. Darunter versteht man eine ganze Reihe verschiede-
ner motorischer Storungen oder Sinnesstorungen. Ein Migrine-Anfall kann aus vier
unterschiedlichen Phasen bestehen (Silberstein, 2004). Bei 20-60 % der Patienten kiindigt sich der
Anfall bereits Stunden oder auch Tage vorher an (Vorbotenphase) durch Symptome wie Miidigkeit,
Konzentrationsmangel, Stérungen des Magen-Darm-Trakts, HeiBhunger oder einem steifen Nacken.
Die Auraphase geht dem eigentlichen Kopfschmerz voraus und kann z. B. aus visuellen Stérungen,
Lahmungserscheinungen oder Kribbeln einzelner GliedmaBien, Schwindel bis hin zu Lichtempfind-
lichkeit oder Sprachstérungen bestehen. In der folgenden Kopfschmerzphase leidet der Patient unter
einem meist halbseitigen, pulsierenden Kopfschmerz, der anfallartig periodisch wiederkehrt. Dies
kann mit Ubelkeit und Erbrechen einhergehen. Jede einzelne dieser drei Phasen kann, muss aber
nicht bei allen Patienten auftreten. In der Riickbildungsphase regeneriert sich der Korper.

Die meisten Migrane-Formen kénnen zwar familidr gehduft vorkommen, da die Anlage zur Ausbil-
dung einer Migrine (genetische Disposition) vererbt wird, der Ausbruch einer Migréne héngt aber
von vielen weiteren Faktoren ab (Russell et al., 1995; Gervil et al., 1999; Ulrich et al., 1999). Daher
gilt die Migréne nicht als direkte Erbkrankheit im engeren Sinne. Es gibt aber inzwischen Hinweise
auf Gene, die eine Rolle bei der MA spielen konnten (Lafreniére et al., 2010). Eine seltene, haufig
schwer verlaufende Sonderform der MA ist die familifire hemiplegische Migrine (FHM), die als
einzige Migriane-Form als Erbkrankheit klassifiziert ist, da diese Erkrankung durch Mutationen in
jeweils einem einzigen Gen verursacht wird. Sie wird autosomal-dominant vererbt, was bedeutet,
dass Nachkommen mit 50%iger Wahrscheinlichkeit von der Krankheit betroffen sind. Diese
Migrane-Form ist geschlechtsunabhéngig, was fiir die klassische Migrine nicht gilt, da Frauen drei-
mal hdufiger erkranken als Méanner. Fiir die Diagnose einer FHM miissen drei Kriterien erfiillt sein:
es muss mindestens einen weiteren betroffenen Verwandten 1. oder 2. Grades geben und in der Au-
raphase muss es zu einer halbseitigen Lahmung (,,Hemiplegie®) sowie zu einem weiteren
Aurasymptom kommen. Die Auraphase verlduft teilweise schwer mit Komplikationen wie Fieber,

Bewusstseinsstorungen (bis hin zum Koma) oder epileptischen Anfillen.
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Neben der familidren HM sind auch Félle von sporadischer hemiplegischer Migriane (SHM) bekannt,
die sich in ihrer Symptomatik nicht von der FHM unterscheidet, allerdings mit dem Unterschied,
dass es sich um eine spontan auftretende Mutation handelt und somit weitere Verwandte nicht
zwangslaufig betroffen sein miissen.

Es gibt mehrere Gene, durch deren Mutation eine FHM ausgel6st wird. Bisher sind drei Gene ein-
deutig identifiziert, die fiir einen Grofteil, aber noch nicht alle FHM-Fille verantwortlich sind. Bei
50 % aller von FHM betroffenen Familien befinden sich Mutationen im CACNA1A-Gen, das fiir die
o;-Untereinheit des spannungsgesteuerten neuronalen Ca,2.1 Kalziumkanals kodiert. CACNALIA
wird in den fiir Migréne relevanten pré- und postsynaptischen Nervenzellen exprimiert (Abb. 1.3-2).
Bei Mutation dieses Gens handelt es sich um eine FHM des Typs 1 (Ophoff et al., 1996; Ducros et
al., 2001). Ca. 10-20 % der Familien leiden an einer FHM des Typs 2, bei der das ATP1A2-Gen
mutiert ist, welches fiir die a,-Untereinheit der Na'/K -ATPase kodiert, die vor allem in Gliazellen
wie z. B. Astrozyten’ exprimiert wird (in Neuronen wird hiufig die os-Untereinheit der Na/K -
ATPase exprimiert). In diesem Gen wurden bereits weit {iber 50 FHM- oder auch SHM-relevante
Mutationen nachgewiesen (De Fusco et al., 2003; Jurkat-Rott et al., 2004; Morth et al., 2009; Riant
et al., 2010). Bei der FHM des Typs 3 treten Mutationen in dem filir den spannungsgesteuerten neu-
ronalen Natriumkanal (Na,l.1) kodierenden SCNIA-Gen auf, welches auch bei bestimmten
Epilepsieformen involviert ist (Claes et al., 2001; Dichgans et al., 2005). Na,1.1-Kanéle werden vor
allem in den inhibitorischen Interneuronen exprimiert, die Aktionspotentiale initiieren und weiterlei-
ten. SHM-Erkrankungen korrelieren weniger hdufig mit den bisher bekannten drei Genen. 2010
wurden Ergebnisse zu einem Jungen mit hemiplegischer Migrine prasentiert, bei dem eine Mutation
im SLC1A3-Gen identifiziert wurde (2nd European Headache and Migraine Trust International
Congress (Freilinger et al., 2010; Russell & Ducros, 2011)). Dieses Gen kodiert fiir den glialen Glu-
tamat-Transporter EAATI, und als Folge der Mutation ergab sich in einem Zell-Assay eine
verringerte Glutamataufnahme. Die genetische Heterogenitit ist bei FHM noch grofBer, denn bei
einer relevanten Anzahl von FHM-Erkrankten konnte bisher keines der bekannten Gene als urséch-
lich identifiziert werden (Ducros et al., 1997; Thomsen et al., 2007). Es gibt inzwischen aber
verdichtete Hinweise auf das PRRT2-Gen (Prolinreiches Transmembranprotein 2), das auch bei
bestimmten Epilepsie-Formen (Benigne familidre infantile Krampfanfille, BFIC) oder einer Form
der bewegungsinduzierten Bewegungsstérung PKD (Paroxysmale Kinesiogene Dyskinesie) invol-
viert ist (de Vries et al., 2012; Riant et al., 2012). Die FHM korreliert mitunter auch mit BFIC, aber
auch mit anderen Epilepsie-Formen, die im direkten Zusammenhang mit dem ATP1A2-Gen stehen
(Cevoli et al., 2002; Vanmolkot et al., 2003).

Die SHM und die FHM2 mit Mutationen im ATP1A2-Gen sind nicht die einzigen Erkrankungen,
die mit die o-Untereinheit Na'/K'-ATPase assoziiert sind. Auch das ATP1A3-Gen (a3-UE) wird im
Zusammenhang mit neuronalen Erkrankungen genannt. Bei Patienten, bei denen die Alternierende
Hemiplegie des Kindesalters (AHC) diagnostiziert wurde, einer seltenen neurologischen Stérung mit
unglinstiger Prognose (irreversibler Entwicklungsriickstand und kognitive Einschréinkungen), konn-

ten Mutationen in der a3-UE festgestellt werden (Aminkeng, 2012; Heinzen et al., 2012).

> Astrozyten: Gliazellen im Gehirn, die stern- bzw. spinnenformig sind. Ihre Zellfortsitze bedecken die Oberfliche
von benachbarten Neuronen. Sie sind strukturell und funktionell wichtig fiir den Gehirnstoffwechsel.
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Interessanterweise kann auch diese Erkrankung mit der FHM oder SHM korrelieren, allerdings nicht
in der Mehrzahl der Félle. So wurden auch Mutationen im ATP1A2- und im CACNA1A-Gen als
Hinweis auf eine gemeinsame Pathogenese gefunden (Bassi et al., 2004; Swoboda et al., 2004; de
Vries et al., 2008). Eine weitere in diesem Zusammenhang zu erwdhnende Krankheit ist das Dysto-
nie-Parkinson-Syndrom (Rapid-Onset Dystonia-Parkinsonism, RDP, neuere Bezeichnung DYT12),
das durch Symptome wie Spasmen der Extremititen, Muskelstarre, Haltungsinstabilitdt, Schluck-
und Sprechbeschwerden und verlangsamte Bewegungen gekennzeichnet ist. Auch bei diesen Patien-
ten wurden Mutationen im ATP1A3-Gen identifiziert (Blanco-Arias et al., 2009; Brashear et al.,
2012).

1.3.3 Physiologische Konsequenzen der Funktionsstorungen

Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der Erforschung von Struktur-Funktionsbeziehungen der
a-Untereinheit der Na'/K'-ATPase, und es wurden ausschlieBlich Mutationen des ATP1A2-Gens
untersucht (vor allem FHM2- oder SHM-Mutationen). Wenn die Funktion der glialen Na'/K'-
ATPase durch Mutation verdndert ist, kann das weitreichende Konsequenzen fiir die Erregbarkeit
von Nervenzellen haben, was wie zuvor beschrieben zu teilweise schweren neurologischen Erkran-
kungen fiihren kann. Vor diesem Hintergrund wird im Folgenden im Detail auf die chemischen
Abldufe am neuronalen synaptischen Spalt eingegangen (Abb. 1.3-2).

Ein wichtiger Neurotransmitter ist Glutamat, fiir den es mehrere Rezeptoren gibt. Unterschieden
werden ionotrope und metabotrope Rezeptoren. Metabotrope Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, welche durch Bindung von Glutamat ein nachgeschaltetes G-Protein (GTP-bindendes
Protein) aktivieren und somit auf die Signaltransduktion durch Konzentrationsdnderungen von Se-
kundérbotenstoffen einwirken (McCudden et al., 2005). Ionotrope Rezeptoren sind nicht-selektive
Ionenkanile, die durch Bindung von Glutamat gedffnet werden, was eine Verdnderung der Mem-
branleitfdhigkeit und durch Strome verschiedener Ionensorten somit auch eine Verdnderung des
Membranpotentials bewirkt. Dazu gehéren AMPA-, Kainat- und NMDA-Rezeptoren. Diese Gluta-
matrezeptoren spielen eine wichtige Rolle bei der Signalweiterleitung (Dingledine et al., 1999;
Danbolt, 2001).

Der Na'-Gradient, der durch die Na'/K'-ATPase aufrecht erhalten wird, wird von Glutamattranspor-
tern EAAT (,,excitatory amino acid transporter) in Astrozytenzellen benétigt, um Glutamat, das
wihrend der Erregung von Nervenzellen aus prisynaptischen Vesikeln freigesetzt wird, aus dem
synaptischen Spalt abzutransportieren (Moskowitz et al., 2004). Die effiziente Aufnahme von extra-
zellulirem Glutamat ist eine der Hauptaufgaben von Astrozyten. Um ein Glutamation zu
transportieren, werden drei Na'-Ionen und ein Proton in die Zelle sowie ein K'-Ion aus der Zelle
geschleust (Kanner & Schuldiner, 1987; Anderson & Swanson, 2000). Der daraus resultiecrende An-
stieg der intrazelluliren Na'-Konzentration wird durch die Na'/K'-ATPase (aber auch durch den
Natrium-Bikarbonat-Kotransporter) reguliert (Deitmer & Schneider, 2000). In Astrozyten wird Glu-
tamat durch eine Glutamin-Synthetase in Glutamin umgewandelt und extrazelluldr aus der Zelle
entlassen (Norenberg & Martinez-Hernandez, 1979; Magistretti & Ransom, 2002). Die Neuronen
nehmen das Glutamin auf, welches in einer durch die phosphatabhéngige Glutaminase katalysierten

Reaktion in Glutamat umgewandelt wird (Hassel et al., 2003). Ist dieser Abtransport von Glutamat
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gestort, z. B. indirekt, wenn die Na'/K"-ATPase in ihrer Funktion eingeschrénkt ist, so reichert sich
Glutamat in den Synapsen an, was neurotoxisch ist (Olney, 1969; Choi, 1992). Vermittelt wird diese
Exzitotoxizitdt hauptséchlich durch NMDA-Rezeptoren (Hazell, 2007). Allerdings sind die Abléufe,
die zum Zelltod fiihren, unterschiedlich und komplex (Schubert & Piasecki, 2001; O'Shea, 2002).
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Abb. 1.3-2: Schematische Darstellung eines neuronalen synaptischen Spalts.

Gezeigt sind die chemischen Abldufe in einem synaptischen Spalt wihrend der Ubertragung der Depolarisation von
der priasynaptischen Nervenzelle auf die postsynaptische Nervenzelle (s. detaillierte Beschreibung im Text). Bei
Ankunft eines Aktionspotentials 6ffnen sich Na*- (orange) und Ca®*-Kanile (rot). Neurotransmitter wie Glutamat
(blau) werden aus den prasynaptischen Vesikeln freigesetzt und von Rezeptoren in der postsynaptischen Zellmem-
bran gebunden. Der Glutamattransporter EAAT nimmt Glutamat aus dem synaptischen Spalt in die Astrozyten auf.
Der Na'/Ca**-Austauscher und die Na'/K'-ATPase sorgen extra- und intrazellulir fiir die Regulierung der Ionenkon-
zentrationen von Na*, K™ und Ca®". Nicht dargestellt sind die fiir die Erregungsleitung wichtigen K*-Kanile. Die
Gene, in denen FHM-Mutationen (SCN1A, ATP1A2 und CACNA1A) und RDP- bzw. AHC-Mutationen (ATP1A3)
nachgewiesen sind, wurden extra gekennzeichnet.

Wie oben beschrieben nutzt auch der Na“/Ca**-Austauscher (NCX), der bidirektional drei Na'-Ionen
gegen ein Ca*"-Ion transportiert, den Na'-Gradienten (Toérék, 2007). Die intrazelluldre
Ca’"-Konzentration wirkt unter anderem regulatorisch auf die Ausschiittung von exzitatorischem
Glutamat aus den Vesikeln. Wenn sich Ca*" vermehrt im Zellinneren anreichert, kann das zur ver-
mehrten Ausschiittung von Glutamat fiihren. Kommt es dann zu einem Uberschuss an Glutamat im
synaptischen Spalt, fithrt dies zu einer erhohten Erregbarkeit der Nervenzelle bis hin zum Zelltod
(wie oben erldutert). Eine Stérung der Ca*-Homéostase durch einen Funktionsverlust der Na'/K -
ATPase kann Ausloser vieler Erkrankungen sein, nicht nur in Neuronen, sondern auch in Muskelzel-
len (Missiaen et al., 2000). So zeigte eine Studie, dass durch die Inhibition der Na'/K'-ATPase mit
Ouabain die intrazellulire Ca®"-Konzentration in pulmonalen Muskelzellen anstieg, was zu einer
Lungen-Hypertonie fiihrte (Ghosh et al., 2009).
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Als Konsequenz einer Hyperexzitabilitit kann die Entstehung der sogenannten kortikalen Streudepo-
larisation (CSD, engl.: cortical spreading depression) gefordert werden, welche als ursédchlicher
Mechanismus einer Migrdne-Aura diskutiert wird (Lauritzen et al., 2010). Die CSD ist eine sich in
der grauen Substanz des Hirns (an der kortikalen Oberfliche beginnend) mit einer Geschwindigkeit
von ca. 2-5 mm/min ausbreitende Depolarisationswelle (Ledo, 1944). Die Pathologie der CSD be-
ruht auf einer erhohten Erregbarkeit der kortikalen Neuronen, wie es bei Migriane-Patienten
angenommen wird (Schoenen et al., 2003). Dabei spielen fiir die Depolarisation und ihrer Ausbrei-
tung sowohl einwirtsgerichtete Na'-Stréme als auch durch NMDA-Rezeptoren kontrollierte Strome
eine wichtige Rolle (Somjen, 2001).

Die neuronale Depolarisation verursacht und geht einher mit einem Abfall der kortikalen Aktivitét,
einer Storung der lonen-Homoostase und einer erhohten Freisetzung von exzitatorischen Aminoséu-
ren durch Nervenzellen, sowie einem hoherem Sauerstoft-, Glykogen- und Glukosebedarf und einem
Anstieg des zerebralen Blutflusses (ZBF). Wéhrend der CSD erhoht sich die extrazelluldre
K" -Konzentration, wohingegen [Ca%]ext, [Na+]ext und [Cl]ey deutlich reduziert sind. Gleichzeitig
sinkt der pH-Wert um 0,4 Einheiten und der Extrazellularraum verkleinert sich auf die Halfte auf-
grund von Wasserwanderung in die Neuronen, was zu deren Anschwellen fiihrt.

Nach der CSD-Welle reduziert sich der ZBF um 20-30 %. Auch ist die neurovaskulidre Kopplung
(also der Mechanismus zur Regulierung der zerebralen Blutversorgung) gestort und die zerebrale
Sauerstoff-Extraktion fiir liber zwei Stunden erhdht, da die Wiederherstellung der Ionengradienten
sehr viel Energie erfordert. Nach der Attacke normalisiert sich aber die Funktion des Kortex'.

Wie genau eine CSD entsteht ist noch nicht bis Detail geklirt, aber eine erhdhte K'- und Transmit-
ter-Konzentration triggern die Ausbreitung der CSD. Zusitzlich fiihrt eine Depolarisation der
Nervenmembran zur Offnung der NMDA-Rezeptoren, die sehr affin fiir geringe Glutamatkonzentra-
tionen sind, was wiederum eine zusitzliche K'- und Glutamatfreisetzung auslost und zu weiterer
Depolarisation der benachbarten Nervenzellen fiihrt.

Diese komplexen, fein aufeinander abgestimmten Vorgénge in der Erregungsleitung zeigen deutlich,
wie wichtig die korrekte Funktion der Na'/K'-ATPase ist und welche teils dramatischen Konse-

quenzen Mutationen in diesem Protein haben kénnen.
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1.4 Ziel der Arbeit

Obwohl die Na'/K'-ATPase eine der meistuntersuchten P-Typ-ATPasen ist, sind viele Fragen in
mechanistischer sowie struktureller Hinsicht noch nicht geklért. Es ist aber von hochstem Interesse
die Funktionsweise dieses fiir den Organismus wichtigen Enzyms auf der Grundlage der verfiigbaren
Molekiilstrukturen aufzukldren, da es auch in der Entstechung von Krankheiten involviert ist. Ein
neurologisches Krankheitsbild, das auf Gendefekte der a,-Isoform zuriickzufiihren ist, ist die fami-
lidre (und auch sporadische) hemiplegische Migrine (Abschnitt 1.3.2). Einige dieser Mutationen
befinden sich in strukturellen Bereichen, die fiir die Funktion mutmaBlich essentiell sind. Dazu ge-
horen Interaktionsstellen mit der B-Untereinheit (Abb. 1.1-3), aber auch der C-terminale Bereich
(Abb. 1.1-5 und Abb. 1.2-4).

Die Wechselwirkungen mit der B-UE finden am Transmembransegment M7 statt. In direktem Kon-
takt mit der B-UE befindet sich Gly855, an dem bereits mehrere FHM-Mutationen gefunden wurden,
und zwar G855R und G855V (de Vries et al., 2009; Riant et al., 2010). Es ist zu erwarten, dass die
FHM-Mutation G855R durch das Einfligen einer langen, positiv geladenen Seitenkette grofle funk-
tionelle Storungen verursachen konnte, die sich moglicherweise in elektrophysiologischen
Experimenten nachweisen lieen. Des Weiteren sind die FHM-Mutationen G900R und K902E be-
kannt, die sich im Bereich des hochkonservierten SYGQ-Motivs befinden, das mutmaBlich eine
Interaktionsstelle mit der B-Ektodoméne ist (Jurkat-Rott et al., 2004; Deprez et al., 2007). Auch die-
se Mutationen sind dazu geeignet, die Funktionsweise des Enzyms erheblich zu storen, wobei sich
eine Storung der o/Bf-Wechselwirkung bereits auf der Ebene der Proteinfaltung oder -stabilitdt aus-
wirken konnte. Es soll also in dieser Arbeit geklart werden, inwieweit Mutationen der genannten
Aminosaurereste die Wechselwirkung mit der B-UE storen.

Der groBere Fokus dieser Arbeit liegt aber in der Aufklirung der strukturellen Funktion des
C-Terminus‘, iiber die bisher noch wenig bekannt ist (Abschnitt 1.1.3). Es ist zu vermuten, dass der
hochkonservierte C-Terminus maf3geblich am Ionentransport beteiligt ist, da C-terminale Mutationen
eine erhebliche Verringerung der Na'-Affinitit zur Folge hatten (Morth et al., 2007). Dabei ist vor
allem die Frage von Interesse, wie der C-Terminus den intrazelluliren Zugang zur dritten
Na'-Bindungsstelle fiir Protonen reguliert, denn es ist bisher nicht bekannt, wie er sich beispielswei-
se in der E;-Konformation ausrichtet. Die beiden C-terminalen Tyrosine befinden sich am Ende
einer Kavitit, die sich von der intrazelluldren Seite bis zu Asp930 erstreckt, welches sich in der Nédhe
der dritten Na'-Bindungsstelle befindet (Abb. 1.1-5 und Abb. 1.2-4). Um die C-terminalen Wech-
selwirkungen aufzukldren, soll vor allem die Rolle der beiden Tyrosine Tyr1019 und Tyr1020
anhand der AY'Y-Mutante, in der beide Reste deletiert sind, untersucht werden.

In dieser zuvor genannten Kavitét liegen auch die Reste Arg937, Asp999 und Argl002, die mit den
C-terminalen Tyrosinen interagieren konnen, und zwar durch Wasserstoffbriickenbindungen oder
auch Kationen-n-Wechselwirkungen (Abb. 1.1-5). Bei diesen Resten wurde ebenso vermutet, dass
sie zusammen mit den Resten an Position 1007-1009 Teil eines C-terminalen Arginin-Clusters sind,
dem eine mogliche Funktion bei der Spannungssensitivitit des lonentransports zugesprochen wurde
(Morth et al., 2007).
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Ein weiterer Hinweis darauf, dass der C-Terminus und auch die Reste in der C-terminalen Kavitit
sehr wichtig fiir die Funktion der a-UE sein konnten, ist, dass genau an diesen Positionen FHM-
oder SHM-Mutationen nachgewiesen wurden: R937P (FHM), D999H (FHM), R1002Q (FHM) und
die um die letzten 12 Aminoséurereste verkiirzte SHM-Mutation Y1009X, bei der der gesamte
C-Terminus fehlt (Riant et al., 2005; Jen et al., 2007; Fernandez et al., 2008; Gallanti et al., 2008).
Es stellt sich die Frage, ob all diese Mutationen die Funktion der Na'/K'-ATPase in gleicher Weise
beeintrachtigen und ob es einen dhnlichen physiologischen Mechanismus gibt, der die Ausbildung
einer hemiplegischen Migridne begiinstigt. Das R937P-Konstrukt ist bereits elektrophysiologisch
untersucht worden und zeigte dramatische Funktionseinschrankungen (Tavraz et al., 2008; Poulsen
et al., 2010). Die Mutation dieses Arginins in ein Alanin bewirkte eine reduzierte Affinitit des En-
zyms fiir extrazelluldres und intrazellulires Na, sodass vermutet wurde, dass Arg937 eine wichtige
strukturelle Verbindung zwischen dem C-Terminus und der dritten Na'-Bindungsstelle herstellt
(Toustrup-Jensen et al., 2009). Aufgrund dieser strategisch interessanten Position von Arg937
(Abb. 1.1-5) wird der Frage nachgegangen, wie sich der Austausch dieses Rests durch einen polaren
(R937S) oder durch einen unpolaren Rest (R937L) auswirkt.

Des Weiteren identifizierte die Arbeitsgruppe von Dr. Dario Pruna (Universitétsklinik von Cagliari,
Italien) und Dr. Tiziana Pisano (Meyer-Kinderkrankenhaus der Universitdt in Florenz, Italien) bei
Patienten, die an FHM und Epilepsie leiden, im ATP1A2-Gen die Mutation R1007W (bislang unver-
offentlichte Daten). Dieser Zusammenhang wirft die Frage auf, ob es einen dhnlichen pathogenen
Mechanismus zwischen Migrdane und Epilepsie gibt. Aulerdem liegt Argl007 in dem vermuteten
C-terminalen Arginin-Cluster (s. oben), weswegen eine Untersuchung der Mutation R1007W von
Interesse ist. Zusdtzlich zu den genannten HM-Mutationen, gibt es weitere Mutationen im
C-Terminus bzw. in M10, die in dieser Arbeit funktionell charakterisiert werden sollen, um weitere
Erkenntnisse iiber eventuell strukturell wichtige Elemente in diesem Bereich zu erlangen: L994del
(Deletion des Leu994) und K1003E (Riant et al., 2010).

Elektrophysiologische Methoden eignen sich gut, um strukturelle und mechanistische Details im
Reaktionszyklus der Na'/K'-ATPase aufzukliren, vor allem im Hinblick auf den Kationentransport.
Ziel dieser Arbeit ist es also mithilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik an Oozyten
des stdafrikanischen Krallenfroschs ein tieferes Verstiandnis fiir die Rolle, die der C-Terminus bei
der Na'-Bindung und auch bei der Bildung eines intrazelluliren Zugangs fiir Na' und Protonen
spielt, zu entwickeln und bessere Kenntnisse iiber die Interaktionen zwischen der B- und der
a-Untereinheit zu erlangen. Auch gilt es, funktionelle Mechanismen, die zur Ausbildung einer

hemiplegischen Migréne flihren, besser zu charakterisieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Medien und Chemikalien

Samtliche Chemikalien wurden bis auf Ausnahmen von den Firmen Aldrich, Ambion, Fermentas,

Fluka, Merck, Roth und Sigma bezogen.

Medien und Puffer

Western Blot

Blotting Puffer (1 L)

5,8 g Tris (48 mM)
2,9 g Glycin (39 mM)
3,75 ml SDS (10 %)
200 ml MeOH

PBST (1 L)
(pH 7,4)

8 g NaCl

0,2 gKCl

1,44 g Na,HPO,
0,24 g KH2PO4
0,1% Tween” 20

SDS-PAGE

Trenngel

6,7 ml Bis-/Acrylamid (30 %)
7,9 ml HQO

5,0 ml TRIS pH 8,8 (1,5 M)
0,2 ml SDS (10 %)

0,2 ml APS (10 %)

0,02 ml TEMED

Sammelgel

1,7 ml Bis-/Acrylamid (30 %)
6,8 ml H,O

1,25 ml TRIS pH 6,8 (1 M)
0,1 ml SDS (10 %)

0,1 ml APS (10 %)

0,01 ml TEMED

Laufpuffer (1 L)

3 g Tris
14,4 g Glycin
10 ml SDS (10 %)

PM-Priparation

MBSS

20 mM MES
80 mM NaCl
pH 6,0

MBS

0,33 mM Ca(NO3),

0,41 mM CaCl,

88 mM NaCl

1 mM KCl

2,4 mM NaHCO;

10 mM HEPES (pH 7,5)
0,82 mM MgSO,

HbA

20 mM Tris (pH 7,4)
SmM NaH2P04'H20
1 mM EDTA

80 mM Sucrose
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Losungen fiir ORI+ Ca”™" 110 mM NaCl
elektrophysiologische (pH 7,5-7,6) 5 mM KCI
Messungen 1 mM MgCl,
2 mM CaClz
5 mM HEPES
mit NaOH
ORI - Ca™ 110 mM NaCl
(pH 7,5-7,6) 5 mM KCI
5 mM HEPES
Na'-Puffer 100 mM NaCl
(pH 7,4) 1 mM CacCl,
5 mM BaCl,

5 mM NiCl, ersatzweise 2mM MgCl,
2,5 mM MOPS

2,5 mM Tris

10 uM Ouabain

Na'-Ladelosung

110 mM NaCl

2,5 mM Na'-Citrat
2,5 mM MOPS
2,5 mM Tris

pH 7,4

Na'-Puffer (pH 5,5)

100 mM NaCl

1 mM CaCl,

5 mM BaCl,

5 mM NiCl, ersatzweise 2mM MgCl,
5 mM MES

10 uM Quabain

NMDG -Puffer
(pH 7.,4)

100 mM NMDG-Cl

1 mM CacCl,

5 mM BaCl,

5 mM NiCl, ersatzweise 2mM MgCl,
2,5 mM MOPS

2,5 mM Tris

10 uM Quabain

NMDG -Puffer
(pH 5.5)

100 mM NMDG-Cl

1 mM CaCl2

5 mM BaCl,

5 mM NiCl, ersatzweise 2mM MgCl,
5 mM MES

10 uM Quabain

Li -Puffer
(pH 7.4)

100 mM LiCl

1 mM CacCl,

5 mM BaCl,

5 mM NiCl,
2,5 mM MOPS
2,5 mM Tris

10 uM Ouabain

3-dimensionale Kristallstrukturdarstellungen

Strukturdarstellungen wurden mit der Software PyMOL (Schrddinger, Inc.) adaptiert. Die Strukturen
basieren auf den PDB-Dateien 3B8E (o;-UE der Schweine-Niere) und 3A3Y bzw. 2ZXE (a-UE der

Rektaldriise des Dornhais).
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2.2 Molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Herstellung mutierter cDNA und cRNA

Die cDNA der a,- und B,-Untereinheit (UE) der humanen Na /K -ATPase wurde in den modifizier-
ten Expressionsvektor pPCDNA3.1 subkloniert (Koenderink et al., 2005). Um bei den Messungen die
endogene Xenopus-Na'/K -ATPase von der heterolog exprimierten humanen a,-ATPase zu unter-
scheiden, wurden die Mutationen Q116R und N127D eingefiihrt (Price & Lingrel, 1988). Diese
Sequenzvarianten existieren natiirlicherweise in der o,-UE der Ratte, die damit im Vergleich zu
anderen Spezies-Isoformen deutlich unempfindlicher gegeniiber Ouabain ist. Auf diese Weise wird
die Ouabainsensitivitdt des Proteins stark reduziert, sodass die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) dann im mM-Bereich lag. Dieses Konstrukt wird im Folgenden als Wildtyp (WT) bezeichnet.
Die Mutagenese wurde mit dem QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene)
durchgefiihrt, das eine einfache und prizise Einflihrung einer zielgerichteten Mutation in ein Plasmid
ermoglicht. Bei der QuikChange®-Methode wird von zwei gegenldufigen mutagenen Oligonukleo-
tid-Primern ausgehend mithilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) das gesamte Plasmid
amplifiziert. Im Anschluss an die PCR wurde das Produkt mit der Restriktionsendonuklease Dpnl
verdaut, die spezifisch methylierte DNA-Sequenzen erkennt und somit nur die urspriinglich als
Matrize dienende Vektor-DNA schneidet, nicht jedoch die per PCR erzeugte.

Es wurden chemisch kompetente Zellen des Bakterienstammes FE. coli (XL10-Gold®-
ultrakompetente Zellen, Stratagene) mittels der mutierten DNA transformiert und anschlieBend in
Gegenwart eines Antibiotikums als Selektionsmarker kultiviert. Die Isolierung der DNA erfolgte
entweder mit dem peqGold Plasmid MiniPrep Kit II (Peqlab) oder mit dem JETSTAR Plasmid Kit
(GENOMED). Nach erfolgreicher Sequenzierung durch Eurofins MWG Operon (Deutschland) dien-
te die mutierte Plasmid-DNA als Ausgangsmatrize fiir die cRNA-Synthese. Dazu wurde die
Plasmid-DNA in 3°‘-Richtung hinter der cDNA-Sequenz mit der Restriktionsendonuklease Xbal
linearisiert. Die Transkription zu RNA erfolgte mit der T7-RNA-Polymerase (T7 mMessage
mMachine Kit, Ambion), da der verwendete pPCDNA3.1-Vektor einen T7-Promoter enthilt.
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2.2.2 Plasmamembran- und Totalmembranpriparation

Eine Plasmamembranpriparation wurde durchgefiihrt, um die Proteine spezifisch aus der Plasma-
membran der Xenopus-Oozyten zu isolieren (Abschnitt 2.3.2) und so z.B. die zelluldre
Zielsteuerung eines Proteins zu untersuchen. Methodisch beruht die Plasmamembranisolation auf
der im Allgemeinen negativen Oberflachenladung biologischer Membranen, sodass positiv geladene
Silikakiigelchen (engl. beads) an die Plasmamembran intakter Zellen gebunden werden kénnen, um
danach Plasmamembranfragmente durch einfache Zentrifugation von intrazelluldiren Membranantei-
len und vom Zelllysat trennen zu kénnen (Kamsteeg & Deen, 2000).

Pro Konstrukt wurden 8-12 intakte Oozyten in MBSS-Puffer mit 1 % kolloidalen Silikakiigelchen
(Ludox®, Aldrich) fiir 30 min bei 4°C langsam rotiert (Rotator 34528E, Snijders) und anschlieSend
zweimal mit MBSS gewaschen. Um die noch freien positiv geladenen Oberflichenabschnitte der
membrangebundenen Silikakiigelchen zu neutralisieren, wurden die Oozyten in 0,1%iger Polyacryl-
sdure in MBSS 30 min bei 4°C rotiert und anschlieBend zweimal mit einer modifizierten Barth-
Losung (MBS) gewaschen. Die Oozyten eines Konstrukts wurden in jeweils 1,5 ml HbA-Losung,
die einen Protease-Inhibitor (Complete®, Roche) enthielt, homogenisiert und bei 10 g und 4°C fiir
30 s zentrifugiert. 1300 pl wurden dem Uberstand fiir die Totalmembranpriparation entnommen. Es
wurden dann jeweils 1000 ul HbA den Plasmamembranproben dazugegeben, fiir 30 s zentrifugiert
und 1000 pl des Uberstandes verworfen. Dieser Schritt wurde dreimal durchgefiihrt, wobei nachei-
nander bei 10 g, 20 g und 40 g zentrifugiert wurde. Die Proben fiir die Totalmembranpriparation
(Uberstand nach der ersten Zentrifugation) wurden 3 min bei 2000 g und 4°C zentrifugiert und das
Pellet verworfen. AbschlieBend wurden die Proben der Plasma- und der Totalmembranpréparation
fiir 30 min bei 4°C und 16000 g zentrifugiert und die Pellets in Laemmli-Puffer (Laemmli, 1970)
resuspendiert (4 pl pro Oozyte).

2.2.3 Western Blot

Die Proteine wurden in einem 10%igen SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Es
wurden jeweils 8 pl (entsprechend zwei Oozyten) der Proben und zum Vergleich ein Gewichtsstan-
dard (SeeBlue®Plus2, Invitrogen; Protein Marker V, AppliChem) aufgetragen - die a-Untereinheit
der Na'/K'-ATPase hat eine Molmasse von ca. 110 kDa. Die Proteine wurden anschlieBend im
Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, welche in PBST mit 5 % Mager-
milchpulver mindestens 2 h bei 18°C gewaschen wurde. Anschlieend lie man die Proteine mit
einem fiir die a,-UE der Na'/K'-ATPase spezifischen Antikérper (Rabbit anti-sodium pump alpha 2
polyclonal antibody, AB9094, Chemicon), welcher 1:2000 in PBST mit 1 % Magermilchpulver
gelost war, fiir 12 h bei 18°C reagieren. Nach mehrmaligem Waschen mit PBST erfolgte die Be-
handlung (1 h bei 18°C) mit dem zweiten Antikorper (goat anti-rabbit, Dako), 1:10000 verdiinnt in
PBST mit 1% Magermilchpulver, der an den ersten Antikorper bindet. An diesen Sekundér-
Antikorper ist die Meerrettich-Peroxidase (HRP) gekoppelt, die mit Lumineszenzreagentien (Roti®-
Lumin, Roth) reagiert, und durch die Chemilumineszenzreaktion konnte das Antigen auf einem
Rontgenfilm (Fuji, GE Healthcare, Japan) detektiert werden. Die Banden in den Western Blots wur-

den densitometrisch mit dem Programm Image] (Wayne Rasband, USA) quantifiziert.
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2.3 Xenopus laevis
2.3.1 Einleitung

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden Oozyten des Krallenfrosches Xenopus
laevis verwendet, da sie als zelluldres Expressions- und Translationssystem fiir die Forschung im
Bereich der Biophysik, Biochemie und Elektrophysiologie etabliert sind (Hilken et al., 1997). Be-
reits 1971 konnte gezeigt werden, dass Oozyten nach Mikroinjektion exogener mRNA Proteine
exprimieren (Gurdon et al., 1971). Diese weitgehend undifferenzierten Zellen haben hohe Transla-
tionsraten, da sie iiber eine grole Anzahl an Ribosomen verfiigen. Aufgrund ihres Durchmessers von

1-1,3 mm eignen sie sich gut fiir elektrophysiologische Untersuchungen (Colman, 1984).

Abb. 2.3-1: Weibliches Tier des Siidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis und Oozyten im Stadium V
und VI (Dumont, 1972).

2.3.2 Qozytenpriparation

Die Oozyten des Xenopus laevis befinden sich in sackféormigen Gebilden, den sogenannten Mesova-
rien, im Bauchraum des Frosches. Fiir die Oozytenpréparation wurde ein Teil des Ovariengewebes
unter Betdubung des Krallenfrosches mit 0,1%igem Tricain operativ entnommen. Um die Oozyten
schonend zu isolieren, wurde das Ovar einem Kollagenase-Verdau in kalziumfreier ORI-Losung mit
2 mg/ml Kollagenase und 10 mg/ml Trypsin-Inhibitor fiir 3-5 h bei 18°C unterzogen. Die Oozyten
wurden anschlieBend mit ORI-Lsung gewaschen und in Ca**-haltigen ORI-Lésung mit Zusatz von
50 pg/ml Gentamycin bei 18 °C aufbewabhrt.

In Oozyten der Stadien V und VI (Dumont, 1972) wurde ein Gemisch aus der cRNA der jeweiligen
op-Konstrukte (25 ng/Oozyte) und der humanen B;-Untereinheit (2,5 ng/Oozyte) injiziert. Die Ex-
pressionszeit betrug drei Tage. Wihrenddessen wurden die Oozyten in Ca*'-haltiger ORI-Losung

mit Gentamycin (50 pg/ml) bei 18°C gelagert.
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2.4 Elektrophysiologie
2.4.1 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik

Zur Funktionsanalyse der Na'/K'-ATPase-Mutanten wurde die Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Technik (TEVC) angewendet. Das Prinzip wurde bereits von Hodgkin und Huxley zur Untersu-
chung der Erregbarkeit von Nervenzellen genutzt (Hodgkin et al., 1952). Durch diese Methode ist es
moglich, die Messung des iiber eine Zellmembran flieBenden Stroms und der Spannung voneinander
zu entkoppeln und somit beide Parameter unabhéngig voneinander kontrollieren und messen zu
konnen. Mithilfe spezieller Spannungssprung-Protokolle konnen Informationen iiber die Kinetik
oder iiber spannungsabhingige Schritte im Reaktionszyklus der Na'/K'-ATPase erhalten werden.
Die Messprinzip wurde von Finkel und Gage beschrieben (Finkel & Gage, 1985) und ist im Folgen-
den kurz erlautert (Abb. 2.4-1).

Verstarker

Perfusion
—_—

Abb. 2.4-1: Schematische Darstellung der Messapparatur.
mit der Potentialelektrode E,, der Stromelektrode E., den Badelektroden E..; und E., den Operationsverstérkern A,
und A,, dem Membranpotential V,, und dem Haltepotential V.

Wihrend der Messung befindet sich die Oozyte in einer Messkammer, die mit verschiedenen Losun-
gen perfundiert werden kann. Zwei Mikroelektroden, die Spannungselektrode E, und die
Stromelektrode E. stehen mit dem Zellinnern in elektrischem Kontakt. Das Membranpotential V,,
wird zunéchst zwischen der Spannungselektrode E, und einer Badelektrode, die Referenzelektrode
E..r, gemessen. Uber die zweite Badelektrode (E.) ist das Bad geerdet. V,, wird von einem Opera-
tionsverstirker (A,), der an die Spannungselektrode gekoppelt ist, aufgezeichnet. Dieser Verstirker
arbeitet als Spannungsfolger (das Ausgangssignal ist gleich dem negativen Eingangssignal). So kann
das hochohmige Signal der Potentialelektrode von Gerdten mit niederohmigen Eingang (z. B. Auf-
zeichnungsgerite) entkoppelt werden. AufBlerdem kann der Eingangswiderstand der
Potentialelektrode so erhoht werden, dass die iiber die Elektroden flieBenden Strome minimiert wer-
den. V,, wird dann in einem negativen Riickkopplungsverstirker (A,) mit dem Halte- bzw.

Klemmpotential V.4 vergleichen. Das Ausgangssignal von A, ist proportional zur Differenz zwi-
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schen V, und V.. Aus der Differenz dieser Signale ergibt sich der Strom I, der nétig ist, um das
Haltepotential zu erreichen. Der Strom wird iiber die Stromelektrode E. appliziert und flieft durch
die Membran. Er entspricht dem lonenstrom durch die Oozytenmembran mit dem Membranwider-
stand R, bei einem entsprechenden Haltepotential V 4. Ein negativer Strom entspricht der

elektrophysiologischen Konvention einem Einstrom positiver lonen in die Zelle.

2.4.2 Messverfahren

Fiir die Strommessungen in Abhéngigkeit von der Spannung wurden Ag/AgCl-Elektroden verwen-
det. Dafiir wurden aus Borsilikat-Glaskapillaren (GB150F-8P, Science Products) feine Pipetten
mithilfe eines Pipettenziehgeréts (Puller, Model PC-10, Narishige) gezogen, mit 3 M KCI-
Elektrolytlosung gefiillt und auf einem Elektrodenhalter fixiert, so dass die Ag/AgCI-Elektrode in
die KCI-Elektrolytlosung tauchte. Diese Mikroelektroden wiesen Widerstinde von 0,6-2,5 MQ auf.
Die extrazelluldren Ag/AgCl-Badelektroden befanden sich in einer 3 M KCI-Lésung und waren iiber
Agarbriicken mit der Messlosung verbunden. Die Messungen wurden unter Verwendung des Ver-
stirkers Turbo TEC-10CX (NPI Electronics, Tamm) und des Computerprogramms pClamp9.2
(Axon Instruments/Molecular Devices, Union City, CA) durchgefiihrt. Die Signale wurden mit
1,0-1,3 kHz gefiltert und mit einer Abtastfrequenz von 10 kHz aufgezeichnet. Die Auswertung der
Messdaten erfolgte mit dem Programm Clampfit 10.2 (Axon Instruments) und mit Origin 7.0
(OriginLab Corporation).

Bevor die Strome der Na'/K'-ATPase elektrophysiologisch gemessen werden kénnen, muss die
intrazellulire Na'-Konzentration der Oozyten erhoht werden (LaTona, 1990). Dazu wurden die Zel-
len fiir 45 min in eine Na'-Ladelosung gegeben und anschlieBend in Na'-Puffer (pH 7,4) fiir
mindestens 30 min inkubiert. Fiir die Messung wurde die Oozyte in der Messkammer platziert, die
mit Na'-Puffer gefiillt war, und die Spannungs- und Stromelektrode eingestochen. Ausgehend von
einem Haltepotential von -30 mV wurden verschiedene Spannungspulse (Dauer: 200 ms) zwischen
+60 mV und -140 mV (in 20 mV-Schritten) angelegt, bevor wieder auf -30 mV geklemmt wurde
(Abb. 2.4-2). Dieses Spannungssprung-Protokoll wurde in unterschiedlichen Lésungen angewendet.
Es wurden nur Strome an Oozyten gemessen, die beim Haltepotential von -30 mV dicht genug

waren (0 >1>-100 nA in Na'-Puffer).

60 +60 mV 151
40 '
I . 60
+60 mV
E 04 < 05
~ -204 i N
2 40 | Haltepotential E 00 Haltepotential
5 -30mv S -30 mv
5 -60 & 05
o -804
-1,04
2 0o -140 mv
-120 s
-140 -140 mV -2,0 T T T T T 1
T T T T ) 0 50 100 150 200 250 300 350
0 50 100 150 200 250
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Abb. 2.4-2: Angewandtes Spannungssprung-Protokoll und exemplarisch die dazugehdrige Stromantwort einer
Oozyte.
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K -induzierte stationire Strome

Unter K'-induzierten Stromen versteht man solche Stréme, die die Na'/K'-ATPase in Abhéingigkeit
von der extrazelluldren K'-Konzentration und dem angelegten Transmembranpotential vermittelt.
Da diese bei einem geniigend langen Potentialpuls eine stationdre Amplitude aufweisen, werden sie
im Folgenden als ,,K -induzierte stationdre Strome* bezeichnet. Diese stationiren Stromamplituden
der Oozyten wurden sowohl unter Na'-Einfluss, als auch unter Na'-freien Bedingungen analysiert.

Die Stréme unter Na'-Einfluss wurden anhand der Differenz zweier Stromsignale bestimmt. Dabei
wurde die Stromantwort, die die Oozyten in K -freiem Na'-Puffer vermittelte von denen abgezogen,
die in K'-haltigen Na'-Puffern gemessen wurde. Fiir diese Strome wurde das Symbol "I einge-
fithrt, wobei der Index x die jeweils verwendete extrazellulire K'-Konzentration angibt. Analog
dazu erfolgten die Messungen unter Na'-freien Bedingungen in NMDG '-Puffer, wobei auch hier die
stationdre Stromamplitude der Oozyten, die in K'-freiem Puffer detektiert wurde, von denen in

K'-haltigen Losungen abgezogen wurde. Fiir diese Strme gilt das Symbol “I,k.

Ouabainsensitive Strome

Abhéngig von der extrazelluldiren Ouabainkonzentration kann entweder die Oozyten-endogene oder
aber auch die heterolog exprimierte Na'/K'-ATPase inhibiert werden. Zur Analyse der Pumpstréme
der heterolog exprimierten Na'/K'-ATPase mussten diese von den Strémen der endogenen Pumpe
separiert werden. Durch die extrazelluldre Applikation von 10 uM Ouabain im jeweiligen Messpuf-
fer wurde die endogene Pumpe inhibiert, ohne dass die heterolog exprimierte Na'/K'-ATPase
funktionell eingeschrankt wurde. Daher enthielten alle Messlosungen, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, eine Ouabainkonzentration von 10 puM.

Eine Inhibition der heterolog exprimierten Na'/K -ATPase wurde mit einer extrazelluldren Oua-
bainkonzentration von 10 mM erreicht. Um stdrende Hintergrundleitfahigkeiten der Oozyten zu
eliminieren, wurden die einzelnen Stromsignale bei unterschiedlichen Messbedingungen mit und
ohne 10 mM extrazellulirem Ouabain aufgenommen. ,,Ouabainsensitive Strome* sind die Strome,
die aus der Differenz eines Stromsignals in An- oder Abwesenheit von 10 mM Ouabain gebildet
wurden. Diese wurden in K -haltigen oder K'-freien Losungen aufgenommen.

Analog zu den K'-induzierten Strémen wurden auch die K'-abhiéingigen ouabainsensitiven Stréme
sowohl unter Na'-haltigen als auch unter Na'-freien Bedingungen gemessen. Der Na'-Einfluss auf
die Pumpstrome wurde dabei dadurch bestimmt, dass die Stromantwort in Na'-Puffer mit 10 mM
Ouabain von der in K'-haltigen Na'-Puffer gemessenen abgezogen wurde. Dies erfolgte fiir ver-
schiedene extrazellulire K'-Konzentrationen. Fiir diese Strome wurde das Symbol NalxK,ouab
eingefiihrt. Stréme ohne Na'-Einfluss wurden im NMDG -Puffer aufgenommen, wobei die Diffe-
renzstrome analog zu den Na'-haltigen Bedingungen gebildet wurden. Fiir diese Strome wird das
Symbol Index ONaIxK,Ouab verwendet.

Fiir den Zusammenhang zwischen K'-induzierten Stromen und K'-abhingigen ouabainsensitiven

Stromen g]lt IxK,ouab = IxK+ IOK,ouab~
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2.4.3 Auswertung stationirer Strome

Auswertung stationirer Na /K -Pumpstrome
Mithilfe der TEVC-Methode wurden mittels eines Spannungssprung-Protokolls (Abb. 2.4-2) die

stationdren Pumpstrome der Na'/K'-ATPase in Abhingigkeit vom Transmembranpotential aufge-
nommen. Dies erfolgte in unterschiedlichen Messlosungen. Es wurden nur Strome ausgewertet bei
Oozyten, die hinreichend genug exprimiert hatten. Das heift, der Differenzstrom in 10 mM K und
bei +60 mV betrug mindestens 100 nA.

Um die Spannungsabhingigkeit der apparenten K'-Affinitit zu untersuchen, wurden die jeweiligen
K -induzierten stationdren Stréme in Na'- und bzw. oder in NMDG -Puffer ermittelt (s. oben). Die
Stromantworten, die bei unterschiedlichen K -Konzentrationen detektiert wurden, wurden anschlie-
Bend auf die Stromamplitude, die fiir 10 mM K’ bei einem Membranpotential von 0 mV ermittelt
wurde, normiert. Die normierten Stromwerte wurden schlielich gegen die Spannung aufgetragen
(Abb. 2.4-3A).
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Abb. 2.4-3: Exemplarische Darstellung einer K'-induzierten I(V)-Kurve und einer Stromkurve in Abhiingig-
Kkeit von [K']exe

A) Die normierte K'-induzierte I(V)-Kurve einer Oozyte bei 10 mM K" ist als Beispiel dargestellt. Diese Kurve kann
fiir unterschiedlich [K'].,, aufgenommen werden.

B) Fiir jedes angelegte Membranpotential (hier +60 mV) wurden die Stromwerte gegen unterschiedliche [K ']y
aufgetragen und konnten mittels einer Hill-Gleichung (Gl. 2.4-1) approximiert werden (schwarze Kurve).

Von den auf diese Weise erhaltenen Strom-Spannungs-Kurven wurden fiir ein gegebenes Membran-
potential die stationiren Stromamplituden gegen die K'-Konzentration aufgetragen (Abb. 2.4-3B).
Die dabei erhaltenen Kurven wurden durch die folgende Hill-Gleichung approximiert:

Imax

1 +( Kos )nH
[K*]ext Gl 2.4-1

(mit I: Strom; I maximaler Strom; [K ]ox: extrazellulire K -Konzentration; ny: Hill-Koeffizient)

[ =

Der Hill-Koeffizient variierte zwischen 1 und 1,5. Auf diese Weise wurde pro Membranpotential der
Ko s-Wert ermittelt, der derjenigen K'-Konzentration entspricht, bei der der Strom halbmaximal ist.
Diese Werte wurden gegen das Membranpotential aufgetragen, um durch Vergleich mit den Werten
des Wildtyp-Proteins ggf. Aussagen iiber Verinderungen der apparenten K'-Affinitit treffen zu

konnen.
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Auswertung stationdrer Strome unter K -freien Bedingungen

Fiir das WT-Enzym konnten unter Na'- und K -freien Bedingungen bei negativen Potentialen oua-
bainsensitive stationdre Einstrome (sogenannte Leckstrome) gemessen werden, die fiir V— — « eine
asymptotisch lineare Abhéngigkeit vom Membranpotential aufwiesen (Abschnitt 1.2.4). Beim
WT-Protein sind diese Strome aber ausschlieBlich einwérts gleichgerichtet. Einige der in dieser Ar-
beit untersuchten Konstrukte lieBen jedoch ouabainsensitive Leckstrome in beide Richtungen zu.
Aus diesen Leckstromen, die kein Gleichrichtungsverhalten aufwiesen, wurden Umkehrpotentiale
bestimmt, um die Abhingigkeit dieser Strome von Na'- oder H'-Ionen zu untersuchen.

Mit der Nernst-Gleichung kann das thermodynamische Gleichgewichtspotential in Abhéingigkeit
vom Konzentrationsgradienten einer lIonensorte berechnet werden. Ist die Membran selektiv per-
meabel fiir eine Ionensorte (z. B. weil lonenkanéle fiir diese lonensorten die Membranleitfahigkeit
dominieren), so ist das Ruhepotential in guter Naherung durch das jeweilige Gleichgewichtspotential
bestimmt. Mithilfe der Nernst-Gleichung kénnen Umkehrpotentiale von Stromen errechnet werden,
sofern die Membran fiir eine lonensorte permeabel ist. Die Strome, in denen Protonen der Ladungs-
triger sind, kdnnen abhéngig vom extrazelluldren pH-Wert gemessen werden und die Verschiebung
des Umkehrpotentials betrdgt im Idealfall 59 mV pro pH-Einheit. Eine solche Umkehrpotentialver-
schiebung kann z. B. anndhernd bei Protonenkanilen gemessen werden (Decoursey, 2003).

Eine Erweiterung dieser Gleichung stellt die Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung dar (GHK-
Gl. 2.4-2). Hierbei kann das Membranpotential unter Beriicksichtigung mehrerer permeierender
Ionensorten berechnet werden unter den Annahmen, dass zwischen den Ionen keine Wechselwir-
kungen stattfinden, die Ionen zwischen wdssriger Losung und Membranphase einem
Verteilungsgleichgewicht unterliegen, die Membran homogen und das elektrische Feld in der
Membran konstant ist. Das sich einstellende ,,Ruhe“-Membranpotential stellt kein thermodynami-
sches Gleichgewicht dar, sondern definiert sich anhand eines FlieBgleichgewichtes, innerhalb dessen
die Summe aller liber die Membran flieBenden Ionenstrome Null ergibt. Der GHK-Formalismus
wird besonders bei der Untersuchung von lonenkanélen angewandt, da die Permeabilitét der Mem-
bran fiir eine lonensorte von der Anzahl der Ionenkanile abhéngig ist, die dieses lon transportieren.
Zellmembranen sind durch die unterschiedlichen Ionenkanéle fiir mehrere Ionensorten durchléssig
(in Abhingigkeit von der Aktivitit der Kanile). Die ouabainsensitiven Leckstrome der Na /K '-
ATPase-Mutanten wiesen Eigenschaften auf, die der Goldman-Formalismus beschreibt. Um heraus-
zufinden, welche Ionensorte der Ladungstrager der ouabainsensitiven Leckstrome ist (unter den hier
angewendeten Pufferbedingungen kommen nur Na'- oder H'-Ionen infrage), wurden fiir die Kons-
trukte R937L und R937S ouabainsensitive Strome bei [K'Je¢=0 und unterschiedlichen
extrazelluldren pH-Werten unter Anwendung des Spannungssprung-Protokolls in Abb. 2.4-2 gemes-
sen, und zwar bei 100 mM und 0 mM Na' . (100 mM NMDG").

. L . - . P
Aus dem grafisch bestimmten Umkehrpotential dieser Strome kann der Permeabilititsquotient %
H

berechnet werden. Nach der Goldman-Hodgkin-Katz-Gleichung kann das Umkehrpotential in die-

sem Fall wie folgt berechnet werden:

V, = R- Tln Pya * [Na*]exe + Py - [H Jexe
rev,Na F PNa : [Na+]int + PH : [H+]int

Gl. 2.4-2
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Wird extrazellulidres Na”~ durch NMDG" ersetzt, welches die Membran nicht passieren kann, ergibt

sich flir das Umkehrpotential:

Veou ot = R- T1n< Py - [H Jext )
’ F Pa - [Na*Jine + Py - [H*ing Gl 243

Durch Differenzbildung der Umkehrpotentiale konnen die unbekannten intrazelluliren Konzentra-

. + + s -
tionen an Na'- und H' -Ionen eliminiert werden:

R-T Pyga - [Nat] t
AVrev,(iNa) = VreV,Na - Vrev,NMDG =——-In (1 + —= =

F Py - [H* Jext Gl 2.4-4
Fiir den Permeabilitdtsquotienten ergibt sich:
PNa [ (F : AVrev,(iNa)) ] [H+]ext
—=|exp|————F— |- 1| ———
Py R-T [Nat]ext Gl 2.4-5
und fiir das Verhéltnis der Flussdichten:
cDNa _ l:’Na : [Na+]ext _ (F : AVrev,(iNa)) _1
&y Py [Hexe R-T Gl 2.4-6

Im Unterschied zum Permeabilititsquotienten nimmt das Verhéltnis der Flussdichten (Gl. 2.4-6) auf
die tatsdchlich durch die Membran tretenden Teilchenzahlen pro Zeiteinheit fiir jede Sorte Bezug.
Aus der Analyse dieses Parameters konnen also Riickschliisse darauf gezogen werden, welche
Ionensorte den Gesamt-Ionenfluss dominiert, insbesondere dann, wenn eine Ionensorte in einer viel-
fach hoheren Konzentration vorliegt als die andere Ionensorte, wie das hier bei Na'- und H'-Ionen
der Fall ist.

Ist die Membran bzw. das Enzym vor allem fiir eine lonensorte durchléssig, kann mithilfe der GHK-
Gleichung der I(V)-Verlauf berechnet werden, wenn die Konzentration des permeierenden Ions auf
beiden Seiten der Membran unterschiedlich ist. Unterscheiden sich die intra- und extrazelluldren
Konzentrationen einer einzelnen lonensorte, so verhilt sich die Strom-Spannungs-Kurve fiir diese
Ionensorte intrinsisch nicht-linear. Wenn angenommen wird, dass das Protein fiir Protonen permea-
bel ist, kann die Rektifizierung der I(V)-Kurve durch die Goldman-Gleichung beschrieben werden:
Py, [H* i - exp (Som) — [H ]

o exp (%) -1 Gl 2.4-7

Die Leitfahigkeit, die sogenannte slope conductance Gy+, kann aus der Steigung der I(V)-Kurve

IH+ =

(Alg+/AVy,) bestimmt werden. Sind die Protonenkonzentrationen intra- und extrazelluldr verschie-

den, kann das asymptotische Verhalten I(V)-Kurve fiir |V;,,| = oo wie folgt beschrieben werden:

F-V,

lim (I Vi P [HTinc - exp (R—"i‘n) _F Py+ - [H*

le—rﬂoo(m)_ R-T o ox (F'Vm) “R-T e [H Jine
PART Gl 2.4-8
und
FZ. Vm (_[H+]ext) F2. Vm

li I = —. . = -Pu+ - [H

le—>r1200( H+) R . T H+ (_ 1) R . T H+ [ ]ext Gl. 2.4-9
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Daraus ergibt sich, dass die Steigungsgrenzwerte bei positiven oder negativen Membranpotentialen
respektive proportional zur intra- oder extrazelluldren Protonenkonzentration sind (Thompson,
1986). Zeigt also die I(V)-Kurve diese Eigenschaften, so hat das Transportprotein eine Leitfahigkeit
fiir Protonen wie durch Goldman beschrieben (Ferreira & Marshall, 1985). Fiir diese Analyse wur-
den die logarithmierten Steigungen, die graphisch aus den I(V)-Kurven fir V— —o und
V— + o bestimmt wurden, respektive gegen den pH.,- und pHj,-Wert aufgetragen. Ergibt sich bei

einer solchen Analyse ein linearer Zusammenhang, so ist das Protein fiir Protonen permeabel.

2.4.4 Auswertung transienter Strome

Um Informationen iiber die Kinetik und Spannungsabhingigkeit des elektrogenen Na'/Na'-
Austauschs der Na'/K -ATPase (Abb. 1.2-1) zu erhalten, wurde der Zeitverlauf der ouabainsensiti-
ven Differenzstrome ausgewertet. Hierzu wurde die Zelle unter K'-freien und Na-reichen (100 mM)
extrazelluldren Bedingungen auf verschiedene Potentiale geklemmt (s. Spannungssprung-Protokoll
Abb. 2.4-2). Die zeitaufgeldsten transienten Strome (NaIOKgouab) wurden aus der Differenz der Strome
in Na'-Puffer und der Stréme in Na'-Puffer mit 10 mM Ouabain erhalten (Abb. 2.4-4).

051 wt
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Abb. 2.4-4: Transiente Strome der Na'/K*-ATPase.

Strom-Zeit-Verlauf der ouabainsensitiven Strome unter K'-freien und Na'-reichen (100 mM) Bedingungen am Bei-
spiel einer Oozyte, die das WT-Enzym exprimierte. Das verwendete Spannungssprung-Protokoll ist in Abb. 2.4-2
dargestellt. Die Strome, die ausgehend von einem konstanten Haltepotential beim Anspringen eines variablen Mem-
branpotentials detektiert wurden, entsprechen den ,,on“-Strome. Diejenigen, die beim Sprung von einem variablen
Testpotential zurlick zum Ausgangspotential gemessen wurden, werden als ,,off**-Strdme bezeichnet.

Die Daten wurden mit einer monoexponentiellen Funktion approximiert, wobei die ersten 2-5 ms
nicht berticksichtigt wurden, um eventuell noch vorhandene kapazitive Artefakte auszuschlie3en.
=1 Y"+C Gl. 2.4-10

(mit I: Strom; I,,,x: maximaler Strom; t: Zeit; 1: Zeitkonstante, C: Konstante)
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Untersuchung der Ladungstranslokation

Die wahrend des transienten Stroms transportierte Ladung Q wurde anhand der mit Gl. 2.4-10 erhal-
tenen Parameter folgendermaflen bestimmt:

Q=1Inax-T Gl 2.4-11
Diese Q-Werte wurden gegen die Spannung aufgetragen. Die resultierenden Q(V)-Kurven verlaufen
sigmoidal, da die Anzahl der Ladungen, die durch einen Spannungssprung verschoben werden,
durch die Anzahl der Na'/K'-ATPase-Molekiile in der Zellmembran limitiert ist. Dieser sigmoidale

Zusammenhang wurde mit der folgenden Boltzmann-Funktion approximiert:

_ Qmax - Qmin
Q(V) = Quin + o (Zq “F(V— Vo,s))
exp RT Gl. 2.4-12

In dieser Gleichung entsprechen Qu.x und Qi den Maximal- und Minimalwerten, die die
Boltzmann-Funktion annimmt. Vs ist das charakteristische Potential, bei dem der Mittel- oder
Symmetriepunkt der Q(V)-Verteilung erreicht ist. An diesem Spannungswert herrscht auch eine
50:50-Verteilung der Pumpmolekiile im E,P- und E,P-Konformationszustand. z, entspricht dem
Steigungsfaktor der Boltzmann-Verteilung und ist das MaB einer Aquivalentladung, die bei einem
Spannungssprung maximal pro Elementarereignis (hier: dem EP-E,P-Konformationsiibergang)
transportiert werden kann. F ist die Faraday-Konstante, R die molare Gaskonstante, T die Tempera-
tur und V das Membranpotential.

Um die Q(V)-Abhingigkeiten einzelner Na'/K'-ATPase-Konstrukte miteinander vergleichen zu
konnen, war es notig, die Werte zu normieren, damit die Vergleichbarkeit hergestellt werden konnte.
Dafilir wurde die Q(V)-Verteilung beziiglich der y-Achse verschoben, indem von den jeweiligen
Werten der entsprechende Q,,,-Wert, der nach Gl. 2.4-12 erhalten wurde, abgezogen wurde. Die
daraus resultierenden Q(V)-Werte wurden anschlieBend auf den nach Gl. 2.4-12 erhaltenen Diffe-
renzbetrag Quax - Qmin normiert. Die auf diese Weise normierten Q(V)-Verteilungen wurden
aufgetragen, wodurch die ggf. beobachtbaren Unterschiede des spannungsabhingigen Verlaufs der

verschobenen Ladungsmenge zum Wildtyp-Protein aufgezeigt und interpretiert werden konnten.

Die Kinetik der transienten Strome

Die Kinetik wurde anhand der transienten ,,on“-Strome untersucht, indem der Verlauf der Relaxa-
tionskonstanten 1" (reziproke Zeitkonstante) in Abhéngigkeit vom Membranpotential analysiert
wurde. Bei einem definierten Haltpotential V (hier -30 mV) wird das Stromsignal durch das Gleich-
gewicht der E|P/E,P-Verteilung bestimmt. Bei einem Potentialsprung relaxiert das System in einen
neuen Gleichgewichtszustand mit der Zeitkonstante t. Es gibt unterschiedliche Modelle, um die
Kinetik dieser Reaktion zu beschreiben. Das einfachste Modell ist ein Zwei-Zustands-Modell basie-
rend auf dem reversiblen Ubergang zwischen den Phosphointermediaten E,P und E,P (Geibel et al.,
2003a; Geibel et al., 2003b; Diirr et al., 2012). Der E;P-Zustand befindet sich in einem schnellen
Gleichgewicht mit der intrazelluliren Na'-Bindungs- und der Phosphorylierungsreaktion. Der

E,P-Zustand steht im schnellen Gleichgewicht mit der Na'-Freisetzung bzw. Riickbindung:
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ATP+Naj, k Nat,,
_

Die reziproke Zeitkonstante ©' (Relaxationskonstante) ist die Summe aus einer Vorwirts- und
Riickwiartsgeschwindigkeitskonstante. Es gilt:
T = ke(V) + kp (V) GL24-13
Die Spannungsabhéngigkeit der Vorwérts- und Riickwirts-Geschwindigkeitskonstante (ky und ki)
kann als monoexponentielle Funktion beschrieben werden:
Zgf' F+ Vi

ke(V) = ke (0) - exp (— T) und ky (V) = ky (0) - exp (—
kg0) und k,(0) sind die Geschwindigkeitskonstanten bei 0 mV.

Da die Ladungstranslokation wahrend des E,P-E,P-Konformationswechsels auftritt, kann aus der

Zq,b -F- Vm)
RT Gl. 2.4-14

normierten Ladung Q der relative Anteil an Pumpmolekiilen im E,P-Zustand ([E,P]) fiir jedes ange-
legte Membranpotential bestimmt werden (mit [E,;P]+[E,P]=1). Dabei gilt:
_ kW)

ke(V) + kp (V) Gl 2.4-15
Die Spannungsabhéngigkeit von k«(V) und k,(V) kann somit aus der Spannungsabhingigkeit von
t‘l(V) und der Ladung Q(V) berechnet werden:
ke(V) = Q(V) - (V) und k, (V) = [1 = Q(W)] - (V) Gl 2.4-16

Wenn bei bestimmten Na'/K'-ATPase-Mutanten die Spannungsabhingigkeit von T' im Vergleich

Q(V) = [E;P]

zum WT-Enzym verdndert ist, kann diese Analyse zusétzliche Informationen dariiber geben, ob der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Vorwirts- oder Riickreaktion im Na'/Na'-

Austauschmodus veridndert ist.

2.4.5 Koexpression mit dem epithelialen Natriumkanal

Um die intrazelluldre Na'-Konzentration der Oozyten zu kontrollieren und somit deren Einfluss auf
die Aktivitit der Na'/K -ATPase untersuchen zu kénnen, wurde die Pumpe mit einem epithelialen
Natriumkanal (ENaC) koexprimiert.

Bei ENaC handelt es sich um einen konstitutiv aktiven Na'-Kanal, der sich durch die Zugabe von
10 uM Amilorid inhibieren ldsst. Aufgrund dieser Funktionsweise konnten Oozyten, die ENaC ex-
primierten, unter definierten Pufferbedingungen mit Na" beladen werden. Durch Zugabe von 10 pM
Amilorid konnte diese Beladung gezielt gestoppt werden.

Aufgrund der konstitutiven Aktivitit des ENaC in Abwesenheit von Amilorid kann davon ausgegan-
gen werden, dass die Permeabilitit der Oozytenmembran iiberwiegend durch die Na'-Leitfihigkeit
bestimmt wird. Daher kann die intrazellulire Na'-Konzentration annihernd durch die Nernst-

Gleichung fiir ideal semipermeable Membranen beschrieben werden:

Viey * F
[Na*]iny = [Nat]ey - exp (%) Gl 2.4-17

wobei V., dem Umkehrpotential der ENaC-exprimierenden Oozyte entspricht.

Auf diese Weise konnte die Funktionalitit der Na'/K'-ATPase mit der intrazelluldren
Na'-Konzentration in Bezug gesetzt werden, wodurch der Einfluss von zytosolischem Na' auf die

enzymatische Aktivitét analysiert werden konnte.
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In simtlichen hier durchgefiihrten ENaC-Messungen wurde der Kanal mit der Na'/K'-ATPase
koexprimiert. Daflir wurden zusdtzlich zur RNA der a,- und B;-Untereinheit der Pumpe jeweils
0,3 ng der o-, B- und y-UE der cRNA des ENaC-Kanals aus der Rattenniere koinjiziert (Hasler et al.,
1998). Die Zellen wurden anschlieBend je nach Experimentbedingung fiir drei Tage bei definierten
Pufferbedingungen gelagert. In den danach durchgefiihrten elektrophysiologischen Messungen wur-
den die Ni*"-Ionen (5 mM) im extrazelluldren Messpuffer durch Mg*"-Ionen (2 mM) ersetzt, da Ni**
einen inhibitorischen Effekt auf den ENaC-Kanal hat (Cucu et al., 2005).

Zunéchst wurde die intrazellulire Natriumkonzentration der Oozyten nach der Beladungsprozedur
bestimmt. Dafiir wurden die Zellen nach der RNA-Injektion fiir drei Tage in ORI-Puffer mit 10 pM
Amilorid gelagert. AnschlieBend erfolgte die Na'-Beladung der Zellen wie in Abschnitt 2.4.2 be-
schrieben, wobei sowohl der Na'-Ladelosung als auch dem Na'-Puffer 10 pM Amilorid zugegeben
war. Das Umkehrpotential der Oozyten, die unter diesen Bedingungen gelagert und beladen wurden,
wurde anschliefend mittels der TEVC bestimmt, wobei die Zelle in 10 mM Na'-Puffer gemessen
wurde. Aus dem daraus erhaltenen Wert wurde die intrazellulire Na'-Konzentration berechnet.

Des Weiteren wurde die Funktionalitit der Na'/K'-ATPase in Abhingigkeit von der intrazelluliren
Na'-Konzentration bestimmt. Dafiir wurde die intrazellulire Na'-Konzentration der Oozyten
schrittweise erhoht und anschlieend die stationdren und transienten Stréme in Abhédngigkeit von
[Na']; gemessen, wobei in allen Messlosungen 10 uM Amilorid enthalten war. Hierfiir wurden die
Oozyten 2-3 Tage in Na'-reduzierter ORI-Losung (in mM: 100 NMDG-Cl, 10 NaCl, 5KCl,
1 MgCl,, 2 CaCl,, 2.5 TRIS, 2.5 MOPS, pH 7,4) aufbewahrt, da die ENaC-Expression am effektiv-
sten bei 10-15 mM [Na' ]y ist (Kusche-Vihrog et al., 2009). AuBerdem entspricht dies der mittleren
intrazelluldren Na'-Konzentration der Oozyten, wodurch die Zellen wihrend der Expressionsphase
zusétzlich geschont wurden (Weber, 1999). 18-24 h vor der Messung wurden die Oozyten in
Na'-freiem Puffer (in mM: 110 NMDG-Cl, 5 KCl, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 2.5 TRIS, 2.5 MOPS, pH 7,4)
inkubiert, um [Na ']y zu reduzieren. Die schrittweise intrazellulire Beladung mit Na" erfolgte an-
schlieBend in Puffern mit zuerst 10 mM Na' und dann 100 mM Na’, indem die Zelle auf -30 mV
oder -100 mV fiir mehrere Minuten geklemmt wurde, wobei fiir jeden Beladungsschritt [Na+]im aus
Viey in 10 mM bzw. 100 mM Na'-Puffern nach Gl. 2.4-17 ermittelt wurde.
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3.1 Elektrophysiologische Messungen am Wildtyp-Protein

3 Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Messungen am Wildtyp-Protein

Zu Beginn werden die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen des Wildtyp-Proteins
(WT) dargestellt. Die Daten entsprechen Mittelwerten (£ S.E.) aus Messungen an 16-22 Oozyten aus
mindestens drei unterschiedlichen Zellchargen. Es soll ein Uberblick iiber die Auswertungs- und
Interpretationsmethodik gegeben werden, um funktionelle Unterschiede von Mutationskonstrukten

im Vergleich zum WT-Enzym verdeutlichen zu koénnen.

3.1.1 Spannungs- und [K'].-Abhiingigkeit stationiirer Pumpstréme

Stationdre Strome in Na'-haltigen Losungen

Um die Spannungsabhingigkeit des Na'/K'-Austauschtransports der Na'/K'-ATPase zu untersu-
chen, wurden die K'-stimulierten stationiren Pumpstrome bei verschiedenen Potentialen in
Na'-reichen Losungen ermittelt. Dabei wurden die Oozyten in Puffern gemessen, die eine konstante
Na'-Konzentration von 100 mM und variable K'-Konzentrationen enthielten. Dies kann auf zwei
unterschiedliche Arten erfolgen. Die K -induzierten Stréme ("“I,x) wurden aus der Differenz der
Stréme in Gegenwart einer bestimmten extrazelluliren K'-Konzentration [K']ex und in Abwesenheit
von extrazellulirem K" bei 100 mM Na' berechnet (Abschnitt 2.4.3). Strome, die aus der Differenz
von Strémen in K'-haltiger Losung und Strémen in Puffern mit 10 mM Ouabain gebildet wurden,
werden als ,,K"-abhiingige ouabainsensitive Strome* (*Iik ouan) bezeichnet.

Bei einer extrazelluldren Na'-Konzentration von 100 mM ist der Unterschied zwischen NalxK,ouab und
N,k im Falle des WT-Enzyms vernachlissigbar klein, da Oozyten, die das WT-Protein exprimieren,
nur sehr kleine ouabainsensitive Strome bei 0 mM K~ aufweisen (NaIOK’Ouabz 0; s. rote Kurve in
Abb. 3.1-1A). Die K -induzierten Stréme entsprechen somit nahezu den tatséchlichen Pumpstromen,
die auf den Austausch 3Na'/2K" zuriickzufiihren sind.

In Abb. 3.1-1A sind die K'-induzierten Strom-Spannungs-Kurven des WT-Enzyms bei verschiede-
nen [K ']y dargestellt. Die I(V)-Kennlinien folgten typischerweise einem glockenformigen Verlauf,
wobei das Maximum bei steigender [K ]ox zu positiven Membranpotentialen hin verschoben wurde.
Bei sittigender K'-Konzentration von 10 mM war das Maximum bei +60 mV noch nicht erreicht.
Die Verringerung der K'-Pumpaktivitit bei Hyperpolarisation ist durch die Kompetition von Na"
und K" um die extrazelluliren Bindungsstellen bedingt. Bei Hyperpolarisation erhoht sich die effek-
tive Konzentration von extrazellulirem Na“ an den Bindungsstellen, dadurch wird das
Reaktionsgleichgewicht des Enzyms zum E,-Zustand (Na'-Riickbindung) verschoben. Die Vor-
wirtsreaktion des Pumpzyklus® wird gehemmt und zeigt sich experimentell in Form eines
verminderten stationdren Pumpstroms (Abb. 3.1-1A). Die mechanistischen Grundlagen dieser

Na'-Riickbindung werden anhand eines access-channel-Modells erklart (Abschnitt 1.2.2).
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Abb. 3.1-1: Spannungs- und [K'].-Abhiingigkeit stationirer Pumpstrome des WT-Enzyms bei
[Na"]exe = 100 mM.

A) K'-induzierte Strome des Wildtyp-Proteins in Abhingigkeit von der Spannung und der extrazelluldren
K'-Konzentration bei [Na']., = 100 mM. Unterschiedliche [K"].y sind durch verschiedene Farben dargestellt. In Rot
gezeigt sind die ouabainsensitiven stationiren Stréme bei 0 mM K.

B) Gezeigt ist die Spannungsabhingigkeit der K, s-Werte, die aus den Strom-Spannungs-Verldufen in (A) mittels
einer Hill-Approximation ermittelt wurden (Abschnitt 2.4.3). Die Werte wurden mithilfe einer Polynomfunktion
zweiten Grades approximiert.

Fiir jedes angelegte Membranpotential wurde der Ko s-Wert (Abschnitt 2.4.3) bestimmt. K5 ent-
spricht der extrazelluliren K'-Konzentration, bei der der stationire Pumpstrom seinen
halbmaximalen Wert erreicht hat. Die Spannungsabhingigkeit von Kos in 100 mM Na’, kurz
Ko s(Na"), ist fiir das Wildtyp-Enzym in Abb. 3.1-1B dargestellt. Die Kurve folgte einem parabel-
formigen Verlauf, deren Minimum von 1,1 mM bei ca. -6 mV lag. Aus den K,s(Na')-Werten
werden iiblicherweise Riickschliisse auf die apparente Affinitit der Na'/K -ATPase fiir extrazelluli-
res K' gezogen, die durch die Kompetition mit Na* um die extrazelluliren Bindungsstellen
beeinflusst wird. Anhand des spannungsabhingigen Kurvenverlaufs von Ky s(Na") wurde deutlich,
dass die apparente K -Affinitit bei einer Hyperpolarisation von unter -6 mV sinkt. Dies beruht auf

der Verschiebung des Reaktionsgleichgewichts hin zur Na'-Riickbindung.

Stationdre Strome in Na'-freien Losungen

Da der spannungsabhingige Verlauf der Pumpstrome und auch die apparente K -Affinitit von
[Na'].. abhingig sind, wurden I(V)-Kurven zusitzlich in 0 mM Na' (100 mM NMDG") ermittelt.
Auch hier wurde die extrazellulire K'-Konzentration variiert, allerdings in einem niedrigeren Be-
reich (Abb. 3.1-2). Unter diesen Messbedingungen waren die K'-induzierten ("I) und die
K+—abhéngigen ouabainsensitiven Strome (ONaIxK,ouab) nicht mehr identisch (Abb. 3.1-2A und
Abb. 3.1-2B klein). So war die Spannungsabhingigkeit der K'-abhéingigen ouabainsensitiven Stro-
me geringer ausgeprigt (Abb. 3.1-2A), die Strome wiesen aber bei hohen K'-Konzentrationen einen
leicht positiven Anstieg auf. Der maximale Pumpstrom bei 0 mV (5 mM K") unterschied sich jedoch
nicht vom Maximalstrom in 100 mM Na" (Abb. 3.1-1A).

Die K'-induzierten Strom-Spannungs-Kurven (Abb. 3.1-2B in klein) zeigten dagegen eine negative
Steigung, was bereits von Rakowski und Kollegen gezeigt wurde (Rakowski et al., 1991). Diese
Strome wurden bestimmt, um die Kos(ONa')-Werte fiir jeden Spannungspuls zu ermitteln. Die

Spannungsabhingigkeit der Kos(ONa')-Werte folgte dem Verlauf einer sehr flachen Parabel
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(Abb. 3.1-2B). Die apparente K -Affinitit war im Vergleich zu der in Na'-haltigen Losungen iiber
den gesamten hier getesteten Potentialbereich um den Faktor 10 erh6ht mit einem minimalen
Ko,s(ONa+)—Wert von ca. 0,14 mM. Bei Depolarisation erhohten sich die KO,S(ONa+)—Werte. Aus die-
sem Verhalten wurde auf einen externen access channel auch fir K' geschlossen, wobei die
dielektrische Konstante der K'-Bindung wesentlich geringer ist als die der Na'-Bindung (Abschnitt
1.2.2 und Sagar & Rakowski, 1994).
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Abb. 3.1-2: Spannungs- und [K'|.~-Abhiingigkeit stationirer Pumpstrome des WT-Enzyms bei
[Naexe = 0 mM.

A) K'-abhiingige ouabainsensitive Strome des Wildtyp-Proteins in Abhingigkeit von der Spannung und der extrazel-
luldren K*-Konzentration bei [Na']e, = 0 mM. Die Strome wurden innerhalb eines Experiments auf die Amplituden
bei 5mM [K']. und 0 mV normiert. Unterschiedliche [K ']y sind durch verschiedene Farben dargestellt. In Rot
gezeigt sind die ouabainsensitiven Leckstrome bei 0 mM K.

B) Gezeigt sind die K, s-Werte, die aus den K'-induzierten Strom-Spannungs-Verliufen bei 0 mM Na' in Abhingig-
keit von der Spannung ermittelt wurden. Die Werte wurden mithilfe einer Polynomfunktion zweiten Grades
approximiert. Die K'-induzierten I(V)-Kurven sind in dem kleinen Einschubdiagramm dargestellt, fiir das die gleiche
Legende wie fiir Abb. 3.1-2A gilt.

Die K'-Affinititen aus den hier ermittelten K, s-Werten sind allerdings iiberlagert von einem ande-
ren mechanistischen Effekt, da unter Na'- und K'-freien Bedingungen bei einer Hyperpolarisation
unter -20 mV einwiartsgerichtete ouabainsensitive Strome gemessen werden konnten (s. rote Kurve
in Abb. 3.1-2A). Bei diesen von Rakowski und Kollegen erstmals beschriebenen Strémen, handelt es
sich vermutlich um Protonenstréme, die pH-abhingig sind und durch K, aber auch durch extrazellu-
lires Na' inhibiert werden. Hierfiir wurden bereits verschiedene Modelle (Abschnitt 1.2.4) fiir die
zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen diskutiert (Rakowski et al., 1991; Wang & Horisberger,
1995; Rettinger, 1996; Vasilyev et al., 2004; Li et al., 2006). Auf diese wird in Abschnitt 4.1.3 (Dis-
kussion) ausfiihrlich eingegangen. Die Strome werden im Folgenden in Anlehnung an die

englischsprachige Literatur als ouabainsensitive Leckstrome (Ipk ouab) bezeichnet.
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3.1.2 Spannungsabhingigkeit und Kinetik transienter Strome

Um den elektrogenen Na'-Transport zu untersuchen, wurden ouabainsensitive transiente Na'-Strome
ermittelt. Dazu wurden Spannungspulsexperimente unter K'-freien Bedingungen in Na'-reichen
Losungen ([Na'leq = 100 mM) in An- und Abwesenheit von 10 mM Ouabain durchgefiihrt (Ab-
schnitt 2.4.4). Aus diesen Daten wurden die Differenzstrome ermittelt. In Abb. 3.1-3A (in klein) ist
der charakteristische Zeitverlauf transienter Strome bei unterschiedlichen Potentialen fiir das
WT-Enzym dargestellt, die mithilfe des in Abschnitt 2.4.2 beschriebenen Spannungssprung-
Protokolls gemessen wurden. Die Kinetik der ,,on“- und ,,off"*-Stréme kann durch eine Exponential-
funktion nach GI. 2.4-10 beschrieben werden. Die ,,on“-Strome fielen nahezu vollstindig auf Null
ab. Diese nicht-stationéren (engl. pre-steady-state) Strome werden durch die elektrogene Freisetzung
oder Riickbindung von extrazellulirem Na" an der dritten Na'-Bindungsstelle ausgelost.

Aus dem uneigentlichen Integral der Stromsignale konnte die verschobene Ladungsmenge berechnet
(Abschnitt 2.4.4) werden. Dabei wurde zunéchst iiberpriift, ob die Ladungsbetrige, die wiahrend der
,»on“- und ,,off“-Pulse verschoben wurden, innerhalb der Fehlergrenzen gleich waren, wie es bereits
zuvor gezeigt wurde (Holmgren & Rakowski, 1993). In Abb. 3.1-3A ist der Mittelwert der aus den
,off-Stromen ermittelten Q-Werte aufgetragen. Der spannungsabhingige Verlauf war sigmoidal,
mit den Séattigungswerten Q, und Q.. Daher wurde eine Approximation mit einer Boltzmann-
Funktion (Gl. 2.4-12) durchgefiihrt. Mithilfe der durch die Boltzmann-Funktion bestimmten Q;,
und Qy..x wurden die Ladungswerte normiert, um so mdogliche Expressionsunterschiede der ver-
schiedenen Konstrukte, aber auch der verschiedenen Zellchargen auszugleichen. Der
Steigungsfaktor z4, der die wihrend eines Elementarereignisses verschobene Ladung darstellt, betrug
fiir das WT-Enzym ca. 0,8. Dieser Wert deckt sich mit bereits verdffentlichten Werten und konnte
aufgrund der Translokation eines Na'-Ions pro Pumpzyklus idealerweise bei 1 liegen (Holmgren &
Rakowski, 1994; Tavraz et al., 2008). V5 ist das halbmaximale Potential der Ladungsverschiebung
und lag fiir das WT-Protein bei (0,9 + 1,3) mV. Das bedeutet, dass sich bei einem Potential von ca.
1 mV die Hélfte der Pumpmolekiile in der Membran entweder im E;(P)- oder im E,(P)-Zustand
befindet (s. Reaktionsschema Abb. 1.2-1). Eine Verschiebung des V,s-Werts kann im Sinne einer
veriinderten apparenten Na -Affinitit interpretiert werden. Ist der V s-Wert zu negativen Potentialen
hin verschoben, so wire die apparente Affinitit fiir extrazellulires Na' niedriger, da es einer stirke-
ren Hyperpolarisation bedarf, um das Gleichgewicht der Reaktion hin zur Na'-Riickbindung zu
verschieben. Die Kompetitivitit zwischen Na™ und K~ wire also verindert, was sich auch in den
K -induzierten Stromen und damit in den K, s(Na")-Werten zeigen wiirde: bei negativen Potentialen
wire die Hemmung des Vorwirts-Pumpstroms weniger effektiv, sodass die I(V)-Kurve insgesamt

flacher und die K s(Na")-Werte bei Hyperpolarisation niedriger sein wiirden als beim WT-Enzym.
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Abb. 3.1-3: Spannungsabhiingigkeit und Kinetik transienter Strome des WT-Proteins.

A) Spannungsabhingige Ladungsverteilung aus den transienten ,,off“-Strémen des Wildtyp-Enzyms unter K'-freien
Bedingungen ([Na']., = 100 mM). Die Parameter der Boltzmann-Funktion, mit der die Kurve approximiert wurde,
sind: Qpax = (2,3 £ 0,3) nC; Quip = (-6,7 £ 0,7) nC; z, = 0,77 £ 0,02; V5 = (0,9 = 1,3) mV. Der Strom-Zeit-Verlauf
unter Na'/Na'-Austauschbedingungen (Abb. 2.4-4), aus dem fiir jedes angelegte Membranpotential die Zeitkonstante
und die verschobene Ladung ermittelt wurden, ist in der kleinen Einschubfigur dargestellt.

B) Spannungsabhingigkeit der Relaxationskonstanten aus den ,,on“-Strdmen des WT-Proteins unter K'-freien Be-
dingungen ([Na'].x = 100 mM). Die Kurve wurde mit einer Polynomfunktion approximiert.

Die Spannungsabhingigkeit der Relaxationskonstanten t' des WT-Proteins, die aus den ,,on“-
Stromen bestimmt wurde, ist in Abb. 3.1-3B zu schen. Bei negativen Potentialen wird die
Na'-Riickbindung stimuliert, d. h., dass das Gleichgewicht zwischen (3Na")E,P und E,P-3Na’ in
Richtung des okkludierten E,P-Zustands verschoben wird. Bei Hyperpolarisation unterhalb -140 mV
ist 7" schnell und spannungsunabhingig, da in diesem Spannungsbereich die Okklusion von extra-
zellulirem Na~ geschwindigkeitsbestimmend ist (hier nicht gezeigt (Holmgren et al., 2000)). Bei
negativen Potentialen von -140 bis -40 mV sind die Relaxationskonstanten exponentiell spannungs-
abhingig, wie fiir einen elektrogenen Teilreaktionsschritt (Na'-Riickbindung) zu erwarten (Abschnitt
1.2.3). Ab Potentialen >-30 mV sind die Relaxationskonstanten spannungsunabhéngig mit Werten
von ca. 100 s, hier ist die Deokklusion oder die vorgelagerte Konformationsénderung geschwindig-
keitsbestimmend. Aus der Spannungsabhingigkeit von 1" kénnen somit Informationen iiber die

geschwindigkeitsbestimmenden Schritte der Ladungstranslokation gewonnen werden.
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3.2 C-terminale und Wechselwirkungen mit der B-Untereinheit be-
treffende HM-Mutationen

Elektrophysiologisch untersucht wurden die Auswirkungen humangenetisch nachgewiesener Muta-
tionen in der o,-Untereinheit, die im Zusammenhang mit SHM oder FHM2 stehen (Abschnitt 1.3).
Besonderes Augenmerk wurde dabei einerseits auf C-terminale Mutationen bzw. Mutationen in M10
(L994del, K1003E, R1007W, Y1009X) gelegt, da es iiber die Rolle des C-Terminus® fiir die Funk-
tionsweise der Na'/K '-ATPase kaum Informationen gab, ihm aber anhand von Mutationsstudien ein
wichtiger Einfluss auf die Na'-Bindung zugeschrieben wurde (Morth et al., 2007; Tavraz et al.,
2008). Dabei war vor allem Y1009X interessant, da der komplette C-Terminus fehlt, und R1007W,
welches in einem Arginin-Cluster liegt, fiir das eine spannungssensorische Funktion vermutet wurde
(Morth et al., 2007). Eine Untersuchung dieser Mutante konnte auch Hinweise auf einen gemeinsa-
men pathogenen Mechanismus von Migréne und Epilepsie geben, da ein Teil der Patienten mit der
Mutation R1007W an FHM2 und Epilepsie litten (unverdffentlichte Daten von der Dr. Dario Pruna
und Dr. Tiziana Pisano).

Andererseits waren Mutationen von Aminosdurepositionen von Interesse, die sich auf der Grundlage
der Kristallstruktur in der Ndhe von Interaktionsstellen mit der B-Untereinheit befinden: G855R in
M7, welches drei Aminosdurepositionen von Gly852 entfernt ist, das Wasserstoffbriickenbindungen
zu BM ausbilden kann; und G900R, sowie K902E, die sich beide im Bereich des hochkonservierten
SYGQ-Motivs befinden (Abb. 1.1-3). Da die B-Untereinheit fiir den Transport des Proteins zur
Membran und seine korrekte Faltung wichtig ist, war zu erwarten, dass diese Konstrukte, bei denen
neutrale Reste gegen geladene (G855R, G900R) ausgetauscht waren oder sogar eine Ladungsumkehr
erfolgte (K902E), erhebliche funktionelle Stérungen bewirken konnten. Die Ergebnisse zu weiteren
C-terminalen HM-Mutationen (D999H, R1002Q) werden im Abschnitt 3.3 gezeigt.

3.2.1 Spannungs- und [K'].~Abhingigkeit stationiirer Pumpstréme

Es konnten nur fiir die Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W Pumpstrome mit ausrei-
chender Amplitude (> 10 nA) gemessen werden. Die Konstrukte G855R, L994del und Y009X
zeigten dagegen keine elektrophysiologisch messbare Pumpaktivitdt. In Abb. 3.2-1 ist die Span-
nungsabhingigkeit der K'-induzierten Strome in 100 mM extrazellulirem Na" fiir die Konstrukte
GI900R, K902E, K1003E und R1007W dargestellt.

Der spannungsabhingige Verlauf der Pumpstréme bei unterschiedlichen [K' ]y, unterschied sich fiir
die Konstrukte G900R, K902E und K1003E nicht signifikant von dem des Wildtyp-Enzyms. Bei
R1007W hingegen stiegen die Pumpstrome im Vergleich zum WT-Protein mit zunehmender Depo-
larisation weniger stark an, was auf eine verringerte apparente K'-Affinitit im negativen
Potentialbereich hindeutet. Daher wurden die Ko,s(Na+)—Werte aus den K'-induzierten Stromen bei

unterschiedlichen [K' e fiir jedes angelegte Membranpotential bestimmt (Abb. 3.2-2).
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Abb. 3.2-1: Spannungs- und [K+]ext-Abhiingigkeit stationdrer Pumpstrome der Mutanten G900R, K902E,
K1003E und R1007W bei [Na*].,, = 100 mM.

K *-induzierte Strome der Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W in Abhingigkeit von der Spannung und
der extrazelluldren K -Konzentration bei [Na'].,, = 100 mM. Unterschiedliche [K']. sind durch verschiedene Farben
dargestellt. Die I(V)-Kurve des Wildtyp-Enzyms bei 10 mM K" ist jeweils gestrichelt dargestellt. Die Daten entspre-
chen Mittelwerten (+ S.E.) aus Messungen an N = 5-8 Oozyten aus mindestens drei unterschiedlichen Zellchargen.

Bei den Konstrukten G900R, K902E und K1003E folgten die Ko s(Na')-Werte in Abhéngigkeit vom
Membranpotential einem parabelformigen Verlauf. Auch die Absolutwerte der Minima (Tab. 3.2-1)
unterschieden sich nicht von denen des WT-Enzyms. Im Vergleich dazu war die Spannungs-
abhingigkeit der Kos(Na')-Werte von R1007W deutlich verschieden. Im physiologischen
Potentialbereich von V,, > -80 mV ist die Kurve parabelférmig mit einem Minimum von 1,55 mM:
die apparente K'-Affinitit ist also in diesem Bereich niedriger als beim WT-Protein. Wurde die
Membran weiter hyperpolarisiert, sanken die Kos(Na')-Werte oder blieben zumindest im Bereich
des experimentellen Fehlers konstant. Die relativ groBen Fehlerspannen beruhen auf den iiberaus
geringen Amplituden der K -induzierten Pumpstrome in diesem Potentialbereich, so dass die Strom-
amplituden bei den verschiedenen [K']., dicht beieinander lagen. Dadurch lieferte die Hill-
Approximation groBe Fehlerwerte und eine Aussage iiber eine tatsichliche Anderung der apparenten
K'-Affinitit fiir V,,<-80 mV ist nur mit Einschrinkungen zu treffen. Mit dem WT-Enzym vergli-
chen kann aus den Strémen bei Hyperpolarisation geschlossen werden, dass der Maximalstrom fiir
ein bestimmtes Potential bei einer geringeren [K+]ext erreicht wurde, aber der Maximalstrom bei
diesem Potential kleiner war als beim WT-Protein (Abb. 3.2-1). Wenn sich die apparente
K-Affinitit im negativen Potentialbereich nicht erhoht, ist das ein Hinweis auf verringerte Affinitit
fiir extrazellulires Na“ (Abschnitt 3.1.1). Dies kann durch eine Auswertung der transienten Stréme

unter K'-freien Bedingungen weiter untersucht werden.
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Abb. 3.2-2: Na*-abhiingige K'-Affinititen der Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W.

Gezeigt ist die Spannungsabhingigkeit der K s(Na")-Werte aus den Strom-Spannungs-Verldufen in (Abb. 3.2-1) fiir
die Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W (bei 100 mM Na"). Die Werte wurden mithilfe einer Polynom-
funktion zweiten Grades approximiert. Der Kurvenverlauf des Wildtyp-Proteins ist zum Vergleich gestrichelt
dargestellt. Um den minimalen K¢ s(Na")-Wert im physiologisch relevanten Bereich bestimmen zu kénnen, wurde die
Kurve fiir R1007W bei Potentialen > -80mV approximiert, da in diesem Potentialbereich der Verlauf vergleichbar der
WT-Kurve parabelformig ist.

. Membranpotential bei
minimaler K, s-Wert / mM o
minimalem Ko s-Wert / mV
WT 1,12+0,01 -6,2+1,5
G900R 1,09 + 0,04 02+4,7
K902E 1,25+ 0,03 -152+23
K1003E 1,10+ 0,03 6,633
R1007W 1,55+ 0,04 -30,0+£2,2

Tab. 3.2-1: Parameter der K, 5(V)-Kurven fiir WT, G900R, K902E, K1003E und R1007W.

Die minimalen K, s-Werte, die mithilfe einer Polynomfunktion zweiten Grades anhand der in Abb. 3.2-2 dargestellten
Kurven ermittelt wurden, und das dazugehoérige Membranpotential fiir das WT-Protein und die Mutanten G900R,
K902E, K1003E und R1007W. Da die Kurve von R1007W ab Potentialen unterhalb von -80 mV nicht parabelférmig
verlief, sondern sank, wurde diese Kurve nur im Potentialbereich von -80 bis +60 mV approximiert.
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3.2.2 Spannungsabhingigkeit und Kinetik transienter Strome

Um Verinderungen in der apparenten Na'-Affinitit zu untersuchen, wurden die transienten Stréme
unter Na'/Na'-Austausch-Bedingungen ermittelt. Die fiir die Konstrukte G900R, K902E, K1003E
und R1007W ermittelten Relaxationskonstanten flir die Ladungstranslokation sind in Abb. 3.2-3
dargestellt. Der spannungsabhéngige Verlauf der Relaxationskonstanten fiir die Konstrukte G900R,
K902E, K1003E und R1007W entsprach dem des Wildtyp-Proteins. Die Kinetik der Ladungstrans-
lokation war fiir die vier mutierten Enzyme etwas schneller als beim WT-Enzym. Schwankungen
von T ergeben sich aus dem direkten Einfluss von Temperaturinderungen auf die Kinetik. Die Mes-
sungen wurden bei 20-23°C Raumtemperatur durchgefiihrt, allerdings konnen die Zeitkonstanten
aufgrund der hohen Aktivierungsenergie (Abschnitt 3.3.4) bereits durch einen Temperaturunter-
schied von 1°C signifikant beeinflusst werden. Nichtsdestotrotz war insbesondere bei G900R und
K902E der Anstieg von 7' bei Potentialen unterhalb von 0 mV gréBer als bei der WT-Kurve. Bei
diesen Mutanten konnte also die Na'-Riickbindung schneller erfolgen als beim Wildtyp-Enzym.
Zusitzlich erreichte 7' bei G900R, K902E und R1007W bereits bei Potentialen unterhalb von
-120 mV die Séttigung, wihrend dies beim WT-Protein bei V <-140 mV der Fall war.
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Abb. 3.2-3: Spannungsabhiingigkeit der reziproken Zeitkonstanten aus den transienten ,,on“-Stromen der
Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W unter K*-freien Bedingungen ([Na*]., = 100 mM).

Die Kurve des Wildtyp-Proteins wurde mit einer Polynomfunktion approximiert und ist jeweils gestrichelt darge-
stellt.
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Allerdings ist zu bedenken, dass aufgrund der Verschlechterung des Stromsignals bei niedrigen Po-
tentialen, die Zeitkonstanten stirker fehlerbehaftet sind, wodurch die Werte bei starker
Hyperpolarisation mit denen des WT-Enzyms innerhalb der Fehlergrenzen iibereinstimmen, sodass
dieser Effekt schwer zu interpretieren ist.
Die Spannungsabhingigkeit der Ladungstranslokation und die Parameter der Boltzmann-Anpassung
fiir die Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W sind der Abb. 3.2-4 und der Tab. 3.2-2 zu
entnehmen. Fiir die Konstrukte G900R und K902E zeigte sich, dass es gegeniiber dem WT-Enzym
keine Abweichungen in der spannungsabhidngigen Verteilung der Pumpmolekiile auf die E;- und
E,-Zustéinde gab. Die Q(V)-Kurve von K1003E war um ca. 5-10 mV zu negativen Potentialen ver-
schoben, was einer leicht verringerten apparenten Affinitit fiir extrazellulires Na™ entsprechen
konnte, die aber angesichts der gesamten, im Verhéltnis zum WT-Protein unauffilligen elektrophy-
siologischen Charakterisierung als nicht schwerwiegend fiir die Aufrechterhaltung der Funktion
eingestuft werden kann. Der V,s-Wert fiir RI007W hingegen war gemessen am WT-Protein um
17,5 mV ins Positive verschoben. Somit konnte die Annahme, die sich aus der spannungsabhingigen
Bestimmung der K s(Na")-Werte ergab, dass die apparente Affinitit fiir extrazellulires Na~ verrin-
gert sein konnte, nicht bestdtigt werden. Allerdings erklart eine Erhohung der apparenten
Na'-Affinitat fir R1007W den im Vergleich zum WT-Protein steileren Kurvenverlauf der
K'-induzierten Strédme insbesondere im negativen Potentialbereich (Abb. 3.2-1), da die Kompetition

von Na" mit K um die extrazelluliren Bindungsstellen zugunsten von Na" beeinflusst wird.
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Abb. 3.2-4: Q(V)-Kurven von G900R, K902E, K1003E und R1007W.
Spannungsabhéngige Ladungsverteilung aus den transienten ,,0ff“-Stromen der Mutanten G900R, K902E, K1003E

und R1007W unter K'-freien Bedingungen ([Na']e, = 100 mM). Die Kurven wurden mithilfe einer Boltzmann-
Funktion approximiert und anschlieBend normiert (Abschnitt 2.4.4). Der Q(V)-Verlauf des WT-Enzyms ist jeweils
gestrichelt dargestellt. Die Daten entsprechen Mittelwerten (+ S.E.) aus Messungen an N = 5-13 Oozyten aus mindes-

tens drei unterschiedlichen Zellchargen.

Membranpotential / mV
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Qumin Qmax Vos Zq
(nC) (nC) (mV)
WT 67 07 |23 203 | 09<13 (077002
G900R -2,14+0,01 10,83+0,01 [ 0,3+3,1 0,76 £ 0,02
K902E -2,08+£0,01 {091 +0,01 | -2,1+2,1 0,81 +0,02
K1003E 2,16 £0,01 [1,25+0,01 |-11,3+4,3 0,75+ 0,06
R1007W -5,3 £0,1 1,17+0,02 | 17,5+0,8 ]0,84 +0,01

Tab. 3.2-2: Parameter der Approximierung der Q(V)-Kurven durch eine Boltzmann-Funktion fiir das
WT-Protein und die Mutanten G900R, K902E, K1003E und R1007W.

3.2.3 Expression der elektrophysiologisch nicht charakterisierbaren Konstrukte

Da die Konstrukte G855R, L.994del und Y1009X elektrophysiologisch nicht messbar waren, wurden
Plasmamembran (PM)- und Totalmembranpriaparationen (TM) von Oozyten, die mit cRNA dieser
Konstrukte injiziert worden waren, hergestellt (Abschnitt 2.2.2). Damit sollte iiberpriift werden, ob
die Proteine exprimiert werden und in die Plasmamembran gelangen. Diese Analyse empfiehlt sich,
wenn durch die elektrophysiologischen Messungen keine eindeutige Expression festgestellt werden
konnte. Wenn die Proteinexpression durch eine TM-Priparation nachgewiesen werden kann, sich
das Protein aber nicht in der Plasmamembran befindet, ist das ein Hinweis darauf, dass der Transport
vom Zytosol zur Plasmamembran gestort ist. Kann das Protein auch nicht oder in geringerer Menge
in der TM-Fraktion nachgewiesen werden, so ist viel mehr die Expression bzw. der Transport des
Proteins vom Endoplasmatischen Retikulum zur Membran gestort, was z. B. durch eine Fehlfaltung
verursacht sein kann, da das Protein dann schon im ER abgebaut wiirde.

In Abb. 3.2-5 sind représentative Western Blots mit TM- und PM-Proben der Konstrukte G855R,
L994del (Abb. 3.2-5A) und Y1009X (Abb. 3.2-5B) abgebildet. Die densitometrische Auswertung
aus vier vergleichbaren Western Blots (also vier Zellchargen) pro Konstrukt ergab, dass die Expres-
sion der mutierten Konstrukte nicht gestort ist (Abb. 3.2-5C). In der TM-Fraktion konnten die
Konstrukte sogar hoher konzentriert nachgewiesen werden als das WT-Protein. Allerdings zeigte
sich in der Analyse der Plasmamembranpraparation, dass alle drei mutierten Proteine nur minimal
oder auch gar nicht in die Plasmamembran gelangten, wihrend das WT-Enzym eindeutig nachweis-
bar war. Fiir G855R, L994del und Y1009X betrugen die Bandenintensititen der PM-Fraktion nur
10-20 % derer des WT-Enzyms. Somit scheinen sich die mutierten Konstrukte im Zytoplasma anzu-

reichern und das Targeting zur Plasmamembran gestort zu sein.
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Abb. 3.2-5: Reprisentative Western Blots von L.994del, G855R und Y1009X.

Aufgetragen sind Proben aus der Totalmembranpréiparation (rechts, TM) und den Plasmamembranpriparationen
(links, PM) fiir die Konstrukte L994del, G855R (A) und Y1009X (B). Zum Vergleich wurden jeweils auch Proben
von uninjizierten Oozyten und WT-Proben aufgetragen.

C) Aus der densitometrischen Analyse erhaltene Bandenintensitéiten aus den Western Blots fiir das WT-Protein und
die Konstrukte G855R, L994del und Y1009X. Fiir jedes Konstrukt wurden Western Blots aus vier unabhéngigen
Experimenten ausgewertet. In jedem Experiment wurde auf die Intensitét des Wildtyp-Signals der PM-Probe nor-
miert.

3.3 Strukturrelevante Aminosiurepositionen im Bereich der dritten
Natrium-Bindungsstelle

Es gibt eine Anzahl von Aminosduren, von denen vermutet wird, dass sie strukturrelevant fiir einen
intrazelluldren Ionen-Zugangskanal hin zur dritten Na'-Bindungsstelle sind oder aber an der Stabili-
sierung dieser Bindungsstelle beteiligt sein kdnnten (Abschnitt 1.1.3 und 1.2.4). Die C-terminalen
Tyrosine bilden durch Interaktionen mit den Aminoséduren Arg937, Asp999 und Argl002 (bei denen
insbesondere H-Briicken beteiligt sind) ein Netzwerk bis zum Rest Asp930, welcher nahe an der
Bindungsstelle III liegt. Diese intrazelluldre Kavitéit konnte ein Zugangsweg fiir Protonen sein, da in
einer molekulardynamischen Simulation gezeigt werden konnte, dass H,O-Molekiile in diesen Zu-
gangskanal eindringen konnen, und zwar abhingig von der strukturellen Beschaffenheit des
C-Terminus‘ (Abb. 1.1-5 und Abb. 1.2-4 aus Poulsen et al., 2010). Des Weiteren kdnnen die
C-terminalen Tyrosine mit Lys770 in M5 interagieren. Da ein weiterer Rest von M5 (mutmaBlich
Tyr775 oder auch Thr778) das dritte Na'-Ion direkt koordinieren kann (Abb. 1.1-5), sind Tyr1019
und Tyr1020 strukturell relevant fiir die Kationenbindung. Das Konstrukt AKETYY, in dem die
letzten flinf Aminosduren deletiert waren, wurde bereits untersucht und zeigte eine deutliche Ver-
ringerung der Na'-Affinitidt (Morth et al., 2007). Daher ist es von Interesse ausschlieBlich den
Einfluss der beiden C-terminalen Tyrosine zu untersuchen, und zwar anhand des Konstrukts AYY, in

dem die Tyrosine deletiert sind.
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Auch fiir die Aminosiure Arg937 wurde gezeigt, dass sie eine wichtige Rolle bei der Na'-Bindung
spielt, wobei vermutet wird, dass sie ein wichtiges strukturelles Bindeglied zwischen C-Terminus
und der Bindungsstelle 111 ist (Toustrup-Jensen et al., 2009). Die FHM-Mutation R937P wurde be-
reits elektrophysiologisch charakterisiert und zeigte erhebliche Funktionseinschrinkungen (Tavraz et
al., 2008; Poulsen et al., 2010). Daher wurde tiberpriift, wie sich die Mutation dieser Aminosdure in
einen polaren (R937S) und einen unpolaren Rest (R937L) auf die Funktion der Na'/K'-ATPase
auswirkt. Im Folgenden werden also die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen an den
HM-Mutanten D999H und R1002Q, sowie an den Konstrukten R937S, R937L und AYY présentiert.
Diese Mutanten unterschieden sich in ihrer Funktionalitit teilweise erheblich vom WT-Protein. Da-
her war es notig, zusdtzlich zu den standardisierten Messmethoden, wie sie in Abschnitt 3.1 fiir das
WT-Enzym beschrieben wurden, weitere elektrophysiologische Untersuchungen vorzunehmen und
die Auswertungsmethodik anzupassen.

Zum besseren Verstindnis der folgenden Ergebnisse sei dies kurz erldutert. Wie in Abschnitt 3.1.1
fiir das WT-Enzym beschrieben, entsprechen die K -induzierten Stréme den K'-abhingigen oua-
bainsensitiven Strémen und somit den eigentlichen stationiren Pumpstrémen der Na'/K'-ATPase.
Fiir die im Folgenden beschriebenen Konstrukte war dies jedoch nicht der Fall, da je nach eingefiig-
ter Mutation stationire ouabainsensitive Leckstrome sowohl in Na'-haltigen und Na'-freien
Losungen auftraten. Diese Art von Stromen wurden auch beim WT-Enzym beobachtet, aber nur
unter K'- und Na'-freien Bedingungen (Abb. 3.1-2B). Da sich die hier untersuchten Aminoséurepo-
sitionen in einem mutmaBlichen intrazelluliren Zugangskanal fiir Na'- und H'-Ionen befinden, sei
auf die besondere Bedeutung dieser Leckstrome und auf die Differenzierung der lonenselektivitit

hingewiesen.

3.3.1 Spannungs- und [K'].~Abhiingigkeit stationirer Strome

Stationdre Strome in Na ' -haltigen Losungen

Zunichst wurden Spannungspulsexperimente bei verschiedenen extrazelluldren K -Konzentrationen
in Na'-haltigen Losungen durchgefiihrt. Die Konstrukte R937S, D999H, R1002Q und AYY wiesen
deutliche Veridnderungen beziiglich ihres spannungsabhidngigen Pumpverhaltens im Vergleich zum
WT-Protein auf (Abb. 3.3-1). Bei allen vier Konstrukten wurden unter K'-freien Bedingungen oua-
bainsensitive, einwérts gleichgerichtete Leckstrome bei Hyperpolarisation gemessen, die eine
stationdre Komponente aufwiesen und sich auch in ihrem Zeitverlauf deutlich von den ,,konventio-
nellen” ouabainsensitiven transienten Stromen des WT-Proteins deutlich unterschieden. Die
Stromamplituden dieser Leckstrome des Konstrukts D999H waren kleiner als die der anderen drei
Konstrukte (Abb. 3.3-1B und Abb. 3.3-2B). Das WT-Enzym wies unter gleichen Bedingungen nur
vernachldssigbar kleine Leckstrome auf (Abb. 3.1-1A und Abb. 3.1-2A). R937S zeigte zusitzlich
stationdre Ausstrome bei positiven Potentialen (s. auch Abschnitt 3.3.2), wihrend R937L unter be-
stimmten Bedingungen sogar auswirts gleichgerichtete Leckstrome aufwies. Die Strom-Spannungs-
Kennlinien wurden daher auf zwei unterschiedliche Weisen ermittelt, um den Einfluss dieser
Leckstrome auf die K -Affinitit und die Na'/K'-Pumpstréme zu untersuchen. Zum Vergleich zu den
K -induzierten Stromen NaIxK (Abb. 3.3-1A) wurden K+—abhéingige ouabainsensitive Strome NaIxK,Ouab
(Abb. 3.3-1B) bestimmt.
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Abb. 3.3-1: Spannungsabhiingigkeit der K'-induzierten und ouabainsensitiven Strome bei verschiedenen
[K*]ex und bei [Na*]., = 100 mM der Mutanten R937S, R1002Q und AYY.

Gezeigt sind die K'-induzierten Stréme (A) und die K*-abhingigen ouabainsensitiven Strome (B). Die 1(V)-Kurve
des Wildtyp-Enzyms bei 10 mM K" ist gestrichelt dargestellt. Die Daten entsprechen Mittelwerten (+ S.E.) aus Mes-
sungen an N = 8-13 Oozyten aus mindestens drei unterschiedlichen Zellchargen.

Bei einer K -Konzentration von 10 mM wiesen die ouabainsensitiven I(V)-Kurven der Konstrukte
R937S, AYY und R1002Q (wenn auch nicht so ausgeprigt) im negativen Potentialbereich unter
0 mV eine geringere Spannungsabhingigkeit im Vergleich zum WT-Protein auf (Abb. 3.3-1B). Das
deutet auf eine veriinderte Kompetitivitit zwischen extrazellulirem Na" und K" um ihre extrazellulir
orientierten Bindungsstellen hin. Fiir niedrigere K'-Konzentrationen, insbesondere bei 0,2 und
0,5mM wiesen die K -abhingigen ouabainsensitiven Strodme negative Amplituden auf (Abb.
3.3-1B). Da in Abwesenheit von extrazellulirem K" bei einer Hyperpolarisation von unter -20 mV
ausgeprégte einwartsgerichtete Leckstrome zu beobachten sind (Abb. 3.3.-1B, -2B), kann vermutet

werden, dass es sich bei den Einwirtsstromen, die bei niedrigen K '-Konzentrationen detektiert wur-
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den, um eine Uberlagerung zweier verschiedener Effekte handeln konnte: zum einen dem einwirts-
gerichteten Leckstrom und zum anderen dem auswirtsgerichteten Na'/K'-Pumpstrom. Dabei ist
denkbar, dass der mit der K'-Bindung einhergehende Pumpstrom gleichzeitig eine Hemmung des
Leckstroms verursacht, da die Konformationsénderungen des Enzyms wéhrend des Reaktionszyklus*
die Permeationswege, die fiir den Leckstrom bendtigt werden, beeintrachtigen konnten.

Im unterschiedlichen Kurvenverlauf der K'-abhingigen ouabainsensitiven (Abb. 3.3-1B) und der
K -induzierten Strome (Abb. 3.3-1A) zeigte sich bei den Mutanten der Einfluss der Leckstrome. So
wiesen die K'-induzierten I(V)-Verldufe von R937S ausgehend von -140 mV iiber den gesamten
hier getesteten Potentialbereich eine negative Steigung auf. Fiir die Konstrukte R1002Q und AYY
wichen die K -induzierten Stréme vom WT-Verlauf insofern ab, als dass die Strome bei einer Hy-
perpolarisation von unter -40 mV nicht mehr sanken, sondern — im Gegenteil — wieder anstiegen.
Allein diese Unterschiede zu den K -abhingigen ouabainsensitiven Stromen dieser Konstrukte, die
beim WT-Protein in dieser Art nicht gemessen wurden (Abschnitt 3.1.1), machen deutlich, dass der
eigentliche 3Na /2K -Pumpstrom bei den Mutanten durch andere mechanistische Effekte iiberlagert
ist.

Fiir D999H waren die K'-induzierten Strome im Vergleich zum WT-Enzym deutlich veréndert
(Abb. 3.3-2A). Generell waren die Strome der Mutante im negativen Potentialbereich im Vergleich
zu ihrer Maximalstromamplitude gering. Dennoch waren sie bei +60 mV in der gleichen Grofen-
ordnung wie beim WT-Enzym (100-200 nA), was zeigt, dass sie bei diesem Potential eine dem
WT-Protein vergleichbare Aktivitit aufweist. Die I(V)-Kennlinien bei 2, 5 und 10 mM K" waren im
Potentialbereich zwischen -120 und -40 mV im Wesentlichen konstant und stiegen bei Hyperpolari-
sation unter -100 mV sogar wieder an. Im depolarisierenden Spannungsbereich begannen die
Strome bei Potentialen ab -20 mV steil anzusteigen. Dies zeigt, dass das Membranpotential in die-
sem Spannungsbereich einen deutlich stirkeren Einfluss auf die Vorwiértspumpaktivitit von D999H
hatte als beim WT-Enzym. Bei 0 mV war die Stromamplitude im Verhéltnis zur maximalen Strom-
amplitude von D999H immer noch kleiner als beim WT-Protein (Abb. 3.3-2A). Da aber die
ouabainsensitiven Leckstrome ins Verhiltnis zum K'-abhéngigen Vorwértspumpstrom gesetzt wer-
den sollten, erschien es zweckdienlicher, die ouabainsensitiven I(V)-Kennlinien neu zu normieren,
und zwar auf die Amplituden bei 10 mM K" und +60 mV, da erst dort das Strom-Maximum sowohl
fiir das WT-Enzym und D999H gemessen wurde (Abb. 3.3-2B).

Fiir D999H lag die auf den Maximalstrom normierte ouabainsensitive I(V)-Kurve bei 10 mM K"
iiber den gesamten hier getesteten Potentialbereich unterhalb der WT-Kurve und wurde ab -140 mV
sogar negativ (Abb. 3.3-2B). AuBlerdem wies auch D999H einen einwirts gleichgerichteten
Leckstrom bei Hyperpolarisation unterhalb von -60 mV auf (rote Karos in Abb. 3.3-2B). Zum Ver-
gleich wurde der ouabainsensitive Leckstrom von AY'Y (der in der gleichen Grof3enordnung wie bei
R937S und R1002Q war) auch auf die Stromamplitude bei 10 mM K" und +60 mV normiert. Da-
durch wird deutlich, dass der ouabainsensitive Leckstrom von D999H im Verhiltnis zum

Maximalstrom signifikant kleiner ist als bei AYY (rot gestrichelte Linie in Abb. 3.3-2B).
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Abb. 3.3-2: I(V)-Kennlinien der Mutanten D999H unter verschiedenen Bedingungen.

A) Gezeigt sind die K'-induzierten Stréme von D999H bei verschiedenen [K].y. Die Strome wurden innerhalb eines
Experiments auf die Amplituden bei 10 mM [K'].,, und 0 mV normiert. Die I(V)-Kurve des WT-Enzyms bei 10 mM
K" ist gestrichelt dargestellt.

B) Gezeigt sind ouabainsensitive Strome, die auf die Amplituden bei 10 mM [K']ey und +60 mV normiert wurden.
Fiir D999H ist die I(V)-Kennlinie bei 10 mM K" und 100 mM Na" (schwarze Karos) und ouabainsensitiven
Leckstrome bei 0 mM Na' (griine Karos) und 100 mM Na" (rote Karos) gezeigt. Zur besseren Vergleichbarkeit wur-
den die I(V)-Kennlinie bei 10 mM K' und 100 mM Na* des WT-Enzyms (schwarz gestrichelt) und die Leckstrome
von AYY bei 0 mM K" und 100 mM Na' (rot gestrichelt) auch jeweils auf die Amplituden bei 10 mM [K']. und
+60 mV normiert. Die Daten entsprechen Mittelwerten ( S.E.) aus Messungen an N = 8-11 Oozyten aus mindestens
drei unterschiedlichen Zellchargen.

Die aus den K -induzierten Stromen in Abb. 3.3-1A und Abb. 3.3-2A bestimmten K0,5(N3+)—Werte
sind in Abb. 3.3-3A dargestellt. Die Spannungsabhingigkeit der apparenten K -Affinititen aller vier
Konstrukte unterschieden sich signifikant von der des WT-Enzyms. Fiir die Konstrukte R937S,
D999H und R1002Q folgten die Kurven ab Potentialen unterhalb von -80 mV keiner Parabel mehr,
sondern blieben anndhernd konstant, wahrend die Kurve von AYY insgesamt parabelférmig verlief,
allerdings mit einem stark nach hyperpolarisierenden Potentialen verschobenen Minimum.

Des Weiteren waren die minimalen KO,S(Na+)-Werte der Konstrukte R937S, D999H und R1002Q
um ca. zwei Drittel (R937S) bzw. ein Drittel (D999H und R1002Q) kleiner als die von AYY und
WT und die Minima waren, soweit erkennbar, deutlich um ca. 70 mV in den negativen Potentialbe-
reich verschoben (Tab. 3.3-1). Diese Erhohung der apparenten K '-Affinitit kann als Destabilisierung
des E,P-Zustands interpretiert werden, da beim WT-Protein die Na'-Riickbindung bei Hyperpolari-
sation stimuliert wird; andererseits konnten diese Effekte auch auf Anderungen einzelner Schritte im
Pumpzyklus und insbesondere ihrer Kinetik zuriickgefiihrt werden. Allein anhand der hier erhaltenen
Ergebnisse konnen somit keine eindeutigen Riickschliisse iiber verinderte K -Affinititen der mutier-
ten Pumpen getroffen werden, da die K'-stimulierte Inhibition der Einwirtsleckstrome einerseits und
die Na'/K"-Pumpstréme andererseits bei Hyperpolarisation nicht exakt voneinander getrennt werden

konnten.
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Abb. 3.3-3: Spannungsabhingigkeit der aus K, s-Werte von D999H, R937S, R1002Q und AYY.

Die Werte wurden aus Abb. 3.3-1A und Abb. 3.3-2A in [Na'le=100mM (A) und aus Abb. 3.3-5A in
[Na']ex = 0 mM (B) bestimmt. Zum Vergleich wurde die durch eine Polynomfunktion approximierte WT-Kurve als
gestrichelte Linie eingefiigt.

o N Membranpotential bei
minimaler K¢ s(Na )-Wert / mM o .
minimalem Kg s(Na')-Wert / mV
WT 1,12+0,01 -6,2+ 1,5
R937S 0,38 £ 0,01 -65,9+ 1,6
D999H 0,67 0,08 97,6 +4,4
R1002Q 0,65+ 0,01 -100,3 +2.8
AYY 1,01 £0,01 -70,7 £ 0,4

Tab. 3.3-1: Parameter der spannungsabhingigen Kg,s(Na+)-Kurven fiir WT, R937S, D999H, R1002Q und
AYY.

Die minimalen Kos(Na")-Werte wurden mithilfe einer Polynomfunktion zweiten Grades (AYY, WT) bzw. dritten
Grades (R937S, D999H, R1002Q) anhand der in Abb. 3.3-3A dargestellten Kurven ermittelt. Zusitzlich ist das dazu-
gehorige Membranpotential angegeben, an dem die Polynomkurven ein Minimum aufwiesen.

Stationdre Strome in Na ' -freien Lsungen

Um weitere Informationen zur apparenten K'-Affinitit der Mutanten zu bekommen, also um die
Frage zu kliren, ob die beiden gemeinsamen Na'- bzw. K'-Bindungsstellen des Enzyms von den
Mutationen betroffen sind, wurden Strom-Spannungs-Kennlinien fiir K'-induzierte (Abb. 3.3-5A)
und ouabainsensitive Strome (Abb. 3.3-5B) in Na'-freien Losungen (100 mM NMDG") fiir die
Konstrukte R937S, R1002Q und AYY ermittelt. D999H zeigte kleine jedoch positive ouabainsensi-
tive Leckstrome, selbst bei negativen Potentialen (griine Quadrate in Abb. 3.3.-2B). Ein solches
Verhalten lisst sich nach bisherigem Verstidndnis nicht erkliren. Um ouabainsensitive Strome bei
D999H zu messen, wurden nur Puffer mit 100 mM Na' und 10 mM Ouabain als »Hintergrund-
messung* zur Differenzbildung verwendet. Dieses Assayverfahren wurde gewéhlt, da es nur schwer
moglich ist, eine Zelle in der begrenzt zur Verfiigung stechenden Messzeit mehrmals einem Puffer
mit 10 mM Ouabain auszusetzen. Bei allen anderen Konstrukten wurden die Leckstrome vollstandig
durch 10 mM Ouabain gehemmt. Bei der D999H-Mutante ist dies moglicherweise nicht der Fall. In
Abb. 3.3-4 sind Originalstromspuren an einer Zelle gezeigt, die die D999H-Mutante exprimierte.
Gegeniiber den Stromen in ouabainfreien (d. h. Konzentrationen von 10 uM) Puffern gingen die

Stréme in Na'-Puffer mit 10 mM Ouabain bei hyperpolarisierenden Potentialen nur leicht zuriick,
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withrend die Strome in 100 mM NMDG" (bereits bei 10 uM Ouabain) sehr viel stirker zuriick-
gingen. Daher kommt es bei der Differenzbildung aus Strémen in NDMG'- und Strémen in
Na'-Puffer inklusive 10 mM Ouabain zu einer positiven Amplitude, auch bei hyperpolarisierenden
Potentialen (konsistente Beobachtung bei sechs Zellen aus drei Zellchargen). Daher ist anzunehmen,
dass die Na'-abhingigen Leckstrome bei D999H durch Ouabain nicht mehr hinreichend inhibiert
werden konnten. In diesem Zusammenhang ist es auch schwierig, die ouabainsensitiven Leckstrome
in Na'-haltigen Puffern zu bewerten (rote Kurve in Abb. 3.3.-2B), da diese unter Umstéinden groBer

waren, was allerdings durch die Differenzbildung nicht deutlich wurde.
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Abb. 3.3-4: Strom-Zeit-Verliufe in K'-freien Puffern von D999H.

Gezeigt sind die originalen Stromspuren einer Zelle, die fiir die Bildung von ouabainsensitiven Differenzstromen
unter K'-freien Bedingungen verwendet wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit ist die Stromspur bei -140 mV rot
eingefarbt.

A) In 100 mM Na" gibt es stationire Stromamplituden, die mit zunehmender Hyperpolarisation groBer werden.

B) In Na'-Puffer inklusive 10 mM Ouabain gehen diese Stromamplituden leicht zuriick.

C) In Na'-freiem Puffer (100 mM NMDG") gehen die Stromamplituden bei negativen Potentialen stirker zuriick als
in (B), was darauf hindeutet, dass Ouabain die Na'-abhiingigen ,,Leckstrome* der D999H-Mutanten nicht komplett
inhibieren kann.

Fiir dieses Konstrukt miisste also ein neues Testverfahren, moglicherweise unter Einschluss noch
hoherer Ouabainkonzentrationen, angewendet werden, was allerdings aufgrund der begrenzten Los-
lichkeit nur eingeschrinkt moglich ist. Alternativ konnten Messungen in Na'-freien Puffern
inklusive 10 mM Ouabain als Referenzbedingungen zur Bestimmung der ,Hintergrundleitfahig-
keiten* herangezogen werden. Vor diesem Hintergrund konnen auch keine eindeutigen Aussagen zu

den K'-induzierten Stromen gemacht werden, da nicht klar ist, welches AusmaB die Leckstrome
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haben. Eine verringerte Sensitivitdt fliir Ouabain wiére ein sehr interessanter Befund. Eine solche
These verlangt aber nach weiteren intensiven Analysen. Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde
dieses Konstrukt in den nachfolgenden Untersuchungen nicht weiter berticksichtigt, da ein Vergleich
der Ko 5(0Na")-Werte mit denen des WT-Proteins (das einwirts gleichgerichtete Leckstrome in Ab-
wesenheit von extrazellulirem Na’ und K aufwies) hinsichtlich einer Aussage zu einer verinderten

K -Affinitit schwierig zu interpretieren wire.
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Abb. 3.3-5: Spannungsabhiingigkeit der K'-induzierten und ouabainsensitiven Strome bei verschiedenen
[K*]exe und bei [Na+]. = 0 mM der Mutanten R937S, R1002Q und AYY.

A) Gezeigt sind die K'-induzierten Stréme fiir die Mutanten R937S, R1002Q und AYY. Die I(V)-Kennlinie des
WT-Proteins bei 5 mM K ist schwarz gestrichelt dargestellt.

B) Dargestellt sind die K™-abhéingigen ouabainsensitiven Stréme. In Rot gezeigt sind die Leckstréme bei 0 mM K*.
Die Leckstrdme des WT-Enzyms bei 0 mM Na" und 0 mM K sind rot gestrichelt und die I(V)-Kennlinie bei 5 mM
K" schwarz gestrichelt abgebildet.

Die Strome wurden innerhalb eines Experiments auf die Amplituden bei 5 mM [K '] und 0 mV normiert. Unter-
schiedliche [K']o sind durch verschiedene Farben dargestellt. Die Daten entsprechen Mittelwerten (£ S.E.) aus
Messungen an N = 7-9 Oozyten aus mindestens zwei unterschiedlichen Zellchargen.

70




Ergebnisse

3.3 Strukturrelevante Aminoséurepositionen im Bereich der dritten Natrium-Bindungsstelle

Der Einfluss von Leckstromen zeigt sich auch hier in dem unterschiedlichen Kurvenverlauf von
K'-induzierten und ouabainsensitiven Strémen. Schon fiir das WT-Protein wurden Leckstrome be-
obachtet, wenn im extrazelluldren Puffer weder Na' noch K' enthalten war. Die Leckstrome der
Konstrukte R937S, R1002Q und AYY sind in Abb. 3.3-5B in Rot gezeigt.

Die Mutante R937S wies einen einwirtsgerichteten Leckstrom auf mit einer im Vergleich zum
Wildtyp-Protein verdoppelten Leckstromamplitude bei -140 mV. Des Weiteren wurden fiir diese
Mutante bei 0 mM K" auch stark vergréBerte auswirtsgerichtete Leckstrome bei positiven Potentia-
len gemessen, die in dieser Form weder bei R1002Q und AYY noch bei WT beobachtet wurden. Fiir
R1002Q waren die Amplituden der Leckstrome bei -140 mV um die Hilfte kleiner als beim
WT-Enzym (Vgl. Abb. 3.1-2A). Fiir AY'Y betrugen sie sogar nur ca. ein Drittel der Leckstromampli-
tude des WT-Proteins. Aullerdem waren fiir beide Mutanten die Stromamplituden unter den hier
untersuchten Na'-freien Bedingungen kleiner als die, die in Na'-enthaltenden Puffern detektiert
wurden (Abb. 3.3-1B). Im Gegensatz dazu waren die Leckstrome der R937S-Mutante unter
Na'-freien Bedingungen um ein Vielfaches groBer als die, die in Na'-enthaltenden Puffern gemessen
wurden. Bereits geringe K -Konzentrationen von 0,1 mM hatten bei allen Konstrukten, aber insbe-
sondere bei R937S einen deutlich inhibierenden Effekt auf diese Leckstrome, was in den
I(V)-Kennlinien der ouabainsensitiven Stréme deutlich wird.

Die K'-induzierten I(V)-Kurven waren vor allem bei der R937S-Mutante im Vergleich zum
WT-Enzym deutlich veridndert (Abb. 3.3-5A). So sanken die Strome dieser Mutante mit zunehmen-
der Depolarisation steil ab und wurden bei niedrigen K'-Konzentrationen und positiven Potentialen
iiber +40 mV sogar negativ. Offensichtlich sind in diesem Bereich die Amplituden der Na'/K'-
Pumpstrome kleiner als die der Leckstrome in Abwesenheit von K'. Diese Unterschiede zum
WT-Enzym sind vermutlich durch das komplexe Wechselspiel zwischen Leckstromen und Na /K -
Pumpstrom bedingt.

Die K0,5(0Na+)-Werte der Mutanten R937S, R1002Q und AYY wurden auch hier aus den
K'-induzierten Stromen bestimmt, sofern die normierten Stromamplituden positiv waren, und sind in
Abb. 3.3-3B dargestellt. Die spannungsabhingigen Verlidufe der K s(ONa')-Werte aller drei Mutan-
ten unterschieden sich qualitativ indes nicht so deutlich vom WT-Verlauf, wie es zuvor in
Na'-haltigen Losungen beobachtet wurde (Abb. 3.3-3A). Es zeigte sich, dass die Ko s(ONa')-Werte
umso kleiner wurden, je groBer der einwirtsgerichtete Leckstrom bei negativen Potentialen war.
Auch hier sind die Ko5(0Na")-Werte nicht mit den zuvor bestimmten apparenten K -Affinititen des
WT-Proteins in Gegenwart von extrazellulirem Na® vergleichbar, da angenommen werden kann,
dass die Leckstrome, die vor allem bei hyperpolarisierendem Potential in den ouabainsensitiven
Stréme sichtbar wurden (Abb. 3.3-5B), den eigentlichen Na'/K -Transport iiberlagerten. Diese Ein-
schrankung gilt allerdings auch fiir das WT-Enzym, da dieses in Abwesenheit von extrazelluldrem
Na' ebenfalls einen durch Hyperpolarisation induzierten Leckstrom bei [K+]ext:0 mM aufweist
(Sagar & Rakowski, 1994). Es ist daher schwierig, anhand der hier ermittelten Ko s(ONa")-Werte auf
Effekte zu schlieen, die die Mutationen méglicherweise auf die beiden K'-Bindungsstellen aus-
libten, da die verschiedenen, sich iiberlagernden Vorgiinge eine exklusiv auf die Na'/K -Pumpstrome

bezogene Ermittlung von Ko s(ONa") erschwerten.
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3.3.2 Vergleich der ouabainsensitiven Leckstrome von R937S und R937L

Die R937S-Mutante wies bei [K Jexe = 0 mM sowohl in 100 mM Na’, als auch in Na'-freien Bedin-
gungen bei positiven Potentialen auswartsgerichtete Leckstrome auf (Abb. 3.3-5B und Abb. 3.3-1B).
Ein solcher Effekt wurde zuvor fiir noch keine Mutante der Na'/K'-ATPase explizit beschrieben.
Aus diesem Grund wurde eine weitere Substitutionsmutation an Position 937 eingefiihrt, wobei das
native Arginin gegen Leucin ausgetauscht wurde. Durch diese R937L-Mutation wurden die hydro-
phoben bzw. polaren Eigenschaften der Seitenkette drastisch verdndert. Die daraus resultierenden

Konsequenzen flir die Funktionalitdt der Pumpe sind im Weiteren beschrieben.
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Abb. 3.3-6: Vergleich stationédrer Strome von R937S und R937L.

A,B) I(V)-Kurven ouabainsensitiver stationdrer Stréme bei 10 mM und 0 mM K fiir R937S (A) und R937L (B) in
100 mM Na".

C,D) Zum besseren Vergleich der Leckstrome sind die I(V)-Kurven ouabainsensitiver Strome in Abwesenheit von K*
in 100 mM Na" (rot) und 0 mM Na' (griin) fiir R937S (C) und R937L (D) dargestellt. Die WT-Kurven sind jeweils
zum Vergleich mit offenen Symbolen dargestellt.

Die Mutante R937L zeigte bei [K ].x,= 0 mM und positiven Potentialen ebenfalls auswirtsgerichtete
Leckstrome bei 0 und 100 mM extrazellulirer Na'-Konzentration, die denen von R937S dhnelten
(Abb. 3.3-6C,D). Dabei stiegen die Strome mit zunechmender Depolarisation an und waren in Abwe-
senheit von Na' grofer im Vergleich zu denen unter Na'-freien Bedingungen. Im Unterschied zu
R937S (Abb. 3.3-6A) zeigte R937L bei [K ]e, = 0 mM und Hyperpolarisationen unter 0 mV keine
einwirtsgerichteten Leckstrome in 100 mM Na™ (Abb. 3.3-6B), wohl aber in Abwesenheit von ex-
trazellulirem Na' (Abb. 3.3-6D). Bei [Na+]ext =100 mM war die ouabainsensitive Strom-
Spannungs-Kennlinie fiir 10 mM K" von R937L nicht signifikant von der des WT-Enzyms verschie-
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den (Abb. 3.3-6B), wohingegen die entsprechende I(V)-Kurve von R937S vor allem im negativen
Potentialbereich eine deutlich schwéchere Spannungsabhingigkeit aufwies (Abb. 3.3-6A). Dies ist
ein Hinweis auf eine verinderte apparente Affinitit fiir extrazellulires Na': bei R937S scheint extra-
zelluldres Na“ bei Hyperpolarisation den Vorwirtszyklus des Na'/K'-Austauschtransports der
Na'/K'-Pumpe nicht so stark zu hemmen wie beim WT-Enzym, wohingegen fiir RO37L eine dhnli-
che Hemmung, wenn nicht gar tendenziell etwas stirker ausgeprégt als beim WT-Protein, beobachtet
werden konnte.

Aufgrund all dieser Beobachtungen stellte sich die Frage, durch welche Ladungstriager die ouabain-
sensitiven Leckstrome iiberhaupt vermittelt werden. Da die Auswiirtsstrome in Abwesenheit von Na "
und K die groBten Amplituden aufwiesen, wurde vermutet, dass es sich hierbei weder um Na - noch
um K'-getragene Strome, sondern méglicherweise um Protonenstréme handelte. Um dieser Hypo-
these nachzugehen, wurde im Weiteren die pH-Abhéngigkeit dieser Strome in Hinblick auf eine

pH-abhéngige Verdnderung der Umkehrpotentiale untersucht (Abschnitt 2.4.3).

3.3.3 pH-Abhiingigkeit stationiirer Leckstrome in K'-freien Losungen

In K'-freien Losungen wurden fiir die Konstrukte R937S, R937L, D999H, R1002Q und AYY
sowohl in 0 als auch in 100 mM [Na']e stationire ouabainsensitive Leckstrome beobachtet (Ab-
schnitt 3.3.1 und 3.3.2). Aufgrund des vermuteten Einflusses von Protonen sollte die Abhingigkeit
dieser stationdren Leckstrome vom extrazelluldren pH-Wert untersucht werden. Die Ergebnisse sind
in Abb. 3.3-7 fiir R937S, R937L, R1002Q, AYY und WT dargestellt. Da die ouabainsensitiven
Leckstrome von R937S und R937L nicht gleichgerichtet waren, kdnnen die Umkehrpotentiale V.,
dieser Strome bestimmt und abhiingig von der extrazelluliren H'-Konzentration ausgewertet werden
(Abschnitt 2.4.3). Fiir D999H wurde die pH-Abhingigkeit nicht untersucht, da die Na -abhingigen
Leckstrome durch das hier verwendete Assay vermutlich nicht komplett inhibiert werden konnten
(Abb. 3.3-2B und Abb. 3.3-4).

Quabainsensitive Leckstrome bei pH 7.4

In Na'-reichen Losungen (100 mM) bei einem extrazelluliren pH-Wert von 7,4 konnten beim
WT-Protein nur vernachldssigbar kleine Leckstrome gemessen werden (Abschnitt 3.1.1,
Abb. 3.1-1A). R1002Q und AYY hingegen zeigten bei Potentialen unter 0 mV einwirts gleichge-
richtete Leckstrome, deren Amplituden mit sinkendem Potential stiegen (Abb. 3.3-7). Die Strome
bei Potentialen liber 0 mV waren vernachléssigbar klein und auf die oozyteneigenen Leitfihigkeiten
zuriickzufiihren. R937L zeigte unter den gleichen Bedingungen nur auswirts gleichgerichtete
Leckstrome, die bei Potentialen {iber 0 mV beobachtet wurden. Bei negativen Potentialen konnten
hingegen nur die endogenen Leitfahigkeiten der Oozyten detektiert werden, die sehr kleine Amplitu-
den aufwiesen (Abb. 3.3-6B). Im Gegensatz dazu vermittelte R937S spannungsabhéngig Leckstrome
in beide Richtungen (Abb. 3.3-6A und Abb. 3.3-7), wobei die Stromamplituden um ein Vielfaches
groBer waren als die der oozyteneigenen Leitfihigkeiten. Das Umkehrpotential der I(V)-Kurve lag
bei ca. -12 mV (Abb. 3.3-8, Tab. 3.3-2).
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In Na'-freien Losungen bei pH 7,4 zeigte auch das Wildtyp-Enzym nur einwirtsgerichtete
Leckstrome bei einer Hyperpolarisation von unter -40 mV (Abschnitt 3.1.1, Abb. 3.1-2A), die eine
anndhernd lineare Spannungsabhingigkeit aufwiesen und deren Amplitude bei -140 mV bis auf das
umgekehrte Vorzeichen der des Na'/K'-Vorwirtspumpstroms bei 10 mM K™ und 0 mV sehr dhnlich
war (Abb. 3.3-7). Die Konstrukte R1002Q und AYY zeigten auch derartige Leckstrome, nur waren
die Amplituden kleiner als die des WT-Proteins, vor allem bei AYY (Abb. 3.3-5B und Abb. 3.3-7).
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Abb. 3.3-7: pH-Abhiingigkeit stationiirer Leckstrome unter K*-freien Bedingungen fiir die Konstrukte R937S,
R937L, R1002Q und WT.

Die ouabainsensitiven Leckstrome wurden in [Na']., = 100 mM (gefiillte Symbole) und 0 mM (offene Symbole) und
bei pH 5,5 (rot), pH 7,4 (griin) und 9,0 (blau) gemessen. Die Strome wurden innerhalb eines Experiments auf die
Amplituden bei 10 mM K',; und 0 mV normiert (nicht gezeigt). Zu beachten ist die Achsenunterbrechung in den
Graphen fiir R937S und R937L zur besseren Ubersichtlichkeit. Bei den Messungen der Mutanten R937S und
R1002Q konnten teilweise Spannungen bis zu -200 mV angelegt werden.

74




Ergebnisse

3.3 Strukturrelevante Aminoséurepositionen im Bereich der dritten Natrium-Bindungsstelle

Die ouabainsensitiven Leckstrome der Konstrukte R937S und R937L waren im Vergleich zu denen
der iibrigen Mutanten und zu den Na'/K'-Pumpstromamplituden stark iiberhoht und wiesen eine im
Wesentlichen lineare Spannungsabhéngigkeit auf (Abb. 3.3-7); ein ausgeprigtes Gleichrichtungs-
verhalten war nicht erkennbar, sodass V.. bestimmt werden konnte. Das Umkehrpotential lag
hierbei fiir R937S bei ca. -17 mV, fiir R937L bei ca. -10 mV (Abb. 3.3-8, Tab. 3.3-2).
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Abb. 3.3-8: Vergrofierte Darstellung der pH-abhiingigen Leckstrome von R937S und R937L.
Gezeigt sind die I(V)-Kurven der Konstrukte R937S und R937L aus Abb. 3.3-7, wobei der Bereich, in dem die oua-
bainsensitiven Leckstrome ihr Umkehrpotential hatten (I = 0), vergroBert dargestellt ist.

Quabainsensitive Leckstrome bei pH 5.5

Ein Ansduern der extrazelluldren Losung auf pH 5,5 bewirkte bei allen Konstrukten eine starke Zu-
nahme der Leckstromamplituden sowohl in 100 mM als auch in 0 mM Na', wobei sich die
Auswirkungen auf die I(V)-Kennlinien der Konstrukte voneinander unterschieden. In Anwesenheit
von 100 mM extrazellulirem Na' zeigten nun auch das WT-Enzym und die Mutante R937L ein-
wartsgerichtete Leckstrome, die ab Hyperpolarisationen unter -20 mV bei beiden Konstrukten
sattigten. Die Amplituden der Einwértsstrome der Mutanten R937S, R1002Q und AYY waren nahe-
zu iiber den gesamten hier getesteten Potentialbereich groBer als beim WT-Protein. Diese
Verstirkung wurde besonders bei Potentialen unter -20 mV deutlich. Fiir die Mutanten R937S und
AYY wurden die Amplituden dieser Leckstrome im Verhiltnis zu ihrer Na'/K'-
Pumpstromamplitude bei 0 mV sehr groB3 (12-facher Wert bei -140 mV, was einer Amplitude in der
GroBenordnung von 1-2 pA entsprach; s. Anhang A2) Jedoch sittigten die Strome bei R1002Q zwi-
schen -140 und -160 mV und gingen bei noch stirkerer Hyperpolarisation (unter -160 mV) wieder
zuriick. Bei einer Erniedrigung des angelegten Membranpotentials auf -200 mV konnte auch fiir
R937S eine Sittigung der Leckstrome mit einem anschlieBenden Riickgang der Stromamplitude
beobachtet werden. Bei Experimenten mit der AYY-Mutante gelang es hingegen nicht, die Oozyten
unter diesen pH-Bedingungen auf -200 mV zu klemmen.

In Na'-freien Losungen und pH 5,5 verdreifachte sich die Leckstromamplitude beim Wildtyp-
Enzym bei Hyperpolarisationen unter -40 mV im Vergleich zu der, die bei pH 7,4 gemessen wurde.
Fiir die Konstrukte AYY und R1002Q, die bei pH 7,4 nur kleine Leckstrome vermittelten, waren die
Amplituden der einwértsgerichteten Leckstrome unter diesen Bedingungen vergleichbar mit denen
des WT-Enzyms. Eine Sittigung der Strome konnte nicht mehr beobachtet werden. Die beiden

Mutanten R937S und R937L generierten stationdre Leckstrome, deren Amplituden annidhernd linear
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abhédngig vom angelegten Membranpotential waren. Erst ab Potentialen {iber +40 mV waren diese
Strome auswértsgerichtet. Hierbei konnte keine Séttigung beobachtet werden, auch nicht bei Span-
nungspulsen zu -200 mV, wie sie in den Messungen der R937S-Mutante angelegt werden konnten.
Das Umkehrpotential der Leckstrome der Konstrukte R937S und R937L lag bei pH 5,5 sowohl in
An-, als auch in Abwesenheit von extrazellulirem Na' bei ca. +45 mV (Abb. 3.3-8, Tab. 3.3-2).
Wenn die Membranleitfahigkeit idealerweise durch das Gleichgewichtspotential von Protonen be-
stimmt wére, so ldge die Verschiebung des Umkehrpotentials nach der Nernst-Gleichung berechnet
bei ca. 59 mV pro pH-Einheit (Abschnitt 2.4.3). Da sich AV, bei R937S und R947L diesem Wert
stark anndhert, ist dies ein Hinweis darauf, dass die beiden Mutationen einen protonenselektiven

Transportmechanismus ermoglichen kénnten.

Ouabainsensitive Leckstrome bei pH 9,0

Zur Kontrolle wurden R937S und R937S zusitzlich noch unter basischen Bedingungen untersucht.
Bei pH 9,0 wurden die einwirtsgerichteten Leckstrome in An- und Abwesenheit von Na ' sehr klein.
Fiir das WT-Enzym wurde schon frither gezeigt, dass bei pH 8,5 die Leckstrome bei Hyperpolarisa-
tion der Membran in Na'-freien Losungen zuriickgehen (Efthymiadis et al., 1993). Das
Umkehrpotential der Leckstrome fiir die Konstrukte R937S und R937L verschob sich jedoch beziig-
lich des Werts bei pH 7,4 um ca. -60 mV (in 100 mM Na') bzw. ca. -100 mV (in 0 mM Na"). Somit
lag AV (Na") fiir ApH = 1 bei ca. 45 mV (Tab. 3.3-2).

Auswertung der ungerichteten Leckstrome von R937L und R937S
Da in Abwesenheit von Na’, d. h. in 100 mM NMDG -haltigen Losungen, H'-Ionen die einzigen

einwertigen Kationen sind, die die Oozytenmembran passieren konnen, lag die Vermutung nahe,
dass es sich bei den Leckstromen der Mutanten R937L und R937S um Protonenstréme handelte. Das
Bemerkenswerte ist, dass diese Mutanten Leckstrome in beide Richtungen zulieen, wobei die Um-
kehrpotentiale und die Hohe der Stromamplituden nicht nur vom Membranpotential, sondern auch
vom pH-Gradienten abhingen, und zwar in einem viel groBerem MalB als es beim WT-Protein und
den anderen Konstrukten mit C-terminalen Mutationen zu beobachten war. In Abb. 3.3-9B und C
wurde das Umkehrpotential gegen pH fiir beide Mutanten aufgetragen. Aus der Steigung
AV, o/ApHey ergab sich eine Umkehrpotentialverschiebung von ca. 35 mV pro pH.-Einheit in
100mM Na“ und um ca. 45mV pro pHEinheit in Na'-freien Losungen (Tab. 3.3-2). Die
V,e-Verschiebung war also in Na'-haltiger Losung kleiner, wihrend sich AV, in Na'-freien Losun-
gen dem aus der Nernst-Gleichung berechneten Wert von 59 mV pro pH-Einheit annéherte. Dies
konnte durch einen inhibierenden oder blockierenden Effekt erklirt werden, den Na ' -Ionen auf die
Protonenstrome haben konnten. Daher ist die Frage zu kldren, wie das Permeabilititsverhéltnis von
Na'- und H'-Ionen in den Mutanten R937S und R937L ist und welche Rolle Na'-Ionen spielen.

Auffallenderweise verliefen die I(V)-Kurven fiir R937S und R937L nicht ideal linear, vor allem im
Bereich des Umkehrpotentials V., war eine ausgeprigte Kriimmung erkennbar, und sie nédherten
sich fiir unendlich grof oder klein werdende Potentiale asymptotisch einer Geraden an. Ein solches
Rektifizierungsverhalten wird iiblicherweise bei lonenkanélen beobachtet und wurde bereits von
Goldman und Hodgkin beschrieben (Goldman, 1943; Hodgkin et al., 1952). Dieser als ,,Goldman-
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Rektifizierung® bezeichnete Effekt beruht auf der Tatsache, dass bei ungleichen lonenkonzen-
trationen auf beiden Seiten der Membran die Stromamplitude von der Richtung des Stromflusses
abhéngt. Eine hohe Leitfdhigkeit (Steigung der I(V)-Kurve) wird beobachtet, wenn der Stromfluss
von der Seite der hohen zur Seite mit der niedrigen Ionenkonzentration flieB3t, weil fiir diese Strom-
richtung mehr Ladungstriger zur Verfligung stehen als beim Fluss in die umgekehrte Richtung.
Insgesamt charakterisiert der Goldman-Hodgkin-Katz-Formalismus (GL. 2.4-2) die Permeabilitit von
Membranen fiir mehrere Ionensorten (Abschnitt 2.4.3). Aus dem Umkehrpotential, welches abhén-
gig von der Konzentration der permeierenden lonen auf beiden Seiten der Membran ist, kdnnen
Riickschliisse auf den Permeabilitdtsquotienten von Proteinen fiir diese Ionensorten geschlossen
werden. Im Falle der hier untersuchten Leckstrome sollte die Frage geklédrt werden, ob es sich um
Protonen- oder Na'-getragene Strome handelt. Mithilfe der GHK-Gleichung kann in diesem Fall der
Permeabilititsquotient Py,/Py (Gl. 2.4-5) und das Verhéltnis der Flussdichten ®y./®y (Gl. 2.4-6)
berechnet werden.

Das Verhiltnis der Permeabilititen von Na' und H', sowie das Verhiltnis der Flussdichten ®n,/®y
wurden fiir R937S und R937L (Tab. 3.3-2) ausgehend von der GHK-Gleichung berechnet. So war
die H'-Permeabilitit unter allen hier getesteten pH-Bedingungen wesentlich groBer im Vergleich zu
der von Na', was in den Pn./Pu-Quotienten deutlich wird, die alle weit unter dem Wert von 1 lagen.
AuBerdem ist zu erkennen, dass dieser Quotient kleiner wird, je niedriger pHey ist, was erneut auf
die Abhingigkeit der Membranpermeabilitit von der extrazelluldren Protonenkonzentration hin-
weist. Hervorzuheben seien hierbei die Besonderheiten der Flussdichte-Verhiltnisse ®n,/®y, die
unter basischen Bedingungen bestimmt wurden. So lag dieses Verhéltnis fiir R937S bei 5,5 und fiir
R937L bei 5,4, was bedeuten wiirde, dass die Leckstrome bei pHeyx = 9,0 fiir beide Mutanten eher
durch Na" anstatt durch Protonen getragen wurden. Hier ist zu beriicksichtigen, dass ein pH-Wert
von 9,0 einer H-Konzentration von 1 nM entspricht, so dass unter diesen Bedingungen Na'-Ionen

(Konzentration 150 mM) die hauptsdchlich stromtragenden Ionen sind.

pH Viey (V) Viey (mV) AV,es(#Na) | Pxo/Pu Do/ Dy
[Na']x=100 mM | [Na'le=0 mM | (mV)

R937S |9 76+£2 -123+7 47+7 55-10° 55
7,4 -12+1 17+ 1 5+1 9,110 0,23
55 47 +26 42+ 1 5+2 7,5:10° 0,24

AV, /ApH (mV) 34,7+ 24 46,5+ 10,4

R937L |9 65+4 11243 47+5 5,4-10" 54
7,4 8+3 -10+3 4+4 6,810 0,17
55 49 + 6 43+3 6+7 8,4:10° 0,27

AV,ey /ApH (mV) 33,0+ 1,4 40,7+9,7

Tab. 3.3-2: Parameter der pH-abhéngigen stationiren Leckstrome fiir R937S und R937L.
Die Umkehrpotentiale V., bei verschiedenen pH-Werten wurden anhand der I(V)-Kennlinien in Abb. 3.3-8 fiir
Na'-haltige und Na'-freie Losungen bestimmt. Das Verhiltnis der Permeabilititskoeffizienten Py,/Py; und der Fluss-
dichten ®,/®y wurden mithilfe der GHK-GI. 2.4-2 aus AV,,,(+Na) (Abschnitt 2.4.3) bestimmt.
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Allerdings ist an dieser Stelle anzumerken, dass die Bestimmung des Umkehrpotentials bei pH 9,0,
so wie es oben beschrieben wurde, sehr fehlerbehaftet ist, da die einwartsgerichteten Leckstrome der
Mutanten unter basischen Bedingungen sehr klein waren (vergleichbar dem vernachlissigbar kleinen
Leckstromen des WT-Enzyms) und nur die auswértsgerichteten Leckstrome deutlich detektiert wer-
den konnten. Somit gestaltete sich die Bestimmung des Umkehrpotentials unter basischen
Bedingungen als schwierig, da immer zu berilicksichtigen ist, dass es sich bei den dargestellten
Strom-Spannungs-Kennlinien um Differenzsignale handelt. Insbesondere bei kleinen Stromamplitu-
den konnen sich leichte Schwankungen in der Hintergrundleitfdhigkeit der Oozytenmembran als
signifikanter Storeinfluss bemerkbar machen.

Wenn allerdings angenommen wird, dass es Protonen sind, die ein- und ausstromen, dann ist es ver-
standlich, dass es bei pH 9,0 aufgrund der geringen extrazelluldren Protonenkonzentration nur einen
sehr kleinen Einstrom gibt, dafiir einen umso groferen Auswirtsstrom. Daher stiinde der qualitative
Verlauf der I(V)-Kurven von R937S und R937L mit der Annahme protonengetragener Leckstrome
in Einklang. Anhand der Permeabilititsquotienten wird deutlich, dass Protonen die mit Abstand
beste Permeabilitét haben. Allerdings sind die Na'-Ionen bei pH 9,0 und [Na']exe = 100 mM in viel-
fach hoherer Konzentration vorhanden, sodass nicht auszuschlief3en ist, dass ein sehr kleiner Teil des
Stroms durch Na" getragen wird. Das kann aber nicht allein mit elektrophysiologischen Messungen

geklirt werden, sondern eher mit **Na -Efflux-Messungen.
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Abb. 3.3-9: pH-abhiingige Eigenschaften der I(V)-Kurven der Konstrukte R937S und R937L.

A) Auftragung der Steigungsgrenzwerte von R937S, die am Punkt des Umkehrpotentials der I(V)-Kurve fiir
Na'-freie Bedingungen ermittelt wurden (Abb. 3.3-7). Diese sind gegen pH,y fiir V — -o0 (schwarz) und gegen pH;y
(mithilfe der Nernst-Gleichung aus dem Umkehrpotential bei pH 7,4 berechnet) fiir V. — +oo (rot) aufgetragen.

B,C) Gezeigt ist die pH.-Abhingigkeit des Umkehrpotentials V., der ouabainsensitiven Leckstrome unter K'-freien
Bedingungen (Abb. 3.3-7) fiir R937S (B) und R937L (C).

Da die Hinweise zahlreich sind, die auf einen protonenselektiven Transportmechanismus hindeute-
ten, wurden die ouabainsensitiven Leckstrome von R937S auf diesen Aspekt hin untersucht.
Goldman beschrieb das Rektifizierungsverhalten einer I(V)-Kurve, wenn die Strome durch eine
Ionensorte getragen werden (Gl. 2.4-7). Anhand dieses Formalismus kdnnen Grenzwerte fiir die

Steigungen dI/dV der I(V)-Kurve berechnet werden, wenn das Potential unendlich positiv oder nega-
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tiv wird, und zwar insbesondere unter der Maligabe, dass die lonenkonzentration auf beiden Seiten
der Membran unterschiedlich ist. Fiir H -abhingige Strome sind die Steigungsgrenzwerte fiir
V — -0 proportional zum extrazelluldren pH und fiir V — +oo proportional zum intrazelluliren pH
(Gl. 2.4-8 und -9 in Abschnitt 2.4.3). Daher wurden also die Steigungsgrenzwerte fiir V. — oo aus
den in Abb. 3.3-7 dargestellten pH-abhingigen I(V)-Kurven bei 0 mM extrazellulirem Na* ermittelt
und fiir V — -0 gegen den extrazelluldren pH und fiir V — +o0 gegen den intrazelluldren pH-Wert
aufgetragen (Abb. 3.3-9A). Dabei wurde der intrazellulire pH-Wert mithilfe der Nernst-Gleichung
aus dem Umkehrpotential bei pH,, = 7,4 berechnet. Auf diese Weise ergab sich ein linearer Zusam-
menhang, wobei die Steigungsgrenzwerte bei niedrigem pHey von 5,5 am grofiten und bei hohem
pHexe von 9,0 am kleinsten waren. Es zeigte sich auch, dass die asymptotischen Steigungen der
I(V)-Kurven proportional zu [H )i bzw. [H]ex waren (Abb. 3.3-9B,C), wie aufgrund der
Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung fiir eine rein passive H'-Leitfihigkeit zu erwarten ist.

All diese Ergebnisse untermauern die Schlussfolgerung, dass die ouabainsensitiven Leckstrome der
R937S- und R937L-Mutanten durch Protonen vermittelt werden. Somit ist es wahrscheinlich, dass

bei den anderen Mutanten dhnliche Mechanismen eine Rolle spielen.

3.3.4 Temperaturabhingigkeit stationiirer Strome in K'-freien Lésungen

Da die Mutanten AYY und R937S unter K'-freien, aber vor allem unter Na'-haltigen Bedingungen
ouabainsensitive Leckstréme mit grolen Amplituden aufwiesen (Abb. 3.3-7), wurde {iberpriift, ob es
sich dabei um diffusionskontrollierte Strome handelte oder um Strome, die einen Konformations-
wechsel der Pumpe erforderten. Da sich diese beiden Prozesse in ihrer Aktivierungsenergie
unterscheiden, wurden im Weiteren die Temperaturabhingigkeiten der Leckstrome untersucht. Da-
fiir wurden Spannungspulsexperimente bei verschiedenen Temperaturen, zwischen 16 und 30°C,
durchgefiihrt. Fiir die Temperaturabhidngigkeit der Kinetik eines physikalisch-chemischen

Prozesses gilt die Arrhenius-Gleichung:

—Ea
k= A-cRF Gl 3.3-1

(k: Geschwindigkeitskonstante; E,: Aktivierungsenergie, A: priexponentieller Faktor; R: ideale

Gaskonstante; T: Temperatur in K).

Fiir k kann der normierte Strom I, eingesetzt werden und aus der logarithmischen Auftragung
nach GL 3.3-1 kann die Aktivierungsenergiec E5 mit der folgenden Gleichung bestimmt werden
(Abb. 3.3-10):

Ea 1
1Og(lnorm) = log(A) - log (e) : ? : 1000T Gl. 3.322
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Abb. 3.3-10: Temperaturabhingigkeit der ouabainsensitiven stationéiren Strome fiir R937S und AYY.

Die ouabainsensitiven Differenzstrome bei einem bestimmten Membranpotential (-140, -100 oder 0 mV) wurden fiir
unterschiedliche Temperaturen zwischen 16 und 30°C gemessen, auf den jeweiligen Wert bei Raumtemperatur nor-
miert und gemiB der Arrhenius-Gleichung (Gl. 3.3-2) halblogarithmisch gegen die reziproke Temperatur
aufgetragen. Aus der Steigung wurde die Aktivierungsenergie E, (Tab. 3.3-3) fiir die jeweiligen ionischen Bedingun-
gen bei einem vorgegebenen Membranpotential bestimmt.

Sowohl in Na'-freien als auch in Na'-haltigen Losungen betrugen die Aktivierungsenergien der
ouabainsensitiven Leckstrome fiir beide Konstrukte R937S und AYY zwischen 115 und 136 kJ/mol
und lagen somit in der gleichen GrofBenordnung wie die Aktivierungsenergien der bei
[KJex = 10 mM gemessenen Na /K -Pumpstrome (Tab. 3.3-3). Fiir die Na'/K-ATPase wurden fiir
E, des Na'/K'-Pumpstroms Werte von ca. 90-130 kJ/mol bestimmt (Friedrich & Nagel, 1997;
Tavraz et al., 2009; Castillo et al., 2011). Die E, der Diffusion von kleinen Molekiilen/Ionen in
wissriger Losung liegt unterhalb von 20 kJ/mol und auch bei verschiedenen Kanélen wurden fiir den
Na'-, K'- oder H'-Transfer Aktivierungsenergien von 15-47 kJ/mol ermittelt (Milburn et al., 1995;
Tiwari & Sikdar, 1999; Chernyshev & Cukierman, 2002; Chraibi & Horisberger, 2002). Eine E4 von
100 kJ/mol und grofler deutet also auf einen Transportmechanismus hin, der nicht auf einen Diffu-
sionsprozess zuriickzufithren ist, sondermn einen Konformationswechsel des Transportproteins

erfordert.

E A (kJ/mol)
+ +
}PSO%Na ,0mM K 129+ 10
T T
11319:3758 (l)(ig\rlnMNa ,10mM K 136 £ 22
+ +
O
100 mM Na', 0 mM K"
AYY 140 mV 115 £24
_ T T
N=4 (l)?i\r/nMNa,IOmMK 192 + 26

Tab. 3.3-3: Aktivierungsenergien fiir R937S und AYY.

Aufgelistet sind die aus den Steigungen einer Arrhenius-Auftragung (Gl. 3.3-3, Abb. 3.3-10) ermittelten Aktivie-
rungsenergien der ouabainsensitiven stationdren Strome von R937S und AYY bei einem bestimmten
Membranpotential und fiir unterschiedliche ionische Bedingungen. Berechnet wurde der Mittelwert + S.E. aus 4-5
Einzel-Zellexperimenten.
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3.3.5 [Na+]im-Abhiingigkeit stationidrer Leckstrome von AYY

Es wurde bereits berichtet, dass der C-Terminus die Affinitdt der Na'/K'-ATPase sowohl fiir intra-
als auch fiir extrazelluldres Natrium beeinflusst (Morth et al., 2007; Toustrup-Jensen et al., 2009).
Toustroup-Jensen und Kollegen zeigten an der o;-UE der Ratte in COS-Zellen, dass die
Na'-Affinitit der Phosphorylierungsreaktion im E,-Zustand bei der Deletionsmutante AYY verrin-
gert war. Aus Abschnitt 3.3.4 wurde deutlich, dass der Leckstrom der AYY-Mutante einen
Konformationswechsel der Na'/K -ATPase erfordert, der jedoch nur bei ausreichend intrazelluldrem
Natrium erfolgen kann. Somit war es notwendig zu iiberpriifen, ob die hier angewandte intrazelluldre
Na'-Beladungsprozedur der Oozyten (Abschnitt 2.4.2) iiberhaupt ausreicht, damit die Mutante AYY
den Pumpzyklus optimal durchlaufen kann. Daher wurde die intrazelluldre Natriumkonzentration
bestimmt, die sich in den Zellen wihrend der Beladung einstellte. Hierfiir wurde der konstitutiv
aktive Natriumkanal ENaC in den Oozyten exprimiert und die in Abschnitt 2.4.2 beschriebene Bela-
dungsprozedur angewandt. Wéhrend dieser Prozedur war der ENaC-Kanal durch Zugabe von 20 uM
Amilorid inhibiert. Nach der Beladung mit Na" wurde das Amilorid ausgewaschen und das sich
durch den ENaC einstellende Umkehrpotential der Zellen mittels der TEVC gemessen (Abschnitt
2.4.5). Anhand dieses Werts wurde eine mittlere [Na+]im von 40 £4 mM mithilfe der Nernst-
Gleichung (Gl. 2.4-17) berechnet, wobei davon ausgegangen wurde, dass die Membran der Oozyten
in Anwesenheit des aktiven ENaC-Kanals nahezu ideal semipermeabel fiir Na' ist.

Toustroup-Jensen et al. berichteten fiir die a;-Untereinheit der Na'/K'-ATPase der Ratte einen
Ko s(Na'iy)-Wert von ca. 4 mM fiir die Na'-abhiingige Phosphorylierung des AYY-Konstrukts, im
Gegensatz zum WT-Enzym, dessen KO,S(Na+int)—Wert bei ca. 0,49 mM lag (Toustrup-Jensen et al.,
2009). Daher ist anzunehmen, dass die hier verwendete Beladungsprozedur geeignet war, um die
intrazelluldren Na'-Bindungsstellen der Mutante abzusittigen. Somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass die bisherig beschriebenen ouabainsensitiven Leckstrome fiir AYY unter Bedingungen
gemessen wurden, bei denen die Pumpe in der Lage war, einen Konformationswechsel zu durchlau-
fen. Im Weiteren wurde liberpriift, welchen Einfluss die intrazelluldre Natriumkonzentration auf die
Leckstrome der Mutante hat.

Um die [Na']i,-Abhiingigkeit der ouabainsensitiven Leckstrome fiir AYY zu ermitteln, wurden un-
beladene Oozyten, die die Mutante und den ENaC-Kanal koexprimierten, schrittweise mit Na"
beladen (Abschnitt 2.4.5). Die ouabainsensitiven Leckstrome ([K ey = 0 mM) wurden anschlieBend
fiir verschiedene [Na'J;y bestimmt (Abb. 3.3-11A). Dabei konnte beobachtet werden, dass die ein-
wirtsgerichteten Leckstrome stark von [Na']y,, abhingen und ab einer intrazelluliren
Na'-Konzentration von ca. 25 mM sattigten. Die KO,S(Na+im)—Werte betrugen fiir negative Potentiale
10-15 mM. Auch die K '-induzierten Stréme (Abb. 3.3-11B) stiegen iiber den gesamten Potentialbe-
reich nicht weiter an fiir [Na'];;, > 20 mM. Die halbmaximale Konzentration lag zwischen 8 und
12 mM. Ahnliche Werte fiir KO,S(Na+int) wurden auch fiur die C-terminale AKETYY-
Deletionsmutante der o;-Untereinheit der Na'/K'-ATPase von Xenopus laevis  ermittelt
(Yaragatupalli et al., 2009). In der Literatur liegt der Ko s(Na'y,)-Wert fiir das WT-Enzym je nach
verwendeter a-Isoform und Spezies zwischen 0,4 und 0,8 mM (Morth et al., 2007; Toustrup-Jensen
et al., 2009; Yaragatupalli et al., 2009).
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Der Vergleich der hier ermittelten KO,S(I\Ia+int)—WeITe mit Daten aus den anderen Studien legt nahe,
dass bei AYY neben der extra- auch die intrazellulire Na -Affinitit verringert war. Dennoch kann
bei der hier verwendeten Methodik nicht darauf geschlossen werden, dass die intrazellulédre
Na'-Konzentration limitierend fiir z. B. die Phosphorylierungsreaktion ist, die zum Na -okkludierten
E,P(3Na")-Zustand fiihrt. Dies zeigte sich auch anhand der [Na'Jy-Abhingigkeit der stationiren
Pumpstrome, deren Amplitude bei [Na']i, > 23 mM siittigten, und in etwa dhnlich groBe Amplituden

aufwiesen, wie an WT-exprimierenden Zellen gemessen werden konnten.
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Abb. 3.3-11: [Na'];,~Abhiingigkeit stationirer Leckstrome von AYY.

A) [Na'l];,-Abhingigkeit der ouabainsensitiven Leckstrome in 0 mM K" und 100 mM Na',, und (B) der
K'-induzierten Strome bei 10 mM K" und 100 mM Na',,, reprisentativ fiir eine Oozyte, die den ENaC-Kanal und
das AY'Y-Konstrukt koexprimierte.

Es stellte sich zwar heraus, dass die mutationsbedingten einwértsgerichteten Leckstrome in
Na'-reichen Losungen stark von der intrazelluliren Na'-Konzentration abhingen, dennoch war die
durch die Beladungsprozedur erreichte intrazellulire Na'-Konzentration auch bei der
AY'Y-Mutanten nicht limitierend fiir die Leckstrome.

Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die ouabainsensitiven Leckstrome einen Konformationswech-
sel des Proteins erfordern bzw. dass die Na'-abhingige Phosphorylierung erfolgen muss, die die

Voraussetzung flir den E;P-E,P-Konformationswechsel ist.

3.3.6 Spannungsabhingigkeit und Kinetik transienter Strome

Riickschliisse auf eine Verinderung der apparenten Na'.-Affinitit einer mutierten o-Untereinheit
konnen aus den ouabainsensitiven transienten Stréme unter K'-freien Bedingungen gezogen werden.
In Abb. 3.3-12 sind die Strom-Zeit-Verldufe der Konstrukte R937S, R937L, D999H, R1002Q und
AYY in Antwort auf ein Spannungssprung-Protokoll zu sehen.

Unter diesen Messbedingungen konnten fiir die Konstrukte D999H, R937S, R937L, R1002Q und
AYY stationdre Stromanteile detektiert werden. Dies ist daran zu erkennen, dass die transienten
Strome nicht auf Null zuriickgingen, wie es beim WT-Enzym beobachtet wurde. Diese stationéren

Stromanteile wurden zuvor als ouabainsensitive Leckstrome identifiziert.
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Abb. 3.3-12: Reprisentativer Zeitverlauf transienter Strome fiir die Konstrukte WT, R937S, R937L, D999H
R1002Q und AYY unter K*-freien Bedingungen und [Na*]., = 100 mM.

Die Differenzstrome wurden fiir Spannungspulse zwischen +60 und -140 mV (in 20 mV-Schritten) an jeweils einer
Oozyte bestimmt, wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben.

Der abklingende Anteil der transienten Strome wurde sowohl flir die ,,on“-, als auch fiir
,0ff*-Pulsphase mit einer Exponentialfunktion approximiert und die dabei ermittelte verschobene
Ladungsmenge Q ermittelt. Diese Werte wurden gegen das Membranpotential aufgetragen. Die
Q-Werte von R937S, R1002Q und AYY konnten nur dadurch auf einen Maximalwert (Q.x) nor-
miert werden, weil es gelungen war, einen kleinen Anteil der Zellen bis zu einem Potential von
-200 mV zu klemmen, bei dem die Q(V)-Kurven anfingen zu sittigen (Abb. 3.3-13B,C,D). Auf

diese Weise konnte Vs genauer bestimmt werden.
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Abb. 3.3-13: Spannungsabhiingigkeit der verschobenen Ladung im elektrogenen Na'/Na'-Austauschmodus
unter K'-freien Bedingungen fiir die Konstrukte D999H, R937S, R937L, R1002Q und AYY.

A) Aufgetragen sind die normierten Q(V)-Kurven aus den transienten ,,0ff"-Stromen der Konstrukte D999H, R937S,
R937L, R1002Q und AYY (Abschnitt 2.4.4). Die Normierung der Q-Werte fiir R937S (B), R1002Q (C) und AYY
(D) erfolgte anhand der Daten von Oozyten, die bis -200 mV geklemmt werden konnten, da die Q-Werte erst bei
V <-140 mV ein Plateau erreichten. Die Parameter der Boltzmann-Approximation sind in Tab. 3.3-4 aufgefiihrt.

Eine bemerkenswerte Ausnahme stellte die Mutante D999H dar. Zwar wies dieses Konstrukt nur
kleine stationdre Leckstrome auf, die Spannungsabhingigkeit der transportierten Ladung verlief
jedoch iiber den gesamten untersuchten Bereich linear, so dass eine Normierung der Q(V)-Werte und
die Bestimmung eines V s-Werts sehr schwierig war. Zudem waren die transienten Stromsignale im
Vergleich zu denen des WT-Proteins schnell und klein (Abb. 3.3-12). Fiir die Approximation wurde
der z-Wert daher so lange reduziert, bis die approximierte Kurve gut mit den Messwerten iiberein-
stimmte. Somit ist der hier bestimmte z,-Wert nur ein oberer Grenzwert und der so ermittelte
Qmax-Wert stellt nur einen abgeschétzten Parameter dar. Da V5 direkt von dieser Approximation
abhéngt, ist somit nicht auszuschlieen, dass die Verschiebung von Vs um ca. -70 mV nur ungenau
die tatsdchliche Verschiebung widerspiegelt. Mit 0,33 war z, im Vergleich zu allen anderen Mutan-
ten sehr klein. Sein Wert sollte im Idealfall bei 1 liegen. Auch dies ist ein Hinweis flir die hier nur
unprézise durchfiihrbare Analyse der transienten Strome, obwohl die Messungen von mindestens 21

gut exprimierenden Oozyten aus neun Zellchargen ausgewertet wurden.
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Trotz dieser Ungenauigkeiten bei der Werteermittlung wird bereits am Verlauf der Q(V)-Kurve von
D999H die verdnderte Spannungsabhingigkeit der Ladungsverschiebung im Vergleich zum
WT-Protein deutlich (Abb. 3.3-13A). Allerdings muss einschrinkend gesagt werden, dass 10 mM
Ouabain moglicherweise nicht ausreichten, um die Na -abhingigen Strome komplett zu inhibieren,
wie in Abschnitt 3.3.1 erldutert (Abb. 3.3-4). Die Schwierigkeiten bei der Approximation der oua-
bainsensitiven transienten Strome kdnnten auch dadurch bedingt sein. Nichtsdestotrotz zeigt dieses
Konstrukt eine deutliche funktionelle Abweichung.

Die Vys-Werte der Konstrukte R937S, R937L, R1002Q und AYY waren im Vergleich zum
WT-Enzym um ca. 90-100 mV zu negativen Potentialen verschoben (Abb. 3.3-13A, Tab. 3.3-4).
Einzig fiir R937L war V(s um ca. 15 mV zu positiven Membranpotentialen verschoben.

Die starke negative Kurvenverschiebung der Konstrukte R937S, R1002Q und AY'Y, aber auch von
D999H zeigt, dass diese Mutanten eine deutlich verringerte apparente Affinitit fiir extrazelluldres
Na' aufwiesen, da wesentlich stirker hyperpolarisiert werden musste, um Na" Ionen in die extrazel-
lulér orientierten Bindungsstellen zu zwingen und so den Konformationswechsel in den EP-Zustand
zu ermoglichen. Diese reduzierte Affinitét zeigte sich bereits in den ouabainsensitiven I(V)-Kurven
unter Na'/K'-Austauschbedingungen, d. h. in Anwesenheit von extrazellulirem K, da die Vor-
wirtspumpstrome bei negativen Membranpotentialen nicht so effektiv geghemmt wurden wie beim
WT-Enzym (Abschnitt 3.3.1).

Im Gegensatz dazu ist flir R937L aufgrund der positiven Verschiebung der Q(V)-Kurve sogar eine
leicht erhdhte apparente Na'-Affinitit zu vermuten. Offenbar ist das Arginin an Position 937
strukturell entscheidend fiir die Effektivitit, mit der extrazelluldres Na™ gebunden/okkludiert werden
kann, da sich die Substitution dieser Aminosdure je nach Eigenschaft der eingefiihrten Mutation

anders und sogar gegensitzlich auf die apparente Na .-Affinitit der Pumpe auswirken kann.

Qumin Qmax Vos Zq

(nC) (nC) (mV)
WT 6,70 £0,702,30+0,30| 1=1 [0,77+0,02
R937S |-0,62+0,03(3,19+0,11| -90+3 |0,77 0,08
R937L |-2,56+0,08|0,64+002| 17+2 |0,78+0,07
D999H |-1,57+0,33|2,45+0,60| -67+14 (0,33 +0,11
R1002Q|-0,41 +£0,04{2,79+0,17|-100+ 5 | 0,79 + 0,08
AYY  |-1,4+030 |540+0,20|-101+5 |0,76 0,07

Tab. 3.3-4: Boltzmann-Parameter der Q(V)-Kurven aus den transienten ,,off“-Stromen fiir die Konstrukte
WT, D999H, R937S, R937L, R1002Q und AYY.

Neben der Spannungsabhingigkeit der Ladungsverschiebung liefert die Approximation der transien-
ten Stromsignale mit einer Exponentialfunktion auch noch Informationen iiber die Kinetik der
Ladungstranslokation. Die dabei ermittelten Relaxationskonstanten ' wurden in Abhingigkeit von

der Spannung aufgetragen (Abb. 3.3-14).
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R937L zeigte hierbei als einzige Mutante einen qualitativ dhnlich spannungsabhingigen Verlauf der
Relaxationskonstanten wie das WT-Protein, allerdings séttigten die Werte des Konstrukts bei Poten-
tialen unter -80 mV, wihrend sie das beim WT-Enzym erst bei Potentialen unterhalb von -140 mV
taten. Auch war die Kinetik von R937L insgesamt schneller als beim WT-Enzym (Abb. 3.3-14).
Eine Sittigung von T ist wahrscheinlich durch die Zeitauflssung der Apparatur bedingt, sodass bei
starker Hyperpolarisation eine eindeutige Unterscheidung der transienten Strome und Artefakte er-

schwert wird.
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Abb. 3.3-14: Spannungsabhiingigkeit der Relaxationskonstanten aus den transienten ,,on“-Stromen der Mu-
tanten D999H, R937S, R937L, R1002Q und AYY unter K*-freien Bedingungen ([Na*] . = 100 mM).

Die aus den ,,on“-Stromen ermittelten Relaxationskonstanten sind gegen das Testpotential aufgetragen. Der 7' (V)-
Verlauf des Wildtyp-Enzyms wurde mit einer Polynomfunktion approximiert und ist jeweils gestrichelt dargestellt.
Zum Vergleich wurden die Kurven von R937S, D999H, R1002Q und AYY {iibereinandergelegt (Graph unten rechts).
Die Daten entsprechen Mittelwerten + S.E. aus 9-20 Zellen.
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Bei den Konstrukten D999H, R937S, R1002Q und AYY war die Kinetik der transienten Strome
weniger spannungsabhingig als beim WT-Enzym. Der Verlauf von t' war fiir diese Konstrukte
dhnlich (Abb. 3.3-14 unten rechts). So waren die Werte bei Potentialen unter 0 mV anndhernd kon-
stant und lagen zwischen 150 und 200 s™. Mit steigender Depolarisation erhdhten sie sich auf ca.
300 s, fiir D999H sogar auf 400 s'. Insgesamt wies D999H die schnellsten reziproken Zeitkonstan-
ten von allen fiinf untersuchten Mutanten auf. Die verdnderte Spannungsabhidngigkeit der
Relaxationskonstanten sind ein Hinweis darauf, dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im

Reaktionszyklus verdndert ist.

3.3.7 [Na'|.«-Abhiingigkeit der Leckstrome bei Hyperpolarisation

Da sich die Grofle der ouabainsensitiven Leckstrome, die bei Membranpotentialen unter 0 mV detek-
tiert wurden je nach extrazelluldrer lonenzusammensetzung fiir einige Konstrukte unterschieden, und
auch angesichts deutlich verringerter apparenter Affinititen einiger Konstrukte fiir extrazelluldres
Na' war es wichtig den Einfluss von extrazelluldrem Na' auf die ouabainsensitiven Leckstrdme zu
untersuchen. R937S wies unter allen Bedingungen groBe Leckstromamplituden auf (Abb. 3.3-7).
Daher wurde im Weiteren die [Na'].x-Abhiingigkeit dieser Strome bei pH 7,4 fiir diese Mutante und
zum Vergleich fir das WT-Enzym untersucht (Abb. 3.3-15). Dadurch sollte die extrazelluldre
Na'-Konzentration ermittelt werden, bei der die ouabainsensitiven Leckstrome maximal bzw. mini-
mal werden.

Fiir das WT-Enzym wurden nur einwértsgerichtete Leckstrome beobachtet, deren Amplituden bei
0 mM Na' maximal waren und mit steigender [Na'].,-Konzentration kleiner wurden. Im Gegensatz
dazu waren fiir R937S die Leckstromamplituden bei Hyperpolarisation in 0 mM Na' zwar groBer als
die in 100 mM Na", allerdings waren sie bei [Na Jo = 15 mM maximal. Dieser Effekt wurde bereits
beim WT-Enzym beobachtet, allerdings bei einem pH-Wert von 5,6 (Vasilyev et al., 2004). Es ist zu
vermuten, dass geringe extrazellulire [Na'] einen Konformationszustand ermoglichen, der diese
Leckstrome begiinstigt: beim WT-Enzym bei saurem pHe, und bei R937S bereits bei neutralem
PHext-

Fiir alle Konstrukte (auBler R937L) deutete die Verschiebung der Q(V)-Kurven an, dass die apparen-
te Affinitit fiir extrazelluldres Na™ deutlich herabgesetzt war (Abschnitt 3.3.6). Daher wurde hier
getestet, ob eine Na'-Konzentration von 100 mM ausreichte, um die Leckstrome dieser Mutanten
bei starker Hyperpolarisation zu séttigen. Da AYY die grofite Vi s-Verschiebung aufwies, wurden
die Leckstrome auch bei 150 mM extrazellulirem Na" gemessen (Abb. 3.3-15). AYY generierte bei
50 mM Na' groBere Leckstrome als in Na'-freien Losungen. Die Amplituden dieser Stréme wurden
mit zunehmender [Na']. groBer. Zwar fingen die Leckstrome bei 100 und 150 mM Na' (bei
-140 mV) nicht an zu sittigen, aber die Amplituden in 150 mM Na“ waren nicht groBer als in
100 mM Na™ (Meier et al., 2010). Die Natriumkonzentration, bei der der Leckstrom halbmaximal
war, lag fiir diese Mutante bei ca. 70 mM. Auch fiir R937S ist ersichtlich, dass die Leckstrome, die
in Gegenwart von 60 mM und 100 mM Na' im extrazelluldren Puffer, bei Hyperpolarisation nahezu

identisch waren und zusétzlich ab Potentialen unterhalb von -120 mV sittigten.

87



Ergebnisse

3.3 Strukturrelevante Aminosdurepositionen im Bereich der dritten Natrium-Bindungsstelle

0,5 WT 19 R937S H
]
n B
£ 00 . n 8§ g g o B "
' § 8§ & | . "
g : g = B I g E =
) L] ) L]
9] g 1]8 ! : .
£ 054 L [Na'] /mM t & [Na ],/ mM
5] ext [5] " ]
E ' = 100 € & = 100
5 = 60 5 2] L " 60
=z »1,0<+ . 15 =z = 15
=0 L] .0
N=7 -3 N=8
1,54 L
T T T T , T T T T ,
-150 -100 -50 0 50 100 -150 -100 -50 0 50 100
Membranpotential / mV Membranpotential / mV
051 AYY
]
p 8 B F
£ 00 ]
S s 1 | I |
& L [ ]
s LI |
& os5]m g .
2 Na ], /mM
£ L] 150
2 0] § = 100
= 50
; - 0
5] N=11
T T T 7 ,
-150 -100 -50 0 50 100

Membranpotential / mV

Abb. 3.3-15: Spannungsabhiingigkeit stationiirer Leckstrome unter K'-freien Bedingungen in Abhiingigkeit
von der extrazelluliren Na'-Konzentration fiir R937S und AYY im Vergleich zum WT-Protein.

Dargestellt sind die ouabainsensitiven Leckstrome in Abhédngigkeit vom Membranpotential bei unterschiedlichen
[Na']ex fiir WT, R937S und AYY. Die Stréme wurden innerhalb jedes Experiments auf die Amplitude in 10 mM K"
und 100 mM Na' bei 0 mV normiert. Die Daten entsprechen Mittelwerten aus 7-11 Zellen.

Diese Daten weisen darauf hin, dass die Leckstrome in Na'-haltigen Losungen im direkten Zusam-
menhang mit der Absittigung der extrazelluliren Bindungsstellen durch die Na'-Riickbindung und
dem damit ermdglichten Konformationswechsel (E,P-E|P) stehen. Da bei hohen extrazelluldren
Na'-Konzentrationen und auch bei stark negativen Potentialen (Abschnitt 3.3.3) keine weitere Stei-
gerung der Leckstrome bzw. ein ausgepridgtes Séattigungsverhalten der Stromamplituden zu
beobachten ist (zumindest bei R937S), ist zu vermuten, dass unter diesen Bedingungen alle Pump-
molekiile in der Membran unter Anderungen des Konformationszustandes Ionen ins Zellinnere
transportieren. Somit wire die Anzahl der Pumpmolekiile in der Membran und die Geschwindigkeit

des Konformationswechsels ein limitierender Faktor.

3.3.8 Messungen in Li*-Puffern an AYY

AYY zeigte einwirts gleichgerichtete Leckstrome in Abwesenheit von extrazellulirem K'
(Abb. 3.3-7). Diese Strome waren in Anwesenheit von 100 mM Na' allerdings deutlich groBer als in
Na'-freien Losungen, und zwar bei pH 7,4 und noch ausgeprigter bei pH 5,5. Dies legte den Schluss
nahe, dass die Leckstrome der Mutante durch Na' und nicht, wie es fiir andere C-terminale Mutanten
vermutet wurde, durch Protonen vermittelt werden. Um diese Vermutung niher zu untersuchen,
wurden Messungen in Li -haltigen Losungen vorgenommen, da Lithium in mehreren elektrophysio-
logischen Studien bereits als moglicher Ersatz fiir Na' diskutiert wurde: in K'-haltigen Lésungen

kann Li" hnlich agieren wie extrazellulédres Na’, d. h., K" und Li" kénnen um die extrazelluldren
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Bindungsstellen konkurrieren (Bielen et al., 1991). Auch scheint Li" ein addquates Substitut fiir
intrazellulires Na' zu sein, da sowohl ein elektrogener Li'/K -Austausch, als auch ein elektrogener
Li'/Li"-Austausch nachgewiesen werden konnten (Hemsworth et al., 1997; Hermans et al., 1997). In
Abwesenheit von extrazellulirem K" kann die Na'/K'-ATPase allerdings auch einen elektrogenen
Na'/Li"-Austausch vermitteln, sodass Li" auch dhnlich wie K" ins Innere der Zelle transportiert wer-
den kann (Eisner & Lederer, 1980; Bielen et al., 1991; Ratheal et al., 2010). Im Weiteren wurden fiir
AYY Messungen in Losungen durchgefiihrt, in denen das extrazellulire Na“ gegen Li" ersetzt wur-
de, um den Effekt auf die ouabainsensitiven Leckstrome zu untersuchen (Abb. 3.3-16). Zum
Vergleich wurden die gleichen Messungen auch beim WT-Enzym durchgefiihrt.

Enthielt der extrazelluldre Puffer 10 mM K, unterschieden sich die ouabainsensitiven Strome des
WT-Proteins und der AYY-Mutante in Na'-haltigen Losungen nur wenig von denen, die in
Li'-haltigen Losungen beobachtet wurden (Abb. 3.3-16). Die Stromamplituden des WT-Enzyms als
auch von AYY wurden mit steigender Depolarisation groBer. Auch wurde der Na'/K'-
Vorwirtspumpzyklus mit zunehmender Hyperpolarisation gehemmt, was im Riickgang der Strom-
amplitude deutlich wird. Diese Hemmung war jedoch in 100 mM Li" geringer als in 100 mM Na",
was auf eine weniger effiziente Kompetition von Li" gegeniiber Na" an den extrazellulir orientierten

Bindungsstellen hindeutet.
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Abb. 3.3-16: Ouabainsensitive stationiire Strome in An- und Abwesenheit von 10 mM K*, in 100 mM Na*,,
oder 100 mM Li', fiir WT und AYY.

Es wurde die Spannungsabhingigkeit ouabainsensitiver Strome in [Li"]¢ = 100 mM oder [Na']., = 100 mM sowohl
in An- als auch in Abwesenheit von extrazellulirem K gemessen. Die ouabainsensitiven stationdiren Stréme in
100 mM Li', sind durch gefiillte Symbole und Stréme in 100 mM Na',,, Stréme durch leere Symbole dargestellt.
Die Strome wurden innerhalb jedes Experiments auf die Amplitude in 10 mM K* und 100 mM Na" bei 0 mV nor-
miert. Die Daten entsprechen Mittelwerten = S.E. an 4-5 Zellen.

In Abwesenheit von extrazellulirem K™ wurde in Li -haltigen Losungen der Vorwiértspumpzyklus
des WT-Enzyms bereits bei negativen Potentialen unter -100 mV aktiviert, was in den positiven,
d. h. den auswirtsgerichteten ouabainsensitiven Stromen sichtbar wird (Abb. 3.3-16A). Diese Stro-
me stiegen mit zunehmender Depolarisation an und séttigten bei Potentialen iiber 0 mV. Dabei lag
die maximale Stromamplitude bei nur ca. 40 % der Maximalstromamplitude bei 10 mM K. Dies
konnte auf einen elektrogenen Na'/Li -Austauschtransport unter K'-freien Bedingungen hinweisen,

bei der Na" nach auBen und Li" nach innen transportiert werden wiirde. Der hyperpolarisations-
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bedingte Riickgang der ouabainsensitiven Strome in Li'-haltigen Puffern beim WT-Enzym
(ADbb. 3.3.-10A) deutet aulerdem darauf hin, dass es eine Verschiebung des Reaktionsgleichwichts
zur Tonenriickbindung gibt, dhnlich wie es in Na'-haltigen Losungen zu beobachten ist, allerdings
geringer ausgeprigt. Aus beiden Beobachtungen lisst sich schlieBen, dass Li" fiir die Pumpaktivitit
des WT-Proteins sowohl die Rolle von Na', als auch die von K" iibernehmen konnte.

Dies verkompliziert die Interpretation der Ergebnisse fliir AYY. Die ouabainsensitiven Leckstrome
der Mutante in K'-freien Losungen bei starker Hyperpolarisation (unter -80 mV) reduzierten sich in
100 mM Li" um etwa 2/3 im Vergleich zu 100 mM Na’ (Abb. 3.3-16B). Allerdings ist die Strom-
amplitude des einwirtsgerichteten Leckstroms bei -140 mV in Li'-haltigen Puffern groBer als die,
die in 100 mM NMDG" ermittelt wurde (Abb. 3.3-5). Aus Abb. 3.3-16B konnte geschlossen werden,
dass der Einstrom bei 0 mM [K .y in Li -haltigen Puffern durch Li" getragen wird. Allerdings wur-
de im vorherigen Abschnitt 3.3.7 festgestellt, dass die Leckstrome sowohl fiir R937S (pH 7.4) als
auch fiir das WT-Enzym bei pH 5,6 am groBten in Puffern mit niedriger Na'-Konzentration sind.
Daraus wurde geschlossen, dass niedrige Na'-Konzentrationen einen Konformationszustand begiins-
tigen konnten, der fiir Protonen durchléssig ist. AYY hatte von allen hier untersuchten Konstrukte
die geringste apparente Na -Affinitit, sodass es moglich ist, dass dieser Konformationszustand erst
bei hoheren Na'-Konzentrationen stimuliert wird. Das gleiche wiirde fiir Messungen in Li -haltigen
Puffern gelten, falls Li" ein passendes Substitut fiir Na " ist.

AuBerdem kommt ein weiterer Aspekt hinzu: die I(V)-Kurve von AYY zeigte bei 100 mM Li" und
0mM K einen qualitativ #hnlichen Verlauf wie die ouabainsensitiven 1(V)-Kurven bei nicht-
sittigenden K'-Konzentrationen in 100 mM Na“ oder 100 mM NMDG" (Abb. 3.3-1B und
Abb. 3.3-5B). In K'-freien Li'-Puffern war bei Potentialen oberhalb von -80 mV ein ouabainsensiti-
ver Ausstrom messbar, dessen Maximalamplitude allerdings nur die Hélfte der Stromamplitude des
WT-Enzyms betrug. Da nicht auszuschlieBen ist, dass es bei 0 mM K" in Li'-haltigen Puffern zu
einem Na'/Li -Austausch kommt, konnte der Leckstrom der Mutante von diesem Austauschstrom
iberlagert sein.

Anhand der Ergebnisse, die unter Li -haltigen Bedingungen gewonnen wurden, kann also keine
verlissliche Antwort auf die Frage gegeben werden, welchen Anteil Li" an den ouabainsensitiven
Leckstromen hat. Es ist nicht auszuschlieBBen, dass die Leckstrome von AYY zumindest z. T. durch
Li'- bzw. Na'-Ionen getragen werden. Die Ergebnisse deuten aber vielmehr an, dass ein moglicher
Protonenleckstrom durch einen elektrogenen Na'/Li -Austausch iiberlagert wird, also ein #hnlicher
Mechanismus stattfindet wie beim Na'/K'-Austausch in Na'-haltigen Puffern mit der Einschrin-

kung, dass das Enzym eine geringere Affinitit fiir Li" als fiir K hat.
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4 Diskussion

4.1 Strukturelle und funktionelle Bedeutung des C-Terminus®

Die Veroffentlichung der Kristallstruktur der Na'/K'-ATPase im E,P-Zustand hatte das Hauptinter-
esse der Forschung auf den C-terminalen Bereich der a-UE gelenkt (Morth et al., 2007). Im
E,P-Zustand sind die beiden K'-Bindungsstellen (bzw. Na'-Bindungsstellen) mit K'(Rb")-Ionen
besetzt. Die Na'/K'-ATPase ist die einzige P-Typ-ATPase, die eine dritte Kationenbindungsstelle
fir Na" aufweist (im Gegensatz z. B. zur H'/K'-ATPase), aber bislang konnte nur aufgrund von
Mutationsstudien und Modellierungen anhand der SERCA-Struktur die dritte Na'-Bindungsstelle
strukturell eingegrenzt werden (Abschnitt 1.1.3). Die Kristallstruktur im E,P-Zustand zeigte, dass
der C-Terminus in eine Bindungstasche zwischen den Transmembrandoménen M5, M7 und M8 ragt,
mit dem Loop zwischen M8 und M9 interagiert (am Rest Arg937) und damit an der Stabilisierung
der dritten Na'-Bindungsstelle beteiligt sein konnte (Abb. 1.1-5). Morth und Kollegen untersuchten
das AKETYY-Konstrukt, in dem die letzten C-terminalen Aminosduren der a-UE deletiert waren,
und stellte eine dhnliche Verringerung der Na'-Affinitit fest, wie sie vorher bei Konstrukten be-
stimmt worden waren, in denen die Reste Tyr775 und Thr811, die mutmaBlich an der dritten
Bindungsstelle beteiligt sein sollen, mutiert waren (Vilsen, 1995; Vilsen et al., 1997). Da nicht be-
kannt ist, wie der C-Terminus in der E;-Konformation strukturell organisiert ist und welche
funktionelle Bedeutung er hat, wurden in dieser Arbeit Mutationsstudien am C-Terminus und an
Resten, mit denen er interagieren konnte, durchgefiihrt.

Die Studien wurden an der humanen a,-Untereinheit vorgenommen, da in humangenetischen Stu-
dien mehrere Mutationen im C-terminalen Bereich identifiziert wurden, die ursdchlich fiir die
familidre (oder sporadische) hemiplegische Migrine sind. Einige dieser Mutationen wurden in dieser
Arbeit elektrophysiologisch und proteinbiochemisch untersucht: 1.994del, D999H, R1002Q, K1003E
(M10), R1007W und Y1009X (Deletion der letzten 12 Aminosduren). Aus diesen Untersuchungen
in Kombination mit Ergebnissen anderer Forschungsgruppen kénnen dem C-Terminus verschiedene

Rollen zugewiesen, aber auch Annahmen widerlegt werden, die im Folgenden erldutert werden.

4.1.1 C-terminales Arginin-Cluster

Fir die Funktionsweise von Spannungssensoren in spannnungsaktivierten Kationen-Kanélen sind
positiv geladene (basische) Aminosduren, die sich im elektrischen Feld neu orientieren kdnnen,
essentiell (Bezanilla, 2008). Arginin-Cluster sind beispielsweise Bestandteile des Spannungssensors
in Kalium-Kanédlen und tragen dort zu dem spannungsabhingigen Aktivierungsmechanismus der
Kanéle bei (Jiang et al., 2003; Tombola et al., 2005; Gonzalez-Perez et al., 2010).

Die humanen a-Isoformen der Na'/K -ATPase haben einen hochkonservierten C-Terminus, der sich
allerdings in einem Bereich bei allen vier Isoformen unterscheidet (Abb. 4.1-1). Die a,;-Isoform
enthilt in diesem Bereich (Position 1007-1009; Nummerierung der humanen o,-Isoform) drei auf-
einanderfolgende Arginine, in der a,- und az-Untereinheit ist die dritte Position jeweils verdndert
und in der 04-UE ist nur das erste Arginin konserviert. Da sich alle vier Isoformen in ihrer Span-

nungsabhéngigkeit unterscheiden, schlugen Morth und Kollegen vor, dass der C-Terminus aufgrund
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eines Clusters aus drei Argininen (im Falle der o;-Isoform) an den Positionen 1007-1009 und 937,
938 und 1002 eine hohe positive Uberschussladung triigt (Abb. 4.1-2). Dadurch kénnte er (bei
Hyper- und Depolarisation) als eine Art spannungssensitiver Schalter agieren, mit direkten Folgen
fiir die Na'-Affinitit an der dritten Bindungsstelle (Morth et al., 2007). In Bezug auf die spannungs-
abhingige Reduktion der Na'/K'-Pumpstromamplituden bei negativen Potentialen weist die
op-Isoform die stirkste Spannungsabhéngigkeit auf, wohingegen die o3-Isoform nahezu spannungs-
unabhéngig ist (Crambert et al., 2000; Horisberger & Kharoubi-Hess, 2002). Morth und Kollegen
konzentrierten sich auf die dritte Arginin-Position 1009 (Morth et al., 2009), da in allen Isoformen
an homologer Position eine andere Aminosdure vorhanden ist, und mutierten Arg1009 in der a,-UE
in ein Asparagin (Y-N), und vice versa das in der a;-UE vorhandene Asparagin in ein Tyrosin
(N-Y). Die Strom-Spannungs-Kennlinien waren im Vergleich zu den Wildtyp-Isoformen fiir die
meisten Mutanten nicht verdndert, allenfalls die o,-Y1009N-Mutante lie3 ein Abflachen der Strom-
Spannungs-Kurve erkennen, das aber nicht als signifikant eingestuft wurde. Auch die Mutation
Y1009R der a,-UE wies keine Unterschiede in der Spannungsabhéngigkeit, bzw. in der apparenten
K'- oder Na'-Affinitit auf (Meier, 2009). Diese dritte Position ist nach aktueller Datenlage also
nicht fiir Unterschiede in der Spannungssensitivitit verantwortlich. Allerdings ist hier zu erwéihnen,
dass auch die a;-RRR-AAA-Mutante keine Verdnderung der Spannungsabhingigkeit erkennen lieB3,
was generell die Rolle des C-terminalen Arginin-Clusters als Spannungs-,,Schalter” in Frage stellte
(Morth et al., 2009). Nach Expression in COS-Zellen ergab die Untersuchung der ATPase-Aktivitét
der Tripelmutante eine leichte Reduktion der Na'-Affinitit und der K'-Affinitit
(WT: Ko5= 0,669 mM; RRR-AAA: Ky5=0,843 mM), wobei in diesem Expressionssystem die
Spannungsabhingigkeit nicht untersucht wurde (Morth et al., 2009). Auch eine Mutation der zweiten
Argininposition im a,-Konstrukt R1008Q hatte keine elektrophysiologisch nachweisbaren Auswir-
kungen (Meier, 2009).

o D E VvV R K L I 1 R{P G G WV E K E T Y Y
oy D E VvV R K L I L Y P G G WV E K E T Y Y
o3 D E I R K L I L NP G G WV E K E T Y Y
Oy D E I R K L L 1 P D G WV E R E T Y Y

Abb. 4.1-1: Die C-terminalen Aminosiuresequenzen der a-Isoformen der humanen Na'/K*-ATPase.

Der Bereich, in dem sich die Sequenzen deutlich unterscheiden, wurde eingerahmt. Identische Sequenzen im Arginin-
Cluster sind rot eingeférbt. Die Aminosduren, die nicht konserviert sind, sind in unterschiedlichen Schattierungen
grau unterlegt.

Die in dieser Arbeit untersuchte Mutation R1007W hingegen zeigte eine verdnderte apparente
K-Affinitit. Im physiologisch relevanten Potentialbereich von -80 bis +60 mV war die apparente
K" -Affinitit niedriger (WT: Kos=1,12 mM; R1007W: Ko 5= 1,55 mM) und bei stérkerer Hyperpo-
larisation (V < -80 mV) stieg der K s-Wert nicht wie beim WT-Enzym an (Abb. 3.2-2). Ein solches
Verhalten wurde vorher noch bei keiner FHM/SHM-Mutanten der Na'/K'-ATPase beobachtet.
Allerdings waren die Strome in diesem Potentialbereich sehr klein, sodass die Bestimmung der

Ko s-Werte mit groBeren Fehlern behaftet war. Die apparente Na'-Affinitit war hingegen im Ver-
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gleich zum WT-Enzym sogar erhoht, was sich auch an den steiler zu negativen Potentialen abfallen-
den K'-induzierten I(V)-Kennlinien zeigte. Argl007 befindet sich in direkter Nihe zu Ser940
(Abb. 4.1-2), einer bekannten Phosphorylierungsposition der Proteinkinase A (PKA), und konnte zu
diesem Rest eine Wasserstoffbriickenbindung ausbilden (Bertorello et al., 1991; Cheng et al., 1997;
Therien & Blostein, 2000). Aus molekulardynamischen Simulationen und Mutationsstudien am
Ser940 haben Poulsen und Kollegen jiingst geschlossen, dass die Phosphorylierung dieses Rests
einen Einfluss auf die lonenbindung nehmen kdnnte, da sich bei Phosphorylierung Reste (wie z. B.
GIn927, Tyr775 oder Thr811) neu orientieren, die an der dritten Na'-Bindungsstelle beteiligt sein
konnten (Poulsen et al., 2012). Es ist somit nicht unwahrscheinlich, dass eine Verdnderung der
Wechselwirkungen zwischen Ser940 und Argl007 Auswirkungen auf die Na -Affinitit haben konn-
te und, wie im Fall R1007W, durch eine leicht erhohte apparente Na -Affinitit die Kompetitivitit
zwischen Na' und K verindert wird. Anhand dieser Ergebnisse ist zu vermuten, dass die Aminosiu-
repositionen 1007-1009 aus Struktur-Funktions-Gesichtspunkten zwar eine gewisse Relevanz fiir
extrazellulire Na" und auf K'-Affinititen haben, aber keine Rolle bei der Spannungssensitivitit des

Ionentransports spielen.

- (

‘ RO37 (Q:?

Abb. 4.1-2: Aminosiurereste des C-terminalen Bereichs der a-Untereinheit.

Basierend auf der Rontgenkristallstruktur (PDB-Datei 3B8E) sind die C-terminalen Tyrosine und die Arginine, die zu
einem Cluster gehoren kénnten, im ball-and-stick-Modus hervorgehoben (Morth et al., 2007). Zu beachten sind die
moglichen Wechselwirkungen zwischen Argl007 in M10 (orange) und Ser940 im MS8/M9-Loop (lila). Der
C-Terminus ist cyanfarben dargestellt. Position 1009 ist in der 3B8E-Struktur (a;-UE der Schweineniere) ein Arginin
und in der humanen a,-UE ein Tyrosin (s. Text).

Da in der Literatur die Frage aufgeworfen wurde, ob an einem C-terminalen, fiir die Spannungs-
sensitivitdit moglicherweise wichtigen Arginin-Cluster auch Argl002 und Arg937 beteiligt sind
(Morth et al., 2007), richtete sich das allgemeine Interesse auf die Konstrukte R1002Q und R937P,
beides FHM2-Mutationen (Tavraz et al., 2008; Poulsen et al., 2010). Des Weiteren wurden in der
vorliegenden Arbeit gezielt die Mutationen R937S und R937L generiert, die die wahrscheinlich
stark strukturbrechenden Einfliisse eines Prolins nicht aufweisen sollten. R1002Q, R937P und
R937S zeigten eine stark verringerte apparente Na o-Affinitit und die K -abhéngigen ouabainsensi-

tiven Strdme waren weniger stark spannungsabhéngig als die des WT-Enzyms (Abb. 3.3-1B und
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Poulsen et al., 2010). R937L hatte im Gegensatz dazu eine leicht erhdhte apparente Affinitit fiir
extrazellulires Na” und zeigte in den K -abhingigen I(V)-Kurven bei 10 mM K" keine Abweichung
in der Spannungsabhéngigkeit (Abb. 3.3-6B). Es wurde bereits von Toustrup-Jensen und Kollegen
gezeigt, dass Arg937 eine bedeutende Rolle fiir die intra- und extrazelluldre Na'-Affinitit spielt.
Allerdings konnte in dieser biochemischen Studie an aufgereinigtem Protein die Spannungssensitivi-
tit nicht untersucht werden (Toustrup-Jensen et al., 2009).

Bei R1002Q, R937P und R937S war die Spannungsabhingigkeit der aus den transienten Stromen
bestimmten Relaxationskonstanten (unter Na'/Na'-Austauschbedingungen) erheblich verindert; was
auch fiir die R937L-Mutante gilt, wenn auch der spannungsabhéngige Verlauf (Anstieg mit Hyper-
polarisation) fiir diese Mutante noch am ehesten mit dem WT-Verhalten vergleichbar war
(Abb. 3.3-14 und Poulsen et al., 2010). Auch aus diesen experimentellen Befunden ldsst sich nicht
begriinden, dass Argl002 und Arg937 etwas mit der Spannungssensitivitit des lonentransports zu
tun haben. Basierend auf dem kinetischen Modell von Holmgren und Rakowski (Abschnitt 1.2.3)
legen die charakteristischen Anderungen im spannungsabhingigen Verlauf der Relaxationskonstan-
ten vielmehr die Interpretation nahe, dass es nicht mehr allein die Kinetik der Riickreaktion
(Na'-Riickbindung und -Okklusion) ist, die die Relaxationskonstante dominiert, und somit die Kat-
ionenokklusion verdndert sein konnte (s. dazu im Detail: Abschnitt 4.1.6).

R1002Q, R937P, R937L und R937S allerdings zeigten eine andere Besonderheit: Sie vermittelten
pH-abhiingig groBe ouabainsensitive stationdre Leckstrome unter K'-freien Bedingungen
(Abb. 3.3-7 und Poulsen et al., 2010), wie sie auch bei C-terminalen Trunkationskonstrukten be-
obachtet wurden (Yaragatupalli et al., 2009; Meier et al., 2010; Vedovato & Gadsby, 2010). Daher
liegt der Schluss nahe, dass diese Arginine nicht primér die Rolle eines Spannungssensors {iberneh-
men, sondern strukturell bedeutend sind fiir einen Na'- bzw. Protonen-Zugangskanal zur dritten
Na'-Bindungsstelle oder fiir die Bindungsstelle selbst. Daher kénnen die Ergebnisse nicht im Sinne
eines spannungssensorischen C-terminalen Arginin-Clusters interpretiert werden, und Anderungen
in der Spannungsabhéngigkeit der mutierten Konstrukte beruhen wahrscheinlich auf anderen mecha-

nistischen Effekten.

4.1.2  Stabilisierung der dritten Na'-Bindungsstelle

Aus vielen unterschiedlichen Funktionsstudien kann geschlossen werden, dass der C-Terminus ent-
scheidend an der Stabilisierung der dritten Na'-Bindungsstelle beteiligt ist. Darauf weisen auch
verschiedene Mutationen hin, die im Verdacht stehen, neurologische Erkrankungen auszul6sen.

Bei einer Verliangerung des C-Terminus® kommt es beispielsweise zu verschiedenen funktionellen
Abweichungen. In der o3-UE wurde eine Mutation nachgewiesen und untersucht, bei der das termi-
nale Tyrosin genetisch dupliziert war: Y1013dup in der Nomenklatur der humanen a3-UE
(Blanco-Arias et al., 2009). Diese Mutation 16ste bei der in der Studie untersuchten Patientin ein
Dystonie-Parkinson-Syndrom aus. Unter Ouabain-Stressbedingungen zeigten mit o3-Y1013dup
transfizierte Siugerzellen eine deutlich reduzierte Uberlebensfihigkeit; auch wies diese Mutante eine
stark verringerte Na'-Affinitit auf (Blanco-Arias et al., 2009). Dabei wurde die Mutation sowohl in
der a,-UE als auch in der 03-UE untersucht. Blanco-Arias und Kollegen kamen aufgrund dieser Er-

gebnisse in Kombination mit Modellierungen zu dem Schluss, dass der C-Terminus direkt an der

94



Diskussion

4.1 Strukturelle und funktionelle Bedeutung des C-Terminus*

dritten Na -Bindungsstelle beteiligt ist (Blanco-Arias et al., 2009). Tavraz und Kollegen untersuch-
ten die X1021R-Mutante (Verldngerung des C-Terminus‘ um 28 Aminosduren aufgrund der
Mutation des STOP-Codons) elektrophysiologisch in Xenopus-Oozyten (Tavraz et al., 2008). Auf
die Na'.-Affinitit hatte die Verlangerung des C-Terminus® einen dhnlich Effekt wie die in dieser
Arbeit untersuchte D999H-Mutation. Die Kinetik der transienten Strome lédsst sich durch eine im
Vergleich zum WT-Enzym umgekehrte Spannungsabhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten
beschreiben (1" stieg mit zunehmender Depolarisation). Auch die Q(V)-Kurve der X1021R-Mutante
war dhnlich flach wie die von D999H, und iiber den untersuchten Spannungsbereich linear, sodass
eine Approximierung mittels einer Boltzmann-Funktion schwierig war. Es konnten keine Sétti-
gungswerte der Ladungstranslokation bestimmt werden und der z,-Wert war mit ca. 0,3 sehr niedrig,
was auch daraufhin deutet, dass die Na'-Riickbindung/Freisetzung weniger spannungsabhéngig ist.

In verschiedenen Mutationsstudien an unterschiedlichen o-Isoformen wurden Konstrukte untersucht,
in denen der C-Terminus um eine unterschiedliche Anzahl von Aminosduren verkiirzt war: AY,
AYY, ATYY, AKES/TYY, AWVEKETYY und Y1009X, wobei die Auspragung der funktionellen
Einschrinkungen mit der Anzahl der deletierten Aminosduren zunahm, vor allem betraf dies die
Affinitit sowohl fiir extra- als auch intrazellulires Na'. Toustroup-Jensen und Kollegen zeigten an
der 0,-UE der Ratte in COS-Zellen, dass die Na -Affinitit der Phosphorylierungsreaktion im
E|-Zustand mit zunehmender Verkiirzung des C-Terminus® immer geringer wurde: AY = 2-fach,
AYY = 9-fach, ATYY= 17-fach, AWVEKETYY = 25-fach (Toustrup-Jensen et al., 2009). Diese
Ergebnisse stimmten mit der vorherigen Studie von Morth und Kollegen iiberein, die mit derselben
Methodik eine 26-fache Verringerung der Na'i,-Affinitit fiir das AKETYY-Konstrukt (a;-UE vom
Schwein) bestimmten (Morth et al., 2007). Auch elektrophysiologische Experimente kamen zu dhn-
lichen Ergebnissen. In Patch-Clamp-Messungen am AKESYY-Konstrukt (o;-UE von Xenopus
laevis) wurde eine ca. 10-fache Verringerung der Na'j,-Affinitit bestimmt (WT: Kos=0,5-1,2 mM;
AKESYY: Kos=7-12mM) und eine ca. 16-fache Verringerung der apparenten Na'.-Affinitit
(Yaragatupalli et al., 2009). Basierend auf dem access-channel-Modell kann die Verdnderung der
apparenten Affinitit fiir extrazelluldres Na™ aus den Q(V)-Kurven der transienten Stréme ermittelt
werden. Bei einem z; von ca. 0,7 entspricht eine Verschiebung des Vi s-Werts um -25 mV einer
Halbierung der Na -Affinitit (Gadsby et al., 1993; Holmgren & Rakowski, 2006). Mit der in dieser
Arbeit fiir das AY'Y-Konstrukt (humane a,-UE) ermittelten V,s-Verschiebung konnte eine 12- bis
16-fach verringerte apparente Na',-Affinitit bestimmt werden (Tab. 3.3-4). Zusitzlich konnte aus
den Stromen, die in Abhingigkeit von der intrazelluliren Na'-Konzentration gemessen wurden
(Abb. 3.3-15), ein KO,S(Na+int)—Wert von 10-15 mM berechnet werden, welcher mit dem von
Yaragatupalli und Kollegen berichteten Wert fiir das AKESYY-Konstrukt iibereinstimmt. In elektro-
physiologischen Experimenten, in denen die transienten Strome dieser C-terminal deletierten
Konstrukte untersucht wurden, war die Spannungsabhingigkeit der Kinetik erheblich verdndert
(Yaragatupalli et al., 2009; Meier et al., 2010; Vedovato & Gadsby, 2010). Da diese pre-steady-
state-Strome der Bewegung des dritten Na'-Ions durch die Membran entsprechen, welches durch
einen access channel an die dritte Bindungsstelle gelangt, kann aus diesen gesamten Resultaten

geschlossen werden (ohne die Struktur der E;-Konformation zu kennen), dass der C-Terminus einen
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essentiellen Anteil an der Stabilisierung der dritten Kationenbindungsstelle hat und zwar Spezies-
und Isoformen-iibergreifend.

Aber nicht nur die beiden terminalen Tyrosine scheinen an der Stabilisierung der dritten
Na'-Bindungsstelle beteiligt zu sein, wie aus der Kristallstruktur hervorgeht (Abb. 4.1-3A). Die
Reste Arg937 (M8/M9-Loop), Asp999 (M10) und Arg1002 (M10) scheinen direkt mit diesen beiden
Tyrosinen zu interagieren. Elektrophysiologische Untersuchungen an den Konstrukten R937S,
R937P, D999H und R1002Q wiesen alle dhnliche Abweichungen wie die C-terminal deletierten
Konstrukte auf, sowohl in der Kinetik als auch in der Q(V)-Verteilung der transienten Strome
(Abschnitt 3.3.6 und Poulsen et al., 2010).

Um genaue Aussagen iber die Wechselwirkungen der C-terminalen Tyrosine auf die
Na'-Pumpfunktion treffen zu konnen, wurden Tyr1019 und Tyr1020 durch Alanine bzw. Phenylala-
nine ersetzt (Toustrup-Jensen et al., 2009; Meier et al., 2010; Poulsen et al., 2010). Alanin hat als
Seitenkette nur eine Methylgruppe, wohingegen beim Phenylalanin der aromatische Phenylring wie
beim Tyrosin vorhanden ist, aber selektiv die OH-Gruppe und damit die Moglichkeit zur Ausbildung
einer Wasserstoffbriickenbindung fehlt. Die Substitution der Tyrosine durch Phenylalanine hatte nur
einen relativ geringen Einfluss auf die Pumpaktivitit. Den OH-Gruppen der Tyrosine wurde auf
Grundlage der Kristallstruktur eine besondere Funktionalitit zugeschrieben. Morth et al. schlugen
vor, dass diese Hydroxylgruppen durch Wasserstoftbriicken mit Arg937 in der Schleife zwischen
MS8 und M9 und mit Lys770 in M5 wechselwirken (Morth et al., 2007). Die Substitution der Tyrosi-
ne durch Alanine hatte allerdings wesentlich tiefergreifende Konsequenzen fiir die Proteinaktivitét.
Die I(V)-Kurven, die K s-Werte, die Q(V)-Verteilung und die Kinetik der transienten Stréme waren
denen der AYY-Mutanten sehr dhnlich (Meier et al., 2010). Toustroup-Jensen und Kollegen fanden
eine 32-fach verringerte Affinitit fiir intrazelluldres Na'. Die Eliminierung des aromatischen Rests
hatte erhebliche Folgen fiir die Pumpfunktionalitit. Daher scheint die Erhaltung dieser beiden termi-
nalen Phenylringe des C-Terminus‘ von entscheidender Bedeutung fiir die Stabilisierung der
Konformationen zu sein, wobei hier offenbar andere Wechselwirkungen als Wasserstoftbriickenbin-
dungen zum Tragen kommen. Hierbei konnte es sich um amino-aromatische Wechselwirkungen der
Phenylringe von Tyr1019/Tyr1020 mit den Amin-Gruppen von Arg937/Lys770 und Argl002 han-
deln (Abb. 4.1-3). Dabei wiirden die partial positiv geladenen (8+) Aminogruppen der Lysin- bzw.
Arginin-Seitenketten mit den partial negativ geladenen (3-) m-Elektronensystemen der Tyrosin-
Seitenketten wechselwirken (Abb. 4.1-3B), dhnlich wie bereits von Burley und Petsko anhand von
Strukturanalysen an globuldren Proteinen beschrieben (Burley & Petsko, 1986).

Eine erst kiirzlich verdffentlichte Studie unterstreicht die Bedeutung des C-Terminus® fiir die dritte
Na'-Bindungsstelle. Paulsen und Kollegen analysierten die Eigenschaften der C-terminalen Bin-
dungstasche, indem Docking-Experimente mit unterschiedlichen Dipeptiden durchgefiihrt und die
Wechselwirkungen in der Bindungstasche simuliert wurden. Bemerkenswerterweise wurden dabei
Aminosdurenpaare identifiziert (insbesondere deren Wechselwirkungen), die der Simulation zufolge
eine grofere Bindungsaffinitét aufweisen sollten als das natiirliche Tyrosinpaar. Anschlieend wur-
den die beiden C-terminalen Tyrosine durch die zuvor als aussichtsreich bestimmten Aminosiuren-
Dubletts ersetzt und die Konstrukte elektrophysiologisch untersucht (Paulsen et al., 2013). Dabei
zeigte sich, dass die YY-WW-Mutante, in der die Tyrosine durch Tryptophane ersetzt wurden, sogar
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eine hohere apparente Affinitit fiir extrazellulires Na™ aufwies (Verschiebung der Q(V)-Kurve zu
positiven Potentialen). Dies wurde durch verstirkte Kationen-n-Wechselwirkungen zu Arg1002 und
Arg937 erklirt, da das aromatische Ringsystem von Tryptophan elektronenreicher ist als der aroma-
tische Ring des Tyrosins und die beiden Tryptophane gut in die Bindungstasche passten. Die Studien
in ihrer Gesamtheit zeigen also, dass der C-Terminus die Affinitdt des Enzyms fiir extrazelluldres
Na' in der E,-Konformation reguliert, aber auch fiir intrazelluldres Na' in der E;-Konformation. In
diesem Zusammenhang wire die Frage interessant, ob der Anstieg der apparenten Na -Affinitit, der
in dieser Arbeit fiir die R937L-Mutante gefunden wurde, ebenfalls mit einer erhdhten Wechselwir-

kungsstérke der C-terminalen Tyrosine korreliert.

A B

N

R1002 ENHZ OH Y1020

H:N

NH, K770

HN

R937

Abb. 4.1-3: Mégliche C-terminale Interaktionen.
A) Gezeigt sind die moglichen Wechselwirkungen zwischen dem C-Terminus (cyanfarben) und den Aminoséuren
Argl1002 und Asp999 in M10 (orangefarben). Die C-terminalen Tyrosine kdnnen mit Arg937 (M8/M9-Loop in Lila)
und Lys770 (M5 in Griin) interagieren. Am Ende der C-terminalen Kavitét befindet sich Asp930.

B) Dargestellt sind die chemischen Interaktionen C-terminaler Aminosduren. Die Strukturen wurden mit chemDraw
(PerkinElmer) gezeichnet, adaptiert von Paulsen et al., 2013.

4.1.3 Charakterisierung der Leckstrome: H'- oder Na'-Strome

Seit Verdffentlichung der Rontgenkristallstruktur der Na'/K'-ATPase wurden verschiedene
Sequenzvarianten im C-Terminalen Bereich untersucht (Morth et al., 2007; Toustrup-Jensen et al.,
2009; Yaragatupalli et al., 2009; Meier et al., 2010; Vedovato & Gadsby, 2010). In den elektrophy-
siologischen Studien wie in dieser Arbeit, wurden fiir eine ganze Reihe von Konstrukten
ouabainsensitive Leckstrome unter K'-freien Bedingungen gemessen, insbesondere auch in
Na'-haltigen Puffern. Seither wird vor allem die Frage diskutiert, ob diese Strome durch Protonen

oder Na'-Ionen getragen und wie die Strome vermittelt werden.
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Die fiir die Na'/K -ATPase erstmals 1991 nachgewiesenen hyperpolarisationsinduzierten stationiren
Einstréme unter Na'- und K'-freien Bedingungen sind vom extrazelluldren pH abhingig und verur-
sachen eine intrazellulire Ansduerung (Rakowski et al., 1991; Wang & Horisberger, 1995). Somit
konnen diese Strome beim WT-Protein nur durch Protonen, als einzige einwertige Kationen im ex-
trazelluldren Puffer, getragen sein. Daher wurde davon ausgegangen, dass das WT-Protein unter
Na'-und K'-freien Bedingungen eine Protonen-permeable Konformation annehmen kann, die der
E,-Konformation dhnelt (Efthymiadis et al., 1993; Wang & Horisberger, 1995).

Anhand von *Na-Efflux-Messungen in Na'-freien Losungen legten Vasilyev und Kollegen dar, dass
sich das WT-Protein bei neutralem pH.y in einem 3Na'/2H"-Austauschmodus befindet, da ein
leichter Ausstrom detektierbar war (Vasilyev et al., 2004). Sobald aber die Zelle extrazelluldr ange-
sduert wurde, verstirkte sich einerseits der 22Na+-Efﬂux, andererseits kam es zugleich zu einem
Einwértsstrom, der nur von Protonen getragen sein konnte, sodass sich das Enzym unter diesen Be-
dingungen nicht im 3Na'/2H -Austauschmodus befinden konnte. Daher kamen Vasilyev und
Kollegen zu dem Schluss, dass bei niedrigen pH,y ein sowohl H - als auch Na'-leitender Weg durch
das Protein aktiviert wird, wenn sich das Protein in der E,-Konformation befindet, und zwar in ver-
gleichbarer Weise wie bei lonenkandlen. Ein dhnliches Ergebnis hatte eine Studie von Li und
Kollegen, die Mutationen an solchen Aminosdureresten untersuchten, die mutmaBlich an der dritten
Na'-Bindungsstelle beteiligt sein sollen, und zwar: Glu958 (M9), Thr811(M6) und Tyr775 (M5) in
Abb. 1.1-5. Es zeigte sich, dass die apparente extrazellulire Na'-Affinitit zu- oder abnahm, je mehr
der extrazelluldre pH anstieg oder respektive sank (Li et al., 2006). Aus den Ergebnissen ihrer Studie
schlossen die Autoren, dass die Na'-Bindungsstelle III funktionell an den durch sauren
pH-stimulierten Leckstrom gekoppelt ist und dass Protonen und Na'-Ionen einen gemeinsamen Zu-
gangsweg zwischen Bindungsstelle und extrazelluldirem Medium nutzen.

Das Interessante an einer anderen Studie von Li und Kollegen ist, dass das Konstrukt E958A° elek-
trophysiologisch viele Gemeinsamkeiten zu dem AYY-Konstrukt, welches auch von Vedovato und
Gadsby untersucht wurde, und dem von Yaragatupalli und Kollegen untersuchten Konstrukt
AKESYY aufwies (Li et al., 2005; Yaragatupalli et al., 2009; Vedovato & Gadsby, 2010). Dazu
gehort: die bei Hyperpolarisation hohere apparente K'-Affinitit in Na'-haltigen Puffern und die
unverinderte apparente K -Affinitit in Na'-freien Medien (Abb. 3.3-3), die reduzierte apparente
Na'-Affinitit (starke Verschiebung der Q(V)-Kurve hin zu negativen Potentialen in Abb. 3.3-13),
die in gleicher Weise verinderte Spannungsabhingigkeit der Relaxationskonstanten (Abb. 3.3-14)
und die im Vergleich zum WT-Protein kleinen einwértsgerichteten Leckstrome bei negativen Poten-
tialen in Na'-freien Puffern. Allerdings zeigte das E958A-Konstrukt keine Leckstrome in
Na'-haltigen Puffern (Li et al., 2005). All diese Gemeinsamkeiten sind erstaunlich, da Glu958 zwar
mutmaBlicherweise direkt an der dritten Na'-Bindungsstelle beteiligt ist, aber nicht in das Wechsel-
wirkungs-Netzwerk mit den C-terminalen Tyrosinen eingebunden ist (Abb. 1.1-5). Das untermauert
zusitzlich die These, dass der C-Terminus die dritte Kationenbindungsstelle stabilisiert, aber auch,
dass sich Na'- und H'-Ionen einen gemeinsamen Weg zur dritten Bindungsstelle teilen, an dem der
C-Terminus beteiligt ist. Des Weiteren kristallisiert sich immer mehr die verallgemeinernde These

heraus, dass simtliche Mutationen, die eine verminderte Na -Affinitdt hervorrufen - nicht nur im

8 E961A (0,-UE der Ratte) bei Li et al., 2005 und 2006.
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Bereich des C-Terminus‘ oder der Bindungsstelle III, sondern auch an den beiden Kationenbin-
dungsstellen I und I’ - mit einer Erhdhung des Na -aktivierbaren Anteils der Leckstrome korreliert.
Nun bleibt die Frage, ob die einwértsgerichteten Leckstrome, die bei den in dieser Arbeit untersuch-
ten Konstrukten in Na'-haltigen Puffern gemessen wurden, durch Na'- oder H'-Ionen getragen
werden, da es sein konnte, dass der Zugangsweg an Bindungsstelle III durch Mutationen im
C-Terminus fiir Na" durchléssig ist.

Das Konstrukt D999H zeigte einwirtsgerichtete ouabainsensitive Leckstrome nur unter Na'-haltigen
Pufferbedingungen. Allerdings ist dieses Ergebnis nicht mit ausreichender Sicherheit belegt, da
D999H méglicherweise eine herabgesetzte Ouabainsensitivitit hat (Abb. 3.3-4). Uberdies wiesen
AYY und AKET/SYY groBere Leckstrome in 100 mM Na'e auf als in Abwesenheit von extrazellu-
lirem Na', woraus anfangs geschlossen wurde, dass die Strome zumindest zum Teil auf
einstromendes Na* zuriickzufiihren sind (Yaragatupalli et al., 2009; Meier et al., 2010). Eine weitere
Studie an einem dhnlichen AYY-Konstrukt kam jedoch zu einem anderen Ergebnis (Vedovato &
Gadsby, 2010). Vedovato und Gadsby untersuchten die o,-Untereinheit von Xenopus, wobei sie
zundchst die Auswirkungen unterschiedlicher Ouabainresistenz-vermittelnder Mutationen auf die
Transporteigenschaften verglichen: zum einen die Kombination Q120R/N131D (welches dem
WT-Protein in dieser Arbeit entspricht und bei Vedovato & Gadsby ,,RD* genannt wird) und zum
anderen die C113Y-Mutation. Das RD- und das C113Y-Konstrukt wiesen beide in Abwesenheit von
extrazellulirem Na' einwirtsgerichtete Leckstrome in der gleichen GroBenordnung auf. Die jeweili-
gen AYY- und AKETYY-Mutanten zeigten dagegen ein unterschiedliches Verhalten. RD-AKETYY
und RD-AYY zeigten beide groBere Leckstrome bei [Na']oq = 100 mM als bei [Na']o = 0 mM.
Cl13Y-AYY dagegen wies genau die umgekehrte Abhédngigkeit von den extrazelluldren Puffer-
bedingungen auf (groBere Leckstrome in [Na']e =0 mM) und bei C113Y-AKETYY waren die
Leckstrome in An- und Abwesenheit von Na' etwa gleich groB. Diese Resultate zeigen zum einen,
dass die eingefiihrten Mutationen zur Ouabainresistenz einen indirekten Einfluss auf die Leckstrome
haben, der aber bisher nicht nachvollzogen werden konnte. Zum anderen ist die Schlussfolgerung,
dass AYY eher Na'- als H'-getragene Leckstrome vermittelt, nicht zwingend.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu den Konstrukten R937S und R937L legen vor
allem den Schluss nahe, dass es sich bei den Leckstromen um passive, nur durch das
H'-Konzentrationsgefille getricbene, hoch protonenselektive Strome handelt, die aber durch die
extrazellulire Na'-Konzentration beeinflusst werden. So verschieben sich die Umkehrpotentiale der
bidirektional vermittelten Leckstrome bei 0 mM Na'e,, um ca. 40-47 mV pro pH-Einheit und in
100 mM extrazelluldrem Na™ um 33-35 mV pro pH-Einheit (Tab. 3.3-2 in Abschnitt 3.3.3). Wiren
die Stréme auf eine ideale Semipermeabilitit der Na'/K -ATPase-Mutanten fiir Protonen zuriickzu-
filhren, dann wiirde sich das Umkehrpotential nach der Nernst-Gleichung um ca. 59 mV pro
pH-Einheit verschieben. Also ist die starke pH-Abhingigkeit von AV ., ein deutlicher Hinweis, dass
es sich um Protonenstrome handelt. Fiir das WT-Enzym wurde sogar eine Verschiebung des Um-
kehrpotentials dieser Leckstrome von 58 mV/pH-Einheit bei 0 mM Na',, berichtet (Wang &

7 Koenderink und Kollegen untersuchten Mutationen an Aminosiureresten, die an den Bindungsstellen I und II betei-
ligt sind. Die I(V)-Kurven dieser Konstrukte kénnten auch auf eine K'-abhiingige Leckstrominhibierung hindeuten
(Koenderink et al., 2003).
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Horisberger, 1995). Durch eine weitere Analyse der Leckstrome von R937L und R937S anhand der
Umkehrpotentiale bei 0 mM und 100 mM Na' auf der Grundlage der GHK-Gleichung konnte das
Verhiltnis der Permeabilitdtskoeffizienten berechnet werden. Aus diesem konnte fiir sauren, neutra-
len und basischen pH eine ~10°-fach bessere Permeabilitit fiir H -lonen gegeniiber Na'-Ionen abge-
abgeleitet werden (Tab. 3.3-2). Beim WT-Protein werden diese Leckstrome bei neutralem pH durch
extrazellulires Na™ inhibiert. Das Konstrukt R937L vermittelte unter Na'-freien Bedingungen bidi-
rektional groBe Leckstrome. Wenn extrazelluldr Na® vorhanden war, wurden die Leckstrome in
Einwértsrichtung wie beim WT-Enzym fast komplett inhibiert, aber nicht in Auswértsrichtung.
Somit ist es unwahrscheinlich, dass die Leckstrome durch Na™ getragen werden, d. h., dass der Zu-
gangskanal zur Bindungsstelle III nicht fiir Na",,leck ist; zumal dieses Konstrukt keine verringerte
apparente Affinitit fiir extrazelluldres Na' aufwies, welches sich bei Hyperpolarisation in der Bin-
dungstasche anreichern wiirde. Bei den Konstrukten AYY, R1002Q und R937S ist diese Inhibition
der Einwirtsleckstrdme durch extrazellulires Na' auBler Kraft gesetzt, woraus geschlossen werden
kann, dass die Na'-Ionen nicht mehr in der Lage sind, den Zugangskanal zur Bindungsstelle III fiir
Protonen zu blockieren. Wahrscheinlich konnen die am Na'-Zugangskanal beteiligten Reste nicht
mehr effektiv mit Na" interagieren, denn die hier untersuchten Mutanten wiesen auch alle eine Ver-

ringerung der extrazelluliren, aber auch intrazelluliren Na -Affinitit auf.

4.1.4 Eigenschaften des Protonentransports

Nach elektrophysiologischer Untersuchung unterschiedlicher Mutationen im C-Terminus erhértete
sich die Hypothese, dass die Na'/K'-ATPase unter bestimmten Umstinden Protonen transportiert.
Allerdings wurde iiber die Art und Weise, wie die Protonen transportiert werden, viel diskutiert, vor
allem ob es sich um einen passiven Transportmechanismus handelt, wie er fiir lonenkanéle charakte-
ristisch ist (Wang & Horisberger, 1995; Rettinger, 1996; Li et al., 2006; Meier et al., 2010).

Bei der Bestimmung von Aktivierungsenergien der Leckstrome und des Vorwértspumpstroms fiir
die Konstrukte AYY und R937S zeigte sich, dass sowohl die Na'/K'-Austauschreaktion als auch die
Einwirtsleckstrome in An- und Abwesenheit von extrazellulirem Na’ Aktivierungsenergien in der
gleichen GroBenordnung hatten, ca. 115-130 kJ/mol (Tab. 3.3-3 in Abschnitt 3.3.4). Diese entspre-
chen auch den fiir das WT-Protein bestimmten hohen Aktivierungsenergien des Na /K '-Pumpstroms
((Friedrich & Nagel, 1997; Tavraz et al., 2009; Castillo et al., 2011). Dadurch kann ein reiner Diffu-
sionsprozess, ausgeschlossen werden, denn in der Literatur sind fiir die Aktivierungsenergien der
viskosen Stromung von Wasser (Eigendiffusion) oder der lonenleitung in Wasser bei ca. 25°C Werte
von 15-20 kJ angegeben (Glasstone et al., 1941; Miller, 1963; Horne et al., 1965; Gillen et al.,
1972). Dabei muss jedoch beriicksichtigt werden, dass fiir Protonenleitfédhigkeiten einige Besonder-
heiten zu beachten sind, wie in einem Ubersichtsartikel von T. DeCoursey fiir spannungsaktivierte
Protonenkanéle dargelegt. So weisen die lonenstrome spannungsaktivierter Protonenkanéle ebenfalls
hohe Aktivierungsenergien von 125-160 kJ/mol auf, wahrend die Werte fiir andere Kationenkanile
weitaus geringer sind (Decoursey, 2003). Dieser Umstand wird durch temperaturabhingige und
geschwindigkeitsbestimmende Konformationsdnderungen im Kanal wihrend des Transports bzw.

vor dem Transport erklrt. Auch bei der Na'/K'-ATPase und den hier untersuchten Mutanten deutet
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alles auf einen Protonentransport hin, der an einen Konformationswechsel gekoppelt und energetisch
ghnlicher Natur ist wie die Konformationswechsel wihrend des Na'/K"-Austauschs.

In diesem Zusammenhang ist festzustellen, dass sich die Eigenschaften der Protonenstrdme je nach
extrazelluldren Bedingungen verdnderten. Vor allem wirken sich hohe Konzentrationen von extra-
zellulirem Na® aus. Das duBerte sich bei den hier untersuchten Mutanten in der pH.-abhingigen
Verschiebung der Umkehrpotentiale (Tab. 3.3-2), die kleiner war in Na'-haltigen Puffern als in
Na'-freien Puffern, und auch in dem Sittigungsverhalten der Einwirtsleckstrome in Anwesenheit
von extrazellulirem Na™ (Abb. 3.3-7).

Dabei muss bedacht werden, dass die Pumpmolekiile in Oozyten-Experimenten im E,P- oder wahr-
scheinlich eher in einem E,P-dhnlichen Zustand festgehalten werden, wenn extrazellulir kein Na”
angeboten wird, da der Reaktionsmechanismus aufgrund des Fehlens extrazellulirer K'-Ionen im
E,P-Zustand gestoppt wird. In dieser Konformation ist auch das WT-Protein in der Lage, Protonen
zu transportieren, insbesondere je niedriger der extrazelluldre pH-Wert ist. In Anwesenheit von ex-
trazellulirem Na' dagegen, konnen die Pumpmolekiile einen Konformationswechsel
spannungsabhéngig in den E;P-Zustand durchlaufen, was durch Hyperpolarisation begiinstigt wird.
Das deutet also auf verschiedene Transport-Zustinde hin, und zwar abhingig von der extrazelluldren
Na'-Konzentration.

Einen Hinweis auf diese unterschiedlichen Zustinde gaben die Resultate aus den Messungen bei
verschiedenen [Na o (Abschnitt 3.3.7). Fiir R937S waren die Einwirtsleckstrome bei geringen
Na'-Konzentrationen von 15 mM am groBten. Auch beim WT-Enzym waren die Leckstrome bei
niedrigen extrazelluliren Na'-Konzentrationen bei pH 5,6 bzw. pH 6,0 am groBten (Wang & Horis-
berger, 1995; Vasilyev et al.,, 2004). Das ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass es einen
Konformationszustand gibt, der eine geringe Barriere fiir den Zugang von H'-lonen aufweist, da
geringe Na'-Konzentrationen nicht ausreichen, um den Wechsel in den E;-Zustand zu induzieren,
aber vielleicht eine kleine konformationelle Anderung bewirken, die den Protonentransport begiins-
tigt. Das konnte auch ein Grund sein, warum AYY gréBere Strome in Na'-haltigen Puffern aufweist
(Abb. 3.3-7). Da dieses Konstrukt eine sehr geringe Na'-Affinitét hat, konnte der protonenaffine
Konformationszustand erst durch hohere extrazellulire Na'-Konzentrationen stimuliert werden.
Faktoren, die diesen Konformationszustand begiinstigen, sind also extrazelluldr niedrige
Na'-Konzentrationen und auch extrazelluldre Ansduerung, da die Leckstrdme bei saurem pH groBer
werden und sogar beim WT-Enzym in Na -reichen Puffern induziert werden (Abb. 3.3-7).

Hinweise auf unterschiedliche Transport-Mechanismen je nach extrazelluldrer Pufferbedingung gibt
die Tatsache, dass die ouabainsensitiven Leckstrome bei Hyperpolarisation in Na'-haltigen Puffern
bei allen Konstrukten (auler bei AY'Y, das nicht bei Spannungen unterhalb von -140 mV untersucht
werden konnte) anfingen, ab einem bestimmten negativen Potential zu sittigen, wéhrend dieses Pha-
nomen bei [Na']q =0 nicht auftrat (Abb. 3.3-7). Ein #hnlicher Effekt konnte bei bestimmten
Mutanten des spannungsgesteuerten Shaker K -Kanals beobachtet werden (Starace & Bezanilla,
2004). Starace und Bezanilla verwendeten hierbei die nicht-ionenleitfdhige Shaker-IR-Mutante
WA434F als Hintergrund fiir Histidin-Mutationen der ersten Arginine des S4-Segments, welches Teil
des Spannungssensors ist. Einige der Histidin-Mutanten zeigten einwirts gleichgerichtete Protonen-

strome bei Hyperpolarisation. Dabei gab es aber Unterschiede: beim Konstrukt R365H erreichten die
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Amplituden der Einwértsstrome ein Maximum bei ca. -60 mV und gingen dann wieder zuriick, wéh-
rend beim Konstrukt R362H die Stromamplituden linear mit zunehmender Hyperpolarisation grof3er
wurden. Es wurde argumentiert, dass sich die Seitenkette des Histidins in R365H spannungs-
abhingig in verschiedenen Konformationen (nach intra- oder extrazellulér, bzw. in einem aktivierten
oder inaktivierten Zustand) ausrichten kann, was einer Art shuttle-Mechanismus entspricht. Bei V5
der halbmaximalen Aktivierung des Kanals ist die Rate, mit der sich der Spannungssensor zwischen
der ,inaktivierten” und ,,aktivierten* Position hin und her bewegt, am schnellsten. Da bei diesem
Ubergang die Zuginglichkeit des reversibel protonierbaren Histidins jeweils von auen nach innen
wechselt, ist der ,,shuttle*“-Strom bei Vs maximal. Bei extrem negativen bzw. positiven Potentialen
ist die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fiir den Ubergang vom inaktivierten in den aktivierten
Zustand und vice versa minimal und damit auch der ,,shuttle-Strom. Bei R362H dagegen pléddierten
Starace und Bezanilla auf einen spannungsgesteuerten Transportmechanismus {iber eine Protonen-
pore. Das Histidin von R362H sei ab einem bestimmten Potential von beiden Seiten der Membran
zuginglich und ermoglicht so eine H'-Leitung durch die Membran, quasi Kanal-artig.

Auch fiir Na'/K'-ATPase-Mutanten kiimen dhnliche Mechanismen in Frage. Da extrazellulires Na"
einen Konformationswechsel mit Ausrichtung der Bindungsstellen ins Intrazelluldre induziert und
der Protonentransport an einen Konformationswechsel gekoppelt ist, stellt sich ein Reaktionsgleich-
gewicht zwischen den Konformationszustinden ein. Dieses Gleichgewicht kann abhingig vom
Membranpotential verschoben sein, sodass es ab einem bestimmten negativen Potential auf der Seite
des Konformationszustandes liegt, der den Protonenfluss nach innen ermdglicht, und die Strome
fangen an zu sittigen (die Strome sind durch die Anzahl der Pumpmolekiile, die den Konforma-
tionswechsel betreiben, limitiert). Im Unterschied zu R365H des Shaker-Kanals gehen die Einstrome
nicht auf null zuriick, da die Pumpmolekiile auch bei extremer Hyperpolarisation zwischen zwei
Konformationen hin und her pendeln, wihrend bei R365H die Seitenkette auf einer Membranseite
ausgerichtet wird. Es wurde bei den Mutanten R1002Q, R937L und auch beim WT-Enzym bei pH
5,5 aber nicht nur eine Sittigung, sondern auch ein Riickgang der Einwértsleckstrome beobachtet.
Erklért werden kann das durch die Konkurrenz von extrazelluldren Protonen mit Na', sodass neben
dem H'-Transport auch der elektroneutrale Na'/Na'-Austausch stattfindet, der bei steigender Hyper-
polarisation eventuell favorisiert wird. Beim WT-Protein wird er bei neutralen pH-Werten
vollstindig bevorzugt.

In Anwesenheit von extrazelluldrem Na' ist der Protonenstrom wahrscheinlich eng an Konforma-
tionswechsel gekoppelt, die durch Na' stimuliert werden. Anders sieht es bei den ouabainsensitiven
Leckstromen unter Na'-freien Bedingungen aus. Der Konformationswechsel kann nicht durch Na"
induziert werden und es gibt auch extrazellulir keine Kompetition zwischen Na'- und H'-Ionen.
Allerdings liegt der Schluss nahe, dass das Membranpotential einen kleinen Konformationswechsel
induziert (oder auch die Neutralisation der Bindungsstellen durch Protonen) und damit eine Proto-
nenleitung ermoglicht, aber nur in Na'-freien Medien. R937S und R937L lieBen unter diesem
Umsténden Protonenstrdme in beide Richtungen zu, was bei diesen Konstrukten fiir eine Zugéng-
lichkeit der Protonen sowohl von extra- als auch von intrazelluldr spricht. Damit dhneln die
Leckstrome der Mutanten den Stromen von R362H des Shaker-Kanals, allerdings liel dieses Kon-

strukt nur einwérts gleichrichtend Strome zu.
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An die Argumentation von Starace und Bezanilla ankniipfend diskutierten Vedovato und Gadsby in
diesem Zusammenhang bei der Na'/K'-ATPase einen E,P-dhnlichen Zustand, in dem eine proto-
nierbare Seitenkette zum extrazelluldren access channel gerichtet ist, welche sich dann im
protonierten Zustand zum Zytoplasma ausrichtet (Vedovato & Gadsby, 2010). Dies entspricht quasi
dem Shuttle-Mechanismus einer schwachen Siure, die als Protonencarrier agiert (McLaughlin &
Dilger, 1980; Boron, 1983). Diese Seitenkette wire wahrscheinlich iiber den C-Terminus zugéng-
lich, da Konstrukte mit Mutationen in diesem Bereich Protonenfluss auch in Na'-haltigen Losungen
zulassen.

Da der extrazellulire pH die Protonleitung begiinstigt, ist es denkbar, dass die Protonierung ver-
schiedener Reste eine Rolle spielt, entweder beim Protonentransport (also der Weiterleitung) oder
eben bei einem Konformationswechsel. An dieser Stelle muss also die Frage aufgeworfen werden,
wie die Protonenleitung in anderen fiir H'-Ionen selektive Proteine organisiert ist, da Protonen mit-
hilfe eines andersartigen Mechanismus® durch ein Protein geleitet werden als andere Kationen.
Onsager schlug eine Protonenleitung iiber Wasserstoffbriickenbindungsketten (engl. Hydrogen Bond
Chain, HBC) vor (Onsager, 1967b; Onsager, 1967a). Protonen konnen demnach durch ein Netzwerk
aus Wasserstoffbriickenbindungen zwischen verschiedenen Aminosdureresten im Protein wandern
(Abb. 4.1-4). Dies hat den Vorteil, dass es keiner Wasser-gefiillten Pore im Protein bedarf (zur Er-
moglichung eines Grotthus-Mechanismus‘, Abb. 4.1-4C). Der Mechanismus wird im Folgenden
anhand von Wasserstoftbriickenbindungen, die von Hydroxylresten ausgebildet werden, erldutert
(Decoursey, 2003). Ein Proton trifft auf den Beginn einer HBC, wobei die erste Hydroxylgruppe
eine giinstige Orientierung haben muss. Es folgt ein Protonentransfer entlang der HBC
(Abb. 4.1-4A). Nachdem ein Proton die HBC verlassen hat, hat diese eine andere Orientierung als zu
Beginn des Transfers (Abb. 4.1-4B). Das néchste Proton kann erst transferiert werden, wenn sich die
HBC in die Ausgangsposition zuriick orientiert, und erst dann wurde eine Nettoladung transportiert.
Treibende Krifte dieses Prozesses sind der Protonengradient und das Membranpotential. Protonen-
transfer durch HBC wird besonders durch Wechselwirkungen folgender Reste begiinstigt: Tyr-Arg,
Cys-Lys, Tyr-Lys, Glu-His und Asp-His (Zundel, 1997). Es konnen aber auch Wassermolekiile an
dieser Kette beteiligt sein. Es gibt inzwischen viele Mutationsstudien, in denen eine signifikante
Beteiligung am Protonentransfer fiir etliche Aminosiurereste nachgewiesen werden konnte, aller-
dings ist es schwer zu unterscheiden, ob ein Rest direkt an der HBC beteiligt ist, ob er die Struktur
stabilisiert oder ob er einfach dazu benétigt wird, ein Wassermolekiil in die richtige Position zu
koordinieren (Decoursey, 2003). Aminosduren wie Asp, Glu und His sind gute Kandidaten zur Wei-
tergabe eines Protons, da ihr pK,-Wert niedrig genug ist, um die Protonen nicht zu fest zu binden.

Es gibt auch noch die Mdglichkeit fiir Protonen, entlang eines Wassernetzwerks zu wandern, ohne
die Position der Wassermolekiile zu verdndern, also ein Grotthus-dhnlicher Mechanismus wie beim
Gramicidin-Kanal (Abb. 4.1-4C). Besonders wichtig fiir einen schnellen Protonentransfer sind zum
einen die giinstige Positionierung der Wassermolekiile zueinander und zum anderen die Linge der
Wasserstoffbriicken. In einer engen, mit Wasser gefiillten Pore eines lonenkanals bewegen sich die
Wassermolekiile nicht frei. So konnen auch hier Aminoséurereste fiir die richtige Positionierung der

H,0-Molekiile sorgen.
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Abb. 4.1-4: Der Mechanismus des Protonentransfers iiber eine Wasserstoffbriickenbindungskette (HBC).

In diesem Beispiel wird die HBC durch Hydroxylgruppen (wie z. B. bei Serinen) gebildet. Die Abbildung ist von
Decoursey, 2003 entlehnt.

A) Der Protontransfer beginnt auf der linken Seite und setzt sich durch Spriinge einzelner Protonen fort.

B) Nach dem Transferprozess hat die HBC eine andere Orientierung als am Anfang und muss sich neu positionieren,
z. B. durch Rotierung der Hydroxylreste. Erst dann kann ein weiteres Proton transferiert werden (Nagle & Morowitz,
1978).

C) Protonentransfer entlang eines einfachen Wassernetzwerkes.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass es unterschiedliche Mechanismen in Proteinen gibt, wie
Protonen transportiert werden. Festzuhalten bleibt, dass es bei den Na'/K'-ATPase-Mutanten an-
scheinend mechanistische Unterschiede gibt, je nachdem ob Na™ im extrazelluliren Medium
enthalten ist. Es ist allerdings nicht mit Gewissheit zu kléren, wie der Protonentransport in den Mu-
tanten oder auch im WT-Enzym organisiert ist. Es kann durch einen shuttle-Mechanismus sein
(entweder einer einzelnen Seitenkette oder durch einen Konformationswechsel, der durch Protonie-
rung initiiert wird), iiber eine Art Grotthus-Mechanismus durch einen mit H,O-gefiillten Kanal, der
durch den C-Terminus gedftnet wird oder aber auch iiber eine Wasserstoffbriickenbindungskette
durch das Protein. Der Zugang der Protonen zu diesen Prozessen wird allerdings durch den
C-Terminus kontrolliert. Bleibt die Frage, welche Reste und strukturellen Elemente an diesem Zu-

gangskanal fiir Protonen beteiligt sein kdnnten.
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4.1.5 Beschaffenheit des C-terminalen Zugangskanals

Die dénische Forschungsgruppe um H. Poulsen fand mithilfe von molekulardynamischen Simulatio-
nen Hinweise auf den diskutierten C-terminalen Protonenkanal (Poulsen et al., 2010). In diesen
Simulationen an der C-terminal mutierten a,-UE und am WT-Protein kénnen Wassermolekiile in
eine C-terminale Kavitdt eindringen, deren Ende durch Asp930 gebildet wird (Abb. 1.2-4,
Abb. 4.1-5).

Abb. 4.1-5: Darstellung der C-terminalen Kavitiit (aus: Poulsen et al., 2010).

Die Proteinoberflache zeigt eine Kavitit ausgehend vom C-Terminus (Tyr1019 und Tyr1020) zu Asp930 (rot). Die Amino-
sduren Arg937, Asp999 und Argl002 sind gelb koloriert. Die Struktur basiert auf der a-UE der Rektaldriise des Hais (PDB-
Datei 2ZXE).

Asp930 soll den Zugang zur dritten Na'-Bindungsstelle am Ende des hypothetischen C-terminalen
Zugangskanals (engl. pathway) zwischen C-Terminus und Bindungsstelle I1I kontrollieren, und zwar
wahrscheinlich abhidngig von seinem Protonierungsgrad (Poulsen et al., 2010). Die Asparaginséure
wurde in ein Asparagin mutiert (diese Mutation wurde bei einem Patienten mit RDP in der
oz-Isoform nachgewiesen (Anselm et al., 2009)), um den protonierten (elektrisch neutralen) Zustand
zu imitieren. Dieses Konstrukt® zeigte keinerlei ouabainsensitive Einwirtsleckstrome (auch nicht in
Abwesenheit von extrazellulirem Na") und keine ouabainsensitiven transienten Strome (bzw. sehr
schnelle, nicht aufldsbare transiente Stromsignale). Anhand dieser Ergebnisse wurde die Hypothese
entwickelt, dass sich der C-Terminus bei positiven Potentialen neu orientiert und die
Na'-Freisetzung ins Extrazellulire ermoglicht. Durch die Absetzbewegung (,.disengagement™ nach
Poulsen et al., 2010) des C-Terminus‘ kann ein intrazellulires H -Ion Asp930 protonieren, welches
dann den Zugang zur Bindungsstelle III blockiert, sodass die beiden K -Ionen extrazellulir binden
konnen (Abschnitt 1.2.4, Abb. 1.2-5). Bei negativen Membranpotentialen wird die dritte
Na'-Bindungsstelle durch Na" besetzt und blockiert beim WT-Protein jeglichen Einwirtsleckstrom.
Fehlen jedoch einige Aminoséduren des C-Terminus‘, wird der Zugangskanal gedffnet. Dadurch wire
Asp930 direkt zuganglich fiir H,O-Molekiile, welche bei Hyperpolarisation ungehindert bis zur Bin-

dungsstelle IIT gelangen, und somit eine durchgéngige Protonentranslokationskette ermoglicht.

8 D923N der humanen o3-Untereinheit
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Dieser C-terminale Wasserkanal 6ffnet sich in molekulardynamischen Simulationen auch, wenn
Ser940 phosphoryliert wird (Poulsen et al., 2012). Ser940 gehort zu dem konservierten Phosphory-
lierungsmotiv Arg-Arg-Asn-Ser-Val/Leu/ILE, welches als Erkennungssequenz fiir die Proteinkinase
A dient. In Abb. 4.1-6 ist zu sehen, dass die Phosphorylierung von Ser940 (SP940) im E,-Zustand in
einer Bewegung des M8/M9-Loops weg vom C-Terminus resultiert, sodass sich alternative
Wechselwirkungen der Loops in dichter Ndhe zum C-Terminus ausbilden konnen. Dadurch wird es
H,0-Molekiilen ermoglicht, in die Kavitdt zwischen den Helices von M5, M7 und M8 zu wandern
(Poulsen et al., 2012). Auch diskutierten Poulsen und Kollegen, dass die Neuorientierung der an der
Bindungsstelle III beteiligten Reste durch SP940 eine Schwichung der lonenbindung zur Folge ha-
ben konnte. Zum Beweis stehen allerdings noch geeignete Mutationsstudien aus, welche die
Phosphorylierungsreaktion imitieren kdnnten.

Der Einfluss der Phosphorylierungsreaktion von Ser940 auf die Bildung eines Wasserkanals ist den-
noch interessant, da hierdurch der indirekte Einfluss auf den Kationentransport bzw. die
Kationenzugangswege beleuchtet wird. Ser940 liegt nicht in dem C-terminalen Netzwerk und ist
auch nicht an Bindungsstelle III beteiligt. Eine strukturelle Verdnderung dieser Aminosiureposition
hat dennoch einen groen Einfluss auf die C-terminale Kavitdt. Auch konnte gezeigt werden, dass
die Phosphorylierung durch PKA (wie sie in manchen Zelltypen erfolgt) die Pumpaktivitit der
Na'/K'-ATPase bzw. den Na'-Efflux beeinflusst (Andersson et al., 1998; Venosa, 2005). Die Ver-
anderungen des C-terminalen intrazelluldren Zugangskanals stehen also im direkten Zusammenhang
mit Verdnderung im Ionentransport und sind vor allem physiologisch relevant, da auch Mechanis-
men in Zellen (und nicht nur experimentell simulierte) diesen Zugangskanal 6ffnen/schlieBen

konnten.

/A - y
Abb. 4.1-6: C-terminale Strukturverinderung wihrend der Phosphorylierung von Ser940.
Simuliert ist das Eindringen von Wasser (lilafarbene Kugeln) zwischen den Helices von M5, M7 und M8 fiir das
WT-Protein (A) und das am Rest Ser940 phosphorylierte Enzym (B). K'-Ionen sind als rote Kiigelchen dargestellt. Y
und D benennen die Reste Tyr1020 und Asp930. Der M8/M9-Loop und die letzten C-terminal gelegenen Reste sind
als orangefarbene Bénder gezeigt. Die Strukturen sind an die humane a,-UE adaptiert (aus: Poulsen et al., 2012).

¥
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Einen weiteren Aspekt des Mechanismus® diskutierten Ratheal und Kollegen (Ratheal et al., 2010).
Diese Gruppe untersuchte die Selektivitit der Na'/K'-ATPase fiir verschiedene organische Kationen
und Alkalimetalle. Dabei setzten sie Guanidinium-Ionen (Gua") als Surrogat fiir Na" ein und konnten
Einwirtsleckstrome beim WT-Enzym messen, die anscheinend von Gua’ und nicht von Protonen
getragen waren (keine pH-abhingige, sondern eine [Gua']-abhiéingige V,e-Verschiecbung). Ratheal
und Kollegen stellten daraufthin die These auf, dass Bindungsstelle I und II, die extrazelluldr bei der
Na'-Riickbindung zuerst besetzt werden (Schneeberger & Apell, 2001), den Zugang zur Bindungs-
stelle III kontrollieren. Wenn also extrazellulir Kationen wie Na" oder K™ an Bindungsstelle I und II
binden, gibt es keine Einwartsstrome. Wenn aber die Okklusion an diesen beiden Stellen reduziert ist
wie bei Gua®, wird ein Zugangskanal zur Bindungsstelle IIT gedffnet. Dies konnte auch bei Protonie-
rung der Bindungsstelle I und II der Fall sein, welche den C-terminalen Protonenzugang offnet.
Diese These steht nicht im Widerspruch zu der Vermutung von Poulsen und Kollegen, dass die Be-
wegung des C-Terminus® den intrazelluldren Zugang offnet. Eine Konformationsédnderung des
C-Terminus‘ kann durch die Okklusion an Bindungsstelle I und II initiiert sein.

Es gibt also inzwischen einige Modelle, mit denen die Entstehung des Zugangskanals fiir Protonen
erlautert werden kann. Welche Funktionen iiben also die Aminosdurereste aus, die mutmaBlich an
diesem Kanal beteiligt sind? Es ist unstrittig, dass die beiden C-terminalen Tyrosine eine wichtige
funktionelle Beteiligung an der Stabilisierung der Na'-Bindungsstelle III und aber auch an der Zu-
géinglichkeit des Protonenkanals haben. Der C-Terminus wirkt wie ein Schalter (engl. switch), der
sich je nach Bindungsverhiltnissen neu orientieren kann. Es ist denkbar, dass er durch indirekte
Wechselwirkungen die Bindungsstellen, insbesondere die dritte, nach intra- oder extrazelluldr aus-
richtet. Des Weiteren weisen die C-terminal deletierten Konstrukte eine verringerte apparente
Affinitit fiir intrazellulires Na' auf. Es ist leider nicht bekannt, wie die beiden Tyrosine in der
E;-Konformation orientiert sind. Sie interagieren wahrscheinlich direkt mit Arg937 und Argl1002
(Abb. 4.1-3), denn es zeigte sich, dass Mutationen an diesen beiden Resten dhnliche funktionelle
Konsequenzen haben wie die Deletion der Tyrosine.

Arg937 scheint in diesem Zusammenhang eine noch wichtigere Funktion zu haben. Bei Mutation
dieses Rests wurden nicht nur Einwértsleckstrome beobachtet, sondern auch von innen nach auflen
gerichtete Protonenstrome (Abschnitt 3.3.2). Vor allem die Einfithrung eines Serins, das die Seiten-
kette des Arginins in einen polaren Rest umwandelt, ermoglichte unter allen Pufferbedingungen
einen Aus- und Einwértsleckstrom, mit allen Eigenschaften eines rein passiven Protonentransports.
In Abb. 4.1-7 ist die Beschaffenheit des C-terminalen Zugangskanals im E,-Zustand abhingig vom
eingefiigten Aminosaurerest an Position 937 gezeigt. Arginin (WT) hat eine lange positiv geladene
Seitenkette, die iiber Interaktion mit den Tyrosinen die Kavitdt ausfiillt. Die Seitenkette des Serins
richtet die polare Hydroxylgruppe zur Kavitdt hin aus, wohingegen das Leucin den Zugang behindert
(keine Einwirtsleckstrome in Na'-haltigen Puffer bei pH 7,4) und Prolin den Zugang erweitert (ein-
wiirtsgerichtete Leckstrome in Na'-haltigen Puffer bei pH 7,4 (Poulsen et al., 2010)). Um also diese
Leckstrome zu verhindern scheint Arg937 der kontrollierende Rest zu sein, und zwar sowohl intra-
als auch extrazelluldr. Da Poulsen und Kollegen auch Asp930 als kontrollierenden Rest fiir den in-
trazelluldiren Zugang zur Bindungsstelle III vorgeschlagen haben, wire es in zukiinftigen

Experimenten von groflem Interesse eine Doppelmutante D930N/R937S zu untersuchen.
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Abb. 4.1-7: Oberflichendarstellung der C-terminalen Kavitit fiir WT, R937S, R937L und R937P.

Dargestellt ist die Oberflichenbeschaffenheit des C-terminalen Zugangskanals im E,-Zustand abhingig vom einge-
fiigten Rest an Position 937. Die Aminosidure Arg-937 wurde mithilfe des ,,mutate“~-Werkzeugs im Programm PyMol
gegen andere ausgetauscht und das Konformer mit den geringsten sterischen Konflikten gewéhlt. Zur Darstellung
diente eine Oberflichenreprisentation, bei der die C-terminalen Aminosduren 1013-WVEKETYY ausgenommen
wurden und nur die beiden letzten Aminoséuren in ball-and-stick-Reprasentation dargestellt sind, um die Form der
C-terminalen Kavitdt kenntlich zu machen. Asp930 ist in Magenta und Arg1002 in Hellblau gezeigt. Das Riickgrat
der C-terminalen Sequenz 1013-WVEKETYY ist rosa eingefdrbt. In der Oberflichendarstellung der Seitenketten an
Position 937 sind Sauerstoffatome rot, Stickstoffatome dunkelblau und Kohlenstoffatome griin eingeférbt.

Die Kristallstruktur der Na'/K'-ATPase lisst vermuten, dass Asp999 auch in dem Bereich des Pro-
tonenzugangskanals liegt. In der Tat wies das Konstrukt D999H kleine Einwirtsleckstrome in
Na'-haltigen Puffern auf. Daraus lisst aber noch nicht schliefen, dass Asp999 direkt an der Proto-
nenleitung beteiligt ist. Es ist aber moglich, dass Asp999 einen strukturellen Einfluss auf einen
Zugangsweg fiir Na™ hat, da die Mutante die Elektrogenizitit der langsamen Komponente der La-
dungstranslokation verdnderte (zg=0,3 in Abb. 3.3-13A, Tab. 3.3-1). Allerdings ist die
Interpretation eines verdnderten z,-Werts schwierig. Die apparente Valenz der Gesamtladungstrans-
lokation ist idealerweise 1 und die Summe aus der dielektrischen Konstante fiir einen intra- und
einen extrazelluldren access channel (Vasilyev et al., 2004). Ein verénderter z,-Wert (bestimmt fiir
den extrazelluldren access channel) kann auch durch eine Verdnderung des intrazelluldren access
channels’ oder auch des okkludierten Zustands hervorgerufen sein. Dies ist allerdings spekulativ und
miisste durch weitere Experimente untersucht werden. Festzuhalten ist, dass die Mutation D999H
den spannungsabhingigen Na -Transport erheblich beeinflusst.

Die hier diskutierten Mechanismen und molekularen Prozesse scheinen komplex und sind bisher
auch nicht zweifelsfrei nachgewiesen. Sie lassen sich aber mit den hier gewonnenen Daten vereinba-
ren. Dennoch bleiben viele Fragen offen, die allein mit der TEVC-Technik nicht zu beantworten
sind. Einen immensen Fortschritt géibe es, wenn es gelinge, die Na'/K'-ATPase im E;-Zustand zu
kristallisieren, um Erkenntnisse iiber die Ausrichtung des C-Terminus‘ und auch die genaue Koordi-
nierung der dritten Na'-Bindungsstelle zu erlangen. Vielversprechende Ergebnisse dazu liefern
Untersuchungen zur kovalenten Bindung von Cisplatin an die Na'/K'-ATPase, welches ersten Er-
kenntnissen zufolge in der Lage ist, das Enzym wéhrend der Phosphorylierungs- oder
Dephosphorylierungsreaktion zu inhibieren (Huli¢iak et al., 2012). Die Untersuchung dieses Themas

bleibt somit weiterhin herausfordernd.

° In diesem Zusammenhang sei auf den Appendix S3 in einer Studie von Diirr und Kollegen hingewiesen (Diirr et al.,
2012). Dort wird berechnet wie die Parameter der Boltzman-Funktion die Form der Q(V)-Verteilung verdndern kon-
nen. Unter Einbeziehung eines intrazelluldren access channels (mit zg;,) in die mathematischen Uberlegungen,
veréndert sich der effektive z,-Wert und kann sogar kleiner werden als die Summe der z,-Werte fiir den extra- und
intrazelluldren access channel. Dies zeigt, dass die Interpretation des z,-Werts sehr schwierig ist, wenn die Elektro-
genizitédt von Teilreaktionen nicht eindeutig geklart ist.
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4.1.6 Einfluss der C-terminalen Mutationen auf die Kinetik des Na'/Na‘-Austauschs

Im Na'/Na'-Austauschmodus werden ouabainsensitive transiente Stréme in Na'-reichen Puffern
(100 mM Na“, 0 mM K") gemessen, wodurch die Na'/K -ATPase reversibel den Na'-abhiingigen
Zweig des Reaktionszyklus® durchlaufen kann. Da der C-Terminus einen bedeutenden Anteil an der
Stabilisierung der dritten Na'-Bindungsstelle hat und insbesondere die Kinetik der transienten Stro-
me bei den C-terminal mutierten Konstrukten verdndert war (Abb. 3.3-14), muss an dieser Stelle das
access-channel-Modell diskutiert werden, um zu verstehen, welche Rolle der C-Terminus spielen
konnte. Zur Veranschaulichung sind am Beispiel von AYY die qualitativen Unterschiede der

transienten ,,on“-Strome zum WT-Enzym in Abb. 4.1-8 gezeigt.

pH 7,4:

—— WT, +60 mV
1,0+ —— AYY, +60 mV

— WT, -140 mV

£ ' —— AYY, 140 mV

g 051 \ pH 5,5:
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Abb. 4.1-8: Direkter Vergleich der normierten transienten ,,on“-Stréme von AYY und WT.

Dargestellt sind die Strom-Zeit-Verldufe der ,,on“-Strome fiir das Wildtyp-Protein und fiir AYY beispielhaft bei
+60 mV und -140 mV (pH 7.4). Zum Vergleich ist die Stromspur bei -140 mV und pH 5,5 fiir AYY gezeigt. Die
Strome sind auf den Betrag des jeweiligen Maximums bzw. Minimums normiert, um den qualitativen Verlauf besser
darstellen zu kénnen.

Die Stromspuren bei +60 mV und -140 mV wurden auf den Betrag des Maximums bzw. Minimums
des transienten Stroms normiert. Beim Anlegen eines Spannungspulses von -140 mV stieg das
transiente Signal von AYY (bei pH 7,4) langsamer an und relaxierte dann auch langsamer als beim
WT-Enzym. Dadurch war das Transienten-Signal insgesamt verbreitert. Bei Anséuerung auf pH 5,5
war die transiente Stromspur von AYY bei -140 mV noch flacher als bei pH 7,4 und wurde iiberla-
gert von einem grofen stationdren Einstrom. Bei +60 mV hingegen war der ,,on“-Strom von AYY
schneller als der des WT-Proteins. Daraus wurde ersichtlich, dass die Zeitkonstante der ,,on‘“-Stréme
fiir AYY eine verinderte Spannungsabhiingigkeit aufwies. Ahnliche Strom-Zeit-Verliufe wiesen
auch die Konstrukte R937S und R1002Q auf. Allein diese qualitative Analyse zeigt, dass bei den
C-terminal mutierten Konstrukten (mit Ausnahme von R937L) der Mechanismus der Na'/Na'-
Austauschreaktion massiv verdndert ist, weswegen sich die Frage stellt, welcher Schritt im Reak-

tionsmechanismus gestort ist.
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Ausgehend vom access-channel-Modell haben Holmgren und Rakowski ein Vier-Zustands-Modell
basierend auf Uberlegungen von Peluffo vorgestellt (Peluffo, 2004; Holmgren & Rakowski, 2006).
Dabei wurden folgende Schritte im Reaktionszyklus betrachtet (Abschnitt 1.2.3 und Abb. 4.1-9):

kq ka
3Naj, + E,ATP < (3Na*)E,P-ADP __ (3Na*)E,P __ E,P + 3Na},
1 K_p

Abb. 4.1-9: Reaktionsschema des Vier-Zustands-Modells des Na'/Na*-Austauschmodus.

Gezeigt sind vier Schritte des Na‘-Zweigs im Reaktionszyklus der Na'/K'-ATPase. k; und K_; beschreiben respektive
die Freisetzung und die Riickbindung von ADP. k, beschreibt den E,P-E,P-Konformationswechsel, die Deokklusion
von Na' und seine schnelle Freisetzung. K, ist die spannungs- und [Na'].-abhingige Geschwindigkeitskonstante
der Na'-Riickbindung und -Okklusion. In Grau gezeigt sind die Na'-Bindungsschritte, die durch die anschlieBend
langsame Okklusion kinetisch von der Na'-Freisetzung isoliert sind.

In einem ersten Schritt erfolgt die elektrogene Bindung von Na in einem flachen intrazelluliren ion
well, gefolgt von einer langsamen Okklusion von drei Na'-Ionen. Diese Na';,-Bindungsschritte
(grau in Abb. 4.1-9) sind jedoch im Vergleich zu den Na'-Freisetzungsschritten langsam und kine-
tisch isoliert, sodass die Spannungsabhingigkeit der Na'j-Bindung keinen Einfluss auf die
Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion hat. Der okkludierte Zustand stellt somit eine ener-
getische Barriere, quasi als gate, fiir die intrazellulire Na'-Freisetzung dar. Zudem ist die
Dephosphorylierungsreaktion im Verhiltnis zur Vorwartsreaktion sehr langsam, daher wird davon
ausgegangen, dass die Pumpmolekiile im Na'/Na-Austauschmodus reversibel auf drei phosphory-
lierte Zustdnde (schwarz in Abb. 4.1-9) verteilt sind und zwischen diesen Phosphointermediaten hin
und her pendeln (engl. shuttle). Die Geschwindigkeitskonstante der Gesamtreaktion wird dabei von
K" dominiert. Es ist also die Elektrogenizitit der Na'-Riickbindung/Reokklusion, die durch Be-
stimmung der Geschwindigkeitskonstanten aus den transienten Strdmen untersucht werden kann,
wobei die Pumpmolekiile zwischen dem okkludierten E,P-Zustand, der die Na+int-Bindung kinetisch
von der Na'-Freisetzung ins Extrazellulire isoliert, und dem deokkludierten E,P-Zustand hin und her

wechseln.

Verinderung der Kinetik durch Ansduerung beim WT-Enzym

Vasilyev und Kollegen beobachteten, dass sich die Spannungsabhingigkeit der Kinetik des
WT-Enzyms abhingig vom extrazelluldren pH-Wert dnderte (Vasilyev et al., 2004). Bei einem pHey,
von 5,6 stieg die Geschwindigkeitskonstante bei Depolarisation an, sodass die v"'(V)-Kurve einen
parabelformigen Verlauf hatte. Vs und z, der Q(V)-Verteilung waren dagegen nicht verdndert.
Darauthin wurde ein weiteres kinetisches Modell entwickelt (Abb. 4.1-10, Anhang A1).

Vasilyev und Kollegen schlugen vor, dass die Protonierung eines bestimmten (aber nicht ndher
erlauterten)  Aminosdurerests die  Aktivierungsenergie  fir die  Okklusionsreaktion
3Na'+ E,ATP <> E,P(3Na’) senkt. Dies wiirde zu einer proportionalen Steigerung der Geschwin-
digkeitskonstanten fiir die Vorwérts- (k*;) und die Riickreaktion (k*.;) fiihren.

19 Eine mathematische Zusammenfassung der Geschwindigkeitskonstanten im obigen Reaktionsschema befindet sich
im Anhang Al.
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Abb. 4.1-10: Kinetisches Modell der Na‘*/Na'-Austauschreaktion bei extrazellulirer Ansiuerung.

Die Abbildung basiert auf dem von Vasilyev et al. (2004) vorgeschlagenen Reaktionsmodell, welches sich mit der
Kinetik der Na'/Na'-Austauschreaktion in Abhingigkeit vom pH-Wert auseinandersetzt. Es werden zwei Zustinde
angenommen: der okkludierte E(3Na") und der deokkludierte Zustand E. [Na+]3(im) und [Na+]5(ext) sind die
Na'-Konzentration an ihren Bindungsstellen, und zwar intrazelluldr mit der dielektrischen Konstante Oinyy und extra-
zelluldr mit y).Bei niedrigen pH-Werten ist die Energiebarriere fiir das Gleichgewicht zwischen den intrazellulédren
und den okkludierten Na'-Ionen derartig gesenkt, dass der okkludierte Zustand sowohl intra- als auch extrazellulér
zugénglich ist.

In ihrem kinetischen Modell erldutern sie, dass der okkludierte Zustand, der bei neutralem pH die
intrazellulire Energiebarriere (gate) darstellt, zugénglich wird fiir extrazellulires Na™ (durch einen
tiefen access channel mit der dielektrischen Konstante §cy), genauso wie fiir intrazellulires Na*
(durch einen flachen ion well der Tiefe §iy)). Dabei gilt O(iny+ Oexy = 1. Daraus folgt, dass die
Relaxationskonstante ' sowohl bei negativen als auch bei positiven Potentialen ansteigt geméf der
Gleichung 4.1-2, wobei das Ausmal} des Anstiegs durch die beiden Geschwindigkeitskonstanten k*
und k‘_, bestimmt wird.

6( t)'F'V , 6( t)'F'V
¥) + K _y[Na*] oy - €xp (_ ¥) n

(F: Faraday-Konstante; V,,;: Membranpotential; R: Gaskonstante; T: Temperatur).

1 =Kk [Nat]jn - eXp( Gl 4.1-1

Zur Vereinfachung ersetzt in dieser Gleichung die Konstante C einen mathematischen Ausdruck, der
die spannungsunabhingigen Geschwindigkeitskonstanten ki, k‘; und k‘, beinhaltet (s. Anhang
Al). Dieses Modell stellte also eine Erweiterung des Verstindnisses fiir die Anderung der kineti-
schen Verhéltnisse im WT-Enzym dar und ist hilfreich fiir die Interpretation der Ergebnisse fiir die

C-terminal mutierten Mutanten.

Verinderte Kinetik der mutierten Konstrukte

Wie oben erliutert wurde, kann eine umgekehrte Spannungsabhingigkeit der Relaxationskonstante
durch eine Schwichung des okkludierten Zustands erkldrt werden, der vom Zytoplasma leichter
zuginglich ist. Die Mutanten R937S und R937L unterschieden sich in ihrer Kinetik deutlich von-
einander. Wihrend R937L einen zum WT-Enzym qualitativ dhnlichen t'(V)-Verlauf aufwies
(Abb. 3.3-14), zeigte die reziproke Zeitkonstante von R937S eine umgekehrte Spannungsabhingig-
keit. Dies deutet auf einen &hnlichen kinetischen Mechanismus hin wie der von Vasilyev und
Kollegen beschriebene (Vasilyev et al., 2004). Um dieses Modell fiir die Konstrukte R937L und
R937S zu testen, kdnnen die Relaxationskonstanten wie in Abschnitt 2.4.4 beschrieben ausgewertet

werden.
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Die Relaxationskonstante ist im Prinzip die Summe aus der Vorwirts- (kg und Riickwérts-
Geschwindigkeitskonstante (k). Die Spannungsabhéngigkeit von ks und k, kann aus der Spannungs-
abhéngigkeit von T und der Ladung Q berechnet werden (Abschnitt 2.4.4). Bei dieser vereinfachten
Betrachtung kann die Spannungsabhéngigkeit der reziproken Zeitkonstante durch verschiedene Ef-
fekte verursacht werden. Die Spannungsabhidngigkeit von ky kann auf der extrazelluldren
Na'-Freisetzung durch den access channel basieren oder ist auf den Einfluss des Membranpotentials
auf die effektive Na'-Konzentration im intrazelluliren ion well (bzw. auf das Gleichgewicht zwi-
schen Na+int-Bindung und okkludierten E;P-Zustand) zuriickzufiihren. Vice versa kann die
Spannungsabhingigkeit von k;, einerseits die Na'-Freisetzung ins Intrazellulire widerspiegeln oder
aber den Einfluss des Membranpotentials auf die effektive Na'-Konzentrationen im extrazelluliren
access channel.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Vorwirts- und Riickreaktion wurde auf diese Weise fiir WT,
R937S und R937L bei jedem Membranpotential berechnet (Abb. 4.1-11).
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Abb. 4.1-11: Spannungsabhiingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten der Vorwirts- und Riickreaktion im
Na‘/Na‘-Austauchmodus fiir R937S, R937L und das WT-Enzym.

Aus der jeweiligen 7' (V)-Kurve und der Q(V)-Kurve der Konstrukte R937L, R937S und WT wurde fiir jedes ange-
legte Membranpotential die Geschwindigkeitskonstante der Vorwirtsreaktion (k) und der Riickreaktion (k,) nach
Gl. 2.4-16 berechnet.

Fiir das WT-Enzym ist zu sehen, dass kflangsam und kaum spannungsabhéngig ist. Die Vorwirts-
reaktion triigt also wenig zur Spannungsabhiingigkeit von T bei, sondern es ist die Riickreaktion, die
spannungsabhingig ist, wie von Holmgren und Rakowski beschrieben (Holmgren & Rakowski,
2006). Sie ist umso schneller, je stirker die Hyperpolarisation ist, da sich die Na'-Ionen im extrazel-

luldren ion well anreichern. Bei R937L unterscheidet sich die Spannungsabhingigkeit von k;, der
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Riickreaktion nur wenig vom WT-Enzym. Die Kurve ist allerdings leicht zu positiven Potentialen
verschoben. R937L liel keine Einwirtsleckstrome unter diesen Bedingungen zu, auch schien es,
dass die apparente Affinitit fiir extrazelluldres Na™ etwas erhoht war. Allerdings wird k¢ der Vor-
wirtsreaktion schneller, je stirker depolarisiert wird. R937L vermittelte unter diesen Bedingungen
auswartsgerichtete Leckstrome. Dies ldsst darauf schlieBen, dass der intrazellulire Zugang zum
okkludierten Zustand destabilisiert sein konnte oder auch der E{P-E,P- Konformationswechsel eine
geringere Energiebarriere hat. Bei R937S ist die Kinetik der Vorwirtsreaktion deutlich verdndert. kg
weist eine nahezu lineare Spannungsabhingigkeit mit einer im Verhéltnis zum WT-Protein groen
Steigung auf. Die Steigung von k;, mit zunehmender Hyperpolarisation ist dagegen flacher als beim
WT-Enzym oder bei R937L, und die Riickreaktion ist insgesamt langsamer. Bei der Mutante R937S
gibt es also zwei Effekte, die mit den bisherigen Uberlegungen erklirt werden konnen. Der extrazel-
luldre access channel ist bei R937S verindert und die Na'-Riickbindung destabilisiert. Gleichzeitig
ist die Vorwirtsreaktion schneller und wird durch positive Potentiale erleichtert, was auch hier
darauf hindeutet, dass die Energiebarriere entweder fiir den E,P-E,P- Konformationswechsel oder
fiir den intrazelluldren Zugang zum okkludierten Zustand gesenkt ist.

Der 7' (V)-Verlauf von R937S oder auch von D999H, R1002Q und AYY entspricht im Wesentlichen
dem Verlauf, den Vasilyev und Kollegen fiir einen Pumpzyklus vorhergesagt haben, in dem der
okkludierte Zustand destabilisiert ist, also der Zugang sowohl von extra- als auch von intrazellulér
erleichtert ist. Dies kann eine plausible Erkldrung dafiir sein, weshalb diese Mutanten diese grofen
Leckstrome zeigen, sogar in Na'-reichen Puffern.

Der C-Terminus hat also eine stabilisierende Funktion auf die Na'-okkludierte Konformation. Diese
Argumentation wurde auch von Vedovato und Gadsby geteilt, die darlegten, dass die C-terminal
deletierten Mutanten die freie Energie fiir E;P(3Na’) erhohen (Vedovato & Gadsby, 2010). Eine
Destabilisierung duflert sich in einem schnelleren Konformationswechsel oder einem erleichterten
Zugang bzw. einer leichteren Freisetzung intrazelluldrer Kationen, sodass die Funktion der
E,P(3Na")-Konformation als intrazellulires gate geschwicht ist. Dabei scheint die Bindung von
Protonen (sowohl intra- als auch extrazelluldr) an bestimmten Seitenketten von entscheidender
Bedeutung zu sein. Diese Bindungen senken die Energiebarriere fiir den Zugang zum okkludierten
Zustand. Beim WT-Protein erschwert der C-Terminus die Bindung dieser Protonen zumindest bei
neutralen pH-Werten. Ein extrazelluldr saures Milieu hat auch beim WT-Protein dhnliche kinetische

Konsequenzen wie die der C-terminal mutierten Mutanten.
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4.1.7 Beteiligung des C-Terminus‘ an gemeinsamen K -Bindungsstellen

Es bleibt eine letzte Frage, die in jlingster Zeit diskutiert wurde: Hat der C-Terminus einen struktu-
rellen Einfluss auf die beiden gemeinsamen Bindungsstellen I und II (fiir Na" und K")? Uber diesen
Aspekt gehen die Meinungen in der wissenschaftlichen Gemeinde auseinander. Als erstes pladierten
Yaragatupalli und Kollegen, die das AKESYY-Konstrukt untersuchten, auf einen Einfluss des
C-Terminus‘ auf Bindungsstelle I und II, allerdings nur die Affinitit fiir Na' betreffend
(Yaragatupalli et al., 2009). Als Indiz sahen sie die reduzierten Kos(Na')-Werte der K -induzierten
Strome (“L) bei Hyperpolarisation. Diese Werte wurden mit einer verringerten Kompetition von
Na" und K* um die beiden gemeinsamen Bindungsstelle erklirt, und zwar wegen einer verminderten
Affinitit fiir extrazellulires Na” an den Bindungsstellen I und II. Allerdings war (nach Yaragatupalli
et al.) die Affinitit fiir K' im Gegenzug nicht beeinflusst, da sich die AKESYY-Mutation nicht auf
die stationiren Strome bei sittigenden [K '] auswirkte. Zweites Argument von Yaragatupalli et al.
waren die zu negativen Potentialen verschobenen Q(V)-Kurven. Die Na'-Riickbindung erfolgt
sequentiell, also erst durch die Besetzung der Bindungsstellen I und II gefolgt von der Besetzung der
Bindungsstelle 111, die der langsamste Bindungsschritt ist. Da die Na'-Riickbindung so stark zu
negativen Potentialen verschoben war, schlossen Yaragatupalli und Kollegen auf eine verminderte
Na'-Affinitit an den gemeinsamen Bindungsstellen I und II, da diese als erstes besetzt werden miis-
sen und dieser Vorgang abgeschlossen sein muss, bevor die Bindungsstelle III besetzt werden kann.
Diesem letzten Argument ldsst sich insofern widersprechen, als dass die Besetzung der Bindungs-
stellen 1T und II nur leicht spannungsabhidngig sind (Holmgren et al., 2000), wohingegen die
Besetzung der dritten Na'-Bindungsstelle stark spannungsabhingig ist, sodass eine zu negativen
Potentialen verschobene Ladungstranslokation in den transienten Strémen, welche die Bewegung
des dritten Na'-Ions durch die Membran widerspiegeln, auf einen Einfluss der Mutation auf die
spannungsabhingige Besetzung der dritten Bindungsstelle hindeutet.

Die elektrophysiologischen Ergebnisse legen nahe, dass die Bindungsstellen I und II hinsichtlich der
K'-Affinitit nicht von den C-terminalen Mutationen betroffen sind. Die K0,5(0N3+)—Werte waren fiir
die AKESYY- (a;-UE von Xenopus) und die hier untersuchte AYY-Mutante nicht signifikant verén-
dert im Vergleich zum WT-Enzym (Yaragatupalli et al., 2009). Allerdings sind diese Werte und
auch die Kos(Na')-Werte, wie bereits ausgefiihrt (Abschnitt 3.3.1), nicht direkt mit WT-Werten
vergleichbare Parameter, da der Einfluss der Leckstrome nicht klar abgegrenzt werden konnte.
Nichtsdestotrotz ist aus den K -abhingigen ouabainsensitiven I(V)-Kurven (NaIIOKyouab) der Kon-
strukte R937S, R1002Q und AYY keine verringerte maximale apparente K'-Affinitit an den
Bindungsstellen I und II zu erkennen, da die I(V)-Kennlinien bei Hyperpolarisation weniger span-
nungsabhingig und die Kurven insgesamt leicht zu negativen Potentialen verschoben sind
(Abb. 3.3-1). Dies deutet auf eine alleinige Beteiligung des C-Terminus‘ an der Bindungsstelle III
hin. Das AKETYY-Konstrukt (humane o,-UE) hatte derweil groBBere funktionelle Auswirkungen auf
die Pumpaktivitdt, sodass nicht ausgeschlossen werden kann, dass es einen weitreichenden Effekt

dieser Mutation auf die Bindungsstellen [ und II gibt (Meier et al., 2010).
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Vedovato und Gadsby, die Palytoxin-basierte Messungen durchfiihrten, argumentierten allerdings
fiir einen Einfluss des C-Terminus® auf die beiden K -Bindungsstellen (Vedovato & Gadsby, 2010).
Die Bindung von Palytoxin verwandelt die Na'/K'-ATPase in einen Ionenkanal, der Einwértsstrome
in 125 mM extrazelluldren Na' aufweist (Artigas & Gadsby, 2002). Bei Austausch von extrazelluli-
rem Na' gegen K reduzieren sich die Einwirtsstrome erst sprunghaft und dann in einer zweiten
Phase langsam. Aus diesen Messungen wurde geschlossen, dass K die Offenwahrscheinlichkeit des
durch Na" gedffneten extrazellulidren gates reduziert und dadurch die Ablosung des Palytoxins aus-
16st. Vedovato und Gadsby zeigten in den Palytoxin-Messungen, dass der schnell abklingende
Stromanteil bei den C-terminal deletierten Konstrukten (bei Austausch von Na™ gegen K") kleiner
war als beim WT-Protein. Daraus schlossen sie, dass extrazellulires K~ den Kanal weniger effektiv
schlieBen konnte, was als Destabilisierung des E,(2K")-Zustands interpretiert wurde (Vedovato &
Gadsby, 2010).

SchlieBlich gibt es bisher noch keine klare Antwort auf die Frage, ob die Bindungsstellen I und II
von Mutationen im C-terminalen Bereich betroffen sind, da sich einige mechanistische Effekte iiber-
lagern. Kiirzlich wurde eine Methode zur Messung der Rb -Aufnahme an Oozyten vorgestellt (Diirr
et al., 2013). Durch diese Methode konnten Rb'-Affinititen bei der H'/K'-ATPase ermittelt werden
(Diirr et al., 2009). Die Na'/K-ATPase hat eine #hnlich hohe Affinitit fiir Rb™ wie fiir K™. Xenopus-
Oozyten, die mit der cRNA der Na'/K -ATPase (bzw. den jeweiligen Konstrukten) injiziert worden
sind, konnen fiir einen definierten Zeitraum in einem Puffer mit einer festgelegten
Rb'-Konzentration inkubiert werden. Die aufgenommene Rb-Menge kann spektralphotometrisch
mithilfe eines Atomabsorptions-Spektralphotometers detektiert werden. In einem solchen Experi-
ment konnte die tatsichliche Rb'-Aufnahme als Funktion von [Rb+]ext von stationdren
elektrophysiologisch gemessenen Stromen entkoppelt werden (Tavraz et al., 2008). Denkbar wire
auch, dass die Oozyten wihrend der Perfusion mit Rb'-Puffer auf ein bestimmtes Potential ge-
klemmt werden. Somit konnten Riickschliisse auf die tatsichliche K'-Affinitit insbesondere bei

Hyperpolarisation, bei der die Leckstroéme auftreten, gezogen werden.
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In hoheren Organismen sind die Na'/K'-ATPase sowie die gastrische und die nicht-gastrische
H'/K'-ATPase die einzigen P-Typ-ATPasen, die mit einer B-Untereinheit oligomerisieren. Daher
wird angenommen, dass die B-UE eine wichtige Rolle speziell fiir den Kaliumtransport spielt, da sie
erforderlich ist fiir die Expression, die Faltung des Proteins und letztendlich auch, um die katalyti-
sche a-UE korrekt in die Plasmamembran zu integrieren (Geering, 2001). Da bei Menschen mit
famildrer hemiplegischer Migridne Mutationen in der a-Untereinheit identifiziert wurden, die sich in
direkter Ndhe zu Interaktionsstellen mit der B-Untereinheit befinden, waren diese Mutanten von

besonderem Interesse.

4.2.1 Wechselwirkungen mit der f-Ektodoméne

Einige Studien haben bereits gezeigt, dass es vor allem die C-terminale extrazelluldre Doméne
(Ektodomine) der B-Untereinheit ist, die den Transport moduliert. Vor allem scheinen hoch-
konservierte Disulfidbriicken in diesem Zusammenhang eine Rolle zu spielen. Auflerdem wurde
vermutet, dass die B-UE eine Rolle bei der K -Okklusion spielen kénnte (Kawamura et al., 1985;
Lutsenko & Kaplan, 1993). Dass es die extrazelluldren o/p-Interaktionen sind, die fiir den Einfluss
der B-UE auf die Kationenaffinitidten verantwortlich sind, konnte durch weitere Studien bestatigt
werden (Jaunin et al., 1993; Hasler et al., 1998). Von besonderer Bedeutung scheint hier ein Motiv,
bestehend aus ca. acht Aminosduren (Asp897-Tyr905), im M7/M8-Loop der a-Untereinheit zu sein.
Die Interaktionen der f-Untereinheit mit diesem SYGQ-Motiv wurde als Schliisselereignis fiir die
korrekte Faltung von neu synthetisierten a-Untereinheiten identifiziert (Colonna et al., 1997; Beguin
et al., 2000). Durch Alanin-Mutationen in dieser Region der a,-UE wurde die Assemblierung mit der
B1-UE verhindert, sodass die a-Untereinheit in einem falsch gefalteten Zustand verblieb und noch im
endoplasmatischen Retikulum (ER) abgebaut wurde (Beguin et al., 2000). Es wurde daraufhin ein
Modell zur modulierenden Funktion der B-Untereinheit entwickelt (Geering, 2001): In der
ER-Membran assembliert die B-UE mit denjenigen neu synthetisierten o-Untereinheiten, die ihren
M7/M8-Loop zur lumenalen Seite des ER ausgerichtet haben. Wéhrend dieses Prozesses bleibt M7
in der ER-Membran stabil und ein Konformationswechsel im M7/M8-Loop findet statt, der neue
Moglichkeiten zu intramolekularen Wechselwirkungen mit den anderen a-Transmembrandoméinen
schafft. Dadurch konnen diese korrekt in die ER-Membran integriert werden, wodurch die
a-Untereinheit in ihrer Gesamtstruktur stabilisiert wird und zur Plasmamembran transportiert werden
kann. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass die Interaktion zwischen der B-UE und der a-UE
(insbesondere am M7/M8-Loop) eine Erkennungssequenz fiir den proteolytischen Abbau der
a-Untereinheit maskiert (Beguin et al., 2000).

In diesem extrazelluliren M7/M8-Loop wurden bereits mehrere FHM- bzw. SHM-relevante Muta-
tionen identifiziert, darunter W887R, G900R, E902K und R908Q (De Fusco et al., 2003; Jurkat-Rott
et al., 2004; de Vries et al., 2007; Deprez et al., 2007). W887R und R908Q), die sich nicht direkt am
SYGQ-Motiv befinden, wurden bereits untersucht (Koenderink et al., 2005; Tavraz et al., 2009). Das
W887R-Konstrukt konnte in der Plasmamembran nachgewiesen werden (Koenderink et al., 2005).

Diese Mutation hatte aber einen kompletten Funktionsverlust zur Folge, da die Pumpaktivitdt weder
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elektrophysiologisch gemessen noch iiber Rb**-Aufnahmeexperimente nachgewiesen werden konn-
te. Auch lie sich keine ATP-Aktivitdt detektieren. AuBerdem hatte das Konstrukt eine stark
verringerte Ouabainsensitivitit. Dieser Umstand wurde mit der Ndhe von Trp887 zu Arg880 be-
griindet, welches die Ouabainaffinitit beeinflusst. Die Mutation W887R schien allerdings nicht
storend auf das Targeting zu wirken, sodass die Wechselwirkung mit der f-Untereinheit scheinbar
nicht beeintrachtigt war. Andererseits haben Koenderink und Kollegen nicht ausgeschlossen, dass
die Substitution des neutralen Tryptophans durch ein positiv geladenes Arginin trotz allem die Inter-
aktion der a- mit der B-Untereinheit wihrend des katalytischen Zyklus‘, in dem es zu groflen
Konformationséinderungen kommt, storen konnte.

Die R908Q-Mutation, die ndher am SYGQ-Motiv liegt, hatte allerdings einen Einfluss auf das
Targeting (Tavraz et al., 2009). Das Konstrukt war in Xenopus-Oozyten elektrophysiologisch funk-
tionell, wies aber gegeniiber dem WT-Protein eine verringerte Expression in der Plasmamembran
auf, was sich auch in stark verringerten Pumpstromen widerspiegelte. Arg908 kann eine Wasser-
stoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoff von Leu797 im M5/M6-Loop ausbilden. Eine Mutation dieses
Rests konnte also die Stabilisierung von M5 stdren. Eine komplette Storung der Wechselwirkung mit
der B-UE ist allerdings nicht wahrscheinlich, da das Konstrukt R908Q in der Totalmembranfraktion
(also im Ganzzell-Lysat) in dhnlicher Menge wie das WT-Protein nachgewiesen werden konnte.
Anscheinend wurde das Protein nicht bereits im ER abgebaut, wie es zu erwarten wére, wenn die
B-UE nicht korrekt an der Faltung beteiligt ist (s. oben).

Die Aminoséduren Gly900 und GIu902 befinden sich direkt im SYGQ-Motiv und sollten aufgrund
des hohen Konservierungsgrads am wichtigsten fiir die Interaktion mit der B-Ektodoméne sein. Die
beiden Konstrukte G900R und E902K zeigten aber weder in ihrer Pumpstromaktivitdt noch in den
apparenten Affinititen fir K* und Na® Abweichungen vom WT-Protein. Es ist also zu vermuten,
dass entweder diese Aminosidurereste nicht die Reste sind, die direkt mit der Ektodoméne der
B-Untereinheit interagieren, bzw. die untersuchten Mutationen dieser Reste nicht ausreichend sind,
um die Interaktion zu storen, oder dass die positiv geladenen Seitenketten von Arginin und Lysin
nicht storend in diese Wechselwirkungen eingreifen, zumindest unter den hier getesteten Bedingun-

gen.

4.2.2 Intrazellulire o/B-Interaktionen

Wichtige Interaktionen finden zwischen den Tyrosinen 39 und 43 der BM und den Aminoséureposi-
tionen 848-856 in M7 der a-Untereinheit statt (Abb. 4.2-1). Insbesondere Gly852 (M7) liegt in
Interaktionsnéhe fiir beide Tyrosine (BM). An dieser Stelle ist die a-Helix von M7 entwunden, was
zu einem leichten Knick der Helix fiihrt. Diese normalerweise ungiinstige Entwindung wird stabili-
siert durch Wasserstoftbriickenbindungen von Tyr43 (BM) zu Gly852 der a-Untereinheit und durch
ein Cholesterolmolekiil. Das ist von Bedeutung, da bereits eine Abhédngigkeit der Aktivitdt der
Na'/K'-ATPase von Cholesterol beobachtet wurde (Sotomayor et al., 2000; Cornelius et al., 2003).
Daraus ldsst sich schlieBen, dass dieses Cholesterolmolekiil, die Position von Gly852 festigt, das
ohne Stabilisierung in der flexiblen Doppellipidschicht liegen wiirde (Shinoda et al., 2009). Der aus
der Entwindung entstandene Knick von M7 am zytoplasmatischen Ende scheint wichtig zu sein fiir
die K'-Bindung, denn dadurch kann Tyr851 in M7 mit Asn780 in M5 wechselwirken, welches direkt

117



Diskussion

4.2 Wechselwirkungen mit der B-Untereinheit

an der Koordinierung der beiden K'-Ionen beteiligt ist (Abb. 1.1-4 und Abb. 4.2-1). Interessanter-
weise ist auch M5 am Rest Asn780 entwunden, sodass die Helix in M5 einen leichten Knick hat.
Diese Entwindungen von M7 und M5 gibt es in der vergleichbaren SERCA-Struktur nicht und die
entsprechenden Reste von M5 und M7 sind daher anders positioniert, sodass SERCA kein K binden
kann. Da SERCA keine B-Untereinheit hat, kann also angenommen werden, dass die B-UE eine
wichtige modulierende oder strukturstabilisierende Rolle, insbesondere durch die Positionierung von
M5 und M7, in der K'-Bindung einnimmt (Shinoda et al., 2009).

Diese Vermutungen konnten durch Mutationsstudien bestitigt werden (Hasler et al., 2001; Diirr et
al., 2009). Diirr und Kollegen ersetzten die beiden Tyrosine der B-Untereinheit gegen Tryptophane,
Phenylalanine oder Serine im o,/B;-Isozym des Schafs. Dabei zeigte die Doppelmutante
B-(Y39W,Y43W) eine erhohte apparente Na ' -Affinitit und eine erniedrigte apparente K -Affinitit in
Na-haltigen Puffern. Bei dieser Mutante war das Reaktionsgleichgewicht in E,-Richtung verscho-
ben. Dieser Effekt war noch ausgeprigter fiir die homologen Doppelmutante der gastrischen H'/K -
ATPase (B-(Y44W,Y48W)), bei der sogar die maximale Turnover-Rate fiir den Vorwirtsreaktions-
zyklus kleiner war. Durch Untersuchung der Doppelmutanten B-(Y39S,Y43S) und B-(Y39F,Y43F)
konnte aulerdem gezeigt werden, dass nicht nur Wasserstoffbriickenbindungen in der Wechselwir-
kung mit M7 eine Rolle spielen, sondern dass es vielmehr die aromatischen Ringe der Tyrosine sind,
die die E,-Konformation stabilisieren. Diirr und Kollegen untersuchten auch Konstrukte, in denen
die Reste Tyr851, Gly852 und GIn853 in der M7 mutiert waren (Diirr et al., 2009). Anhand ihrer
Ergebnisse wurde vorgeschlagen, dass es nicht GIn853, sondern in der Tat Gly852 ist, das direkt mit
Tyr39 und Tyr43 interagiert. Die Einfithrung eines Tryptophans am Rest Y851, das mit N780 in der
MS interagieren kann (Abb. 4.2-1), bewirkte eine geringere K -Affinitit und auch einen geringeren
zg-Wert in der Q(V)-Verteilung der transienten Strome, was auf einen Einfluss auf den access
channel fir Na" hindeuten kénnte. Zumindest ist die Reaktion weniger stark elektrogen. Diese Stu-
die zeigte also, dass die B-Untereinheit zur Stabilisierung des E,-Konformationszustands und somit

auch fiir den K'-Transport wichtig ist.

Abb. 4.2-1: Mégliche Wechselwirkungen zwischen der B-Transmembrandomiine und der a-Untereinheit.

In der BM (rosa) konnen Tyr39 und Tyr43 iiber Wasserstoffbriickenbindung mit M7 (griin) der a-Untereinheit inter-
agieren. Am Rest Gly852 ist die M7-Helix entwunden. Tyr851 kann mit Asn780 von M5 interagieren, welches an
den K'-Bindungsstellen I und II beteiligt ist.
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Gly855 befindet sich drei Aminosdurepositionen entfernt von Gly852, ist aber aufgrund der
o-helikalen Struktur eher zu M5 als zur M ausgerichtet (Abb. 4.2-1). An diesem Rest wurden be-
reits die Mutationen G855R (FHM2) und G855V (SHM) bei Patienten mit hemiplegischer Migrine
identifiziert, sodass vermutet werden kann, dass auch diese Position nicht unbedeutend fiir die Funk-
tion der Na'/K'-ATPase ist (de Vries et al., 2009; Riant et al., 2010). Valin ist wie Glycin unpolar.
Arginin hat aber ein ldngere positiv geladene Seitenkette, sodass die Mutation G855R wahrschein-
lich einen stirkeren Effekt auf die Funktion der Na'/K'-ATPase hat. Die Untersuchungen in dieser
Arbeit haben in der Tat gezeigt, dass das Konstrukt G855R gar nicht erst in die Plasmamembran der
Oozyten gelangt (Abschnitt 3.2.3). Jedoch konnte das G855R-Protein in der Totalmembranfraktion
nachgewiesen werden. Nun ist bekannt, dass die B-Untereinheit wichtig ist fiir die korrekte Faltung,
das Targeting und den Einbau des Enzyms in die Membran (Hasler et al., 1998; Geering, 2001).
Allerdings werden neu synthetisierte a-Untereinheiten bereits im ER abgebaut, falls es zu massiven
Storungen von Interaktionen mit der B-UE kommt (Abschnitt 4.2.1). Denkbar wire aber, dass die
Seitenkette des Arginins an Position 855 die strukturellen Gegebenheiten derartig stort, dass die
Transmembrandoménen (insbesondere M7 oder M5) anders positioniert sein kdnnten. Ob der gestor-
te Transport zur Plasmamenbran allerdings tatsidchlich auf verdnderten Wechselwirkungen der a-UE
mit der BM oder auf Fehlfaltungen beruht, kann anhand der hier durchgefiihrten Untersuchungen
nicht geklart werden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass auch Gly855 eine sensible Position fiir die
Funktion des Proteins ist.

In diesem Zusammenhang kann auch der Effekt der Y1009X- und L994del-Mutanten erwihnt wer-
den. In Abb. 4.2-1 (in Blau) ist zu sehen, dass der flexible C-Terminus der o-Untereinheit in den
Bereich zwischen BM und M7 ragt und mit M5 interagieren kann. Tyr998 in M10 interagiert ver-
mutlich direkt mit der M (Shinoda et al., 2009). Der zytosolische N-terminale Bereich der
B-Untereinheit konnte bisher nicht aufgelost werden, daher ist {iber mogliche Wechselwirkungen
nichts Konkretes bekannt. Y1009X, bei der die letzten 11 Aminoséurereste fehlen und 1.994del, die
um eine Aminosdure verkiirzt ist (und somit die letzten 15 Aminoséurereste um eine Position
N-terminal verschoben sind), gelangten ebenfalls nicht in die Plasmamembran, obwohl sie in der
Totalmembranfraktion nachweisbar waren. Daher ist denkbar, dass auch hier durch Verénderungen
im C-terminalen Bereich der a-UE die Positionen von M7 und M5 massiv modifiziert sein kdnnten.
Inwieweit dadurch Wechselwirkungen mit der B-Untereinheit beeinflusst werden, dariiber kann kei-
ne konkrete Aussage getroffen werden. Dazu miissten weitere biochemische Verfahren angewandt
werden wie z. B. die native Gelelektrophorese, um die PM- und TM-Fraktion zu untersuchen. Auch
konnte der Glykolysierungsgrad der B-UE, welche zusammen mit den Mutanten exprimiert wurde,
im Western-Blot-Verfahren analysiert werden, wie bei Beguin und Kollegen beschrieben (Beguin et
al., 2000).
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In Abschnitt 1.3 wurde bereits ausgefiihrt, dass eine Funktionsstorung der Na'/K -ATPase Einfluss
auf die Erregungsleitung hat. Menschen, die Mutationen im ATP1A2-Gen haben, leiden u. a. an
einer seltenen erblichen Form von Migriane (Hemiplegische Migrane, HM). Nun bleibt die Frage,
welchen Einfluss die hier untersuchten HM-Mutationen iiberhaupt auf die physiologischen Vorginge
bei der neuronalen Signalweiterleitung haben konnen, da die a,-Untereinheit vor allem in Astrozyten
vorkommt und nicht in Neuronen. In Abschnitt 1.3.3 wurde bereits die CSD als pathophysiologi-
scher Mechanismus der Migrdne-Aura erldutert. Forderlich fiir die Entstehung einer CSD ist die
Hyperexzitabilitit, welche auf einer erhdhten K'- und Neurotransmitter-Konzentration im synapti-
schen Spalt beruht. Der Abtransport von K" und Glutamat aus dem synaptischen Spalt ist eine der
Hauptfunktionen von Astrozyten (fiir einen Uberblick: Magistretti & Ransom, 2002). K™ kann also
von der glialen Na'/K'-ATPase aus dem synaptischen Spalt transportiert werden. Indirekt hat die
Na'/K'-ATPase aber auch einen Einfluss auf den Glutamattransport, indem sie den Na'-Gradienten
reguliert: der Na'-Gradient ist einerseits fiir die Funktion des Glutamattransporters EAAT in Astro-
zyten und andererseits fiir die des Na'/Ca®"-Austauschers, der die Ca*"-Konzentration in der Zelle
reguliert, wichtig. Daher kénnen sich funktionelle Stérungen der a,-UE der Na'/K'-ATPase, in der
HM-Mutationen identifiziert wurden, besonders auf den Glutamathaushalt auswirken. In dieser Ar-
beit wurden die HM-Mutationen G855R, G900R, K902E, welche im Verdacht standen, die Bindung
zur B-UE zu storen, sowie 1994del, D999H, R1002Q, K1003E, R1007W und Y1009X, die
C-terminal gelegen sind, untersucht.

G900R, K902E und KI1003E =zeigten keine funktionellen Abweichungen im Vergleich zum
WT-Protein (Abschnitt 3.2), zumindest unter den hier getesteten Bedingungen. Es ist moglich, dass
sie trotz allem in menschlichen Zellen unter anderen Temperaturbedingungen andere Storungen
aufweisen. Diese konnten hier nicht identifiziert werden. Des Weiteren gelangten die Konstrukte
G855R, L994del und Y1009X nicht oder nur sehr gering konzentriert in die Plasmamembran. Dies
ist ein Indiz fiir unvollstdndige Faltung dieser Konstrukte, sodass sie nicht korrekt in die Plasma-
membran integriert werden kénnen. Bei Patienten mit solchen Mutationen ist das Pumpenzym
schwer geschédigt und kann nicht zur Aufrechterhaltung eines Gradienten oder zum Abtransport von
K" beitragen, sodass eine Hyperexzitabilitit wahrscheinlicher ist. Allerdings ist nicht bekannt, wie
schwerwiegend die Faltungsstorung in der menschlichen Zelle unter physiologischen Bedingungen
ist. Ein weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang ist, dass die Na'/K'-ATPase anscheinend einen
groBen Einfluss auf die Glykolyse-Aktivitét einer Zelle hat, da die Lactat-Freisetzung durch Ouabain
gehemmt wird (Racker et al., 1983; Yarowsky et al., 1986; James et al., 1996). Pellerin und
Magistretti schlugen ein Modell vor wie die Glutamataufnahme, die Glykolyse und die Aktivitét der
Na'/K'-ATPase in Astrozyten zusammenhingen konnten (Pellerin & Magistretti, 1994; Magistretti
& Ransom, 2002). EAAT transportiert ein Glutamat und drei Na'-Ionen in die Astrozyte. Wihrend
der Glykolyse werden zwei ATP-Molekiile pro Glukose-Molekiil synthetisiert. Ein ATP-Molekiil
wird von der Glutaminsynthase verbraucht, um Glutamat in Glutamin umzuwandeln, und das zweite
Molekiil wird wihrend des Pumpzyklus® der Na'/K'-ATPase hydrolysiert, um drei Na'-Ionen aus

der Zelle zu transportieren. Das dabei frei werdende Phosphat wird wiederum fiir die Glykolyse
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(wahrscheinlich durch die Phosphoglycerat-Kinase) und zur Synthese von Lactat bendtigt. Die
Astrozyte setzt das Lactat frei, welches von den Neuronen zur Unterstiitzung ihres Energichaushalts
verwendet wird. Es ist also vorstellbar, dass ein Funktionsverlust der Na'/K'-ATPase (z. B. wenn
das Enzym gar nicht in die Plasmamembran gelangt wie G855R, L994del und Y1009X) nicht nur
die neuronale Aktivitdt, sondern auch auch den Metabolismus, der beispielsweise auch wéhrend
einer CSD gestort ist, beeinflussen kann. Dieses Modell ist allerdings nicht zweifelsfrei bewiesen. Es
macht aber deutlich, wie komplex die Zusammenhénge in einer Zelle bzw. zwischen Gliazellen und
Neuronen sein konnen.

Das Konstrukt R1007W wies unter physiologischen Potentialbedingungen eine verringerte Affinitét
fiir extrazelluldres K™ auf. Das Interessante an dieser Mutation ist, dass die Patienten nicht nur an
Migréne, sondern fast alle auch an Epilepsie litten, sodass eine dhnliche Pathogenese dieser beider
neurologischen Stérungen vermutet werden kann. Allerdings reichen die Ergebnisse nicht aus, um
ATPI1A2 als eines der Gene zu identifizieren, das fiir Epilepsie ursdchlich ist. Eine verringerte
K'-Affinitit kann zur Folge haben, dass K" nicht so effektiv aus dem synaptischen Spalt abtranspor-
tiert werden kann, was wie beschrieben die Schwelle fiir die CSD senkt. Einen gleichen Effekt, aber
durch eine andere Funktionsstorung bedingt, konnten die Mutationen D999H und R1002Q haben.
Die Pumpaktivitdt von D999H war im Vergleich zum WT-Enzym zu positiven Potentialen verscho-
ben. Auch verlief die ouabainsensitive Stromkurve bei 10 mM K' insgesamt flacher als beim
WT-Enzym (Abb. 3.3-2). Es ist zu vermuten, dass dieses Konstrukt K™ nur bei Depolarisation effek-
tiv transportiert. Da die a,-Isoform vorherrschend in den Astrozyten ist, welche ein Ruhepotential im
negativen Potentialbereich (bei ca. -85 bis -90 mV) haben, weist dieses Konstrukt einen schwerwie-
genden Funktionsverlust auf. R1002Q hingegen zeigte die gleichen Funktionsstdrungen wie AYY.
Fiir dieses Konstrukt wurde eine stark verminderte Na'-Affinitit berichtet, was auch in dieser Arbeit
bestitigt wurde. Argl002 interagiert direkt mit den C-terminalen Tyrosinen und da die R1002Q-
Mutante eine dhnlich verringerte apparente Affinitit fiir extrazellulires Na' aufweist, ist es wahr-
scheinlich, dass R1002Q auch eine verringerte Na';,~Affinitit hat.

Die a,-Isoform, die hauptséchlich in den nicht erregbaren Astrozyten exprimiert wird, hat eine leicht
erhohte Affinitit fiir intrazellulires Na' im Vergleich zur as-Isoform, welche hauptsichlich in
Neuronen vorkommt. Das ist von Vorteil, da die Aktivitit der Na'/K -ATPase in Astrozyten vermut-
lich hauptsichlich vom Anstieg der intrazelluliren Na'-Konzentration abhingt, bzw. [Na ], der
bestimmende Faktor fiir die Empfindlichkeit der Na'/K'-ATPase gegeniiber einem Anstieg der ex-
trazelluliren K'-Konzentration ist (Rose & Ransom, 1997). Ein Anstieg der intrazelluliren
Na'-Konzentration geschieht bei der Glutamataufnahme durch den Glutamattransporter EAAT,
sodass eine erhdhte Glutamataufnahme die Aktivitit der Na'/K'-ATPase stimuliert (Abschnitt
1.3.3). Der Abtransport von K™ aus dem synaptischen Spalt hingt mutmaBlich vor allem von der
Na'/K'-ATPase, vom Na'/K/2CI'-Symporter, und vom Donnan-Effekt'' ab (Walz & Hinks, 1985;
Ballanyi et al., 1987; Rose & Ransom, 1996; Ransom et al., 2000) ab. Es wird aber vermutet, dass

" Bei erhéhten extrazelluliren K*-Konzentrationen wird KCl in die Astrozyte getrieben, sodass sich die Ionen-
produkte der Konzentrationen von K* und C1" ausgleichen. Da die intrazelluliren geladenen Proteine die Membran
nicht passieren kdnnen, baut sich das Donnan-Potential auf.
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die Na"/K"-ATPase dabei die wichtigste Rolle spielt (Rose & Ransom, 1996). Umso gravierender ist
die Konsequenz einer reduzierten Na'j,-Affinitit, die den Vorwirtspumpzyklus behindert.

R1002Q und auch D999H zeigten Leckstrome bei negativen Potentialen und hohen extrazelluldren
Na'-Konzentrationen. Ob diese Leckstrome auch unter physiologischen Bedingungen auftreten,
kann nur spekuliert werden. Extrazellulir ist K~ vorhanden, wenn auch nur in geringen Konzentra-
tionen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass selbst geringe [K'] von 0,2 mM diese
Leckstrome inhibieren. Extrazellulir betrigt die K -Konzentration zwischen 3-5 mM, sodass sich
diese Funktionsstdrungen unter physiologischen Bedingungen wohl nicht zeigen. Dennoch ist der
Kationentransport destabilisiert.

Nun hingt der K'-Transport oder auch der Glutamattransport aus dem synaptischen Spalt nicht
allein von der Na'/K'-ATPase ab (s. oben), sodass die physiologischen Auswirkungen einer Muta-
tion der a,-Isoform unterschiedlich stark sein konnen. Auch wurde berichtet, dass die Penetranz von
ATP1A2-Mutationen gering sein kann, d. h., dass es eine groBe Variabilitit in der phénotypischen
Ausprigung gibt, und zwar in Abhéngigkeit von genetischen und Umweltbedingungen (Ducros et
al., 1997; Haan et al., 2008; Shyti et al., 2011). Daher kann eine Mutation im ATP1A2-Gen drama-
tische Auswirkungen haben, da die mechanistischen Vorgénge im synaptischen Spalt komplex und

sehr genau aufeinander abgestimmt sind; dies ist aber nicht zwingend.
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5 Zusammenfassung

Die Na'/K'-ATPase ist ein Transmembranprotein, das die Gradienten fiir Na'- und K -Ionen iiber
der Zellmembran aufrecht erhélt, indem sie drei Na'-lonen ins extrazelluldre und zwei K -Ionen ins
intrazellulire Medium unter Verbrauch eines ATP-Molekiils transportiert. Diese Gradienten sind
von elementarer Bedeutung fiir die Funktion und den Stoffwechsel von Zellen. Wenn die Funktion
der Na"/K"-ATPase durch Mutationen in der katalytischen (o-)Untereinheit verindert ist, kann dies
teilweise zu schweren Erkrankungen fiihren. Ein neurologisches Krankheitsbild, das auf Gendefekte
der vorwiegend in Gliazellen exprimierten o,-Isoform der Na'/K -ATPase zuriickzufiihren ist, ist die
familidre hemiplegische Migriane Typ 2 (FHM2). Anhand der Rontgenkristallstruktur wurde deut-
lich, dass einige der bisher identifizierten FHM-Mutationen in Bereichen liegen, deren funktionelle
Relevanz noch nicht eindeutig aufgeklart wurde.

In diesem Zusammenhang wurden in dieser Arbeit diverse FHM-Mutationen untersucht, die sich an
moglichen Interaktionsstellen zwischen der katalytischen a-Untereinheit und der regulatorischen
B-Untereinheit befinden. Der Schwerpunkt dieser Arbeit lag aber auf Mutationen im C-terminalen
Bereich der a-Untereinheit. Dabei lag das Augenmerk nicht nur auf FHM-Mutationen, sondern auch
auf Mutationen von Aminosédureresten, die mutmallich eine wichtige Rolle beim Ionentransport
spielen. Die beiden C-terminalen Reste Tyr1019 und Tyr1020 befinden sich am Ende einer Kavitit,
die sich von der intrazelluldren Seite bis zu Asp930 erstreckt, das sich in der Néhe der dritten
Na'-Bindungsstelle befindet. Nach neueren Erkenntnissen kénnte diese Kavitit einen intrazelluliren
Zugang fiir Na'-Ionen oder auch H'-Ionen bilden, die eine Rolle im Pumpzyklus der Na'/K-ATPase
spielen.

Durch ihren elektrogenen Transportzyklus kann die Na'/K'-ATPase elektrophysiologisch untersucht
werden. In dieser Arbeit wurde die Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik (TEVC) an Oozyten
des siidafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis angewendet, um strukturelle und mechanisti-
sche Details im Reaktionszyklus der humanen a,-Untereinheit der Na'/K'-ATPase aufzukliren.
Dabei war vor allem die Frage von Interesse, wie der C-Terminus den intrazelluldren Zugang zur
dritten Na'-Bindungsstelle fiir Protonen reguliert. Des Weiteren sollten tiefere Kenntnisse iiber die
Interaktionen zwischen der - und der a-Untereinheit erlangt und funktionelle Mechanismen, die zur
Ausbildung einer hemiplegischen Migrdne (HM) fiihren, besser charakterisiert werden.

Fir die HM-Mutanten, die elektrophysiologisch nicht charakterisiert werden konnten, ist in dieser
Arbeit durch proteinbiochemische Methoden nachgewiesen worden, dass sie nicht in die Plasma-
membran gelangen und somit funktionell gestort sind (Y1009X, L994del und G855R). Weitere
untersuchte HM-Mutationen (G900R, E902K und K1003E) zeigten unter den hier durchgefiihrten
experimentellen Bedingungen keine Abweichungen zum Verhalten des Wildtyp-Enzyms. Die Mu-
tante R1007W, die kiirzlich sowohl mit dem Auftreten von FHM2 als auch von Epilepsie in
Verbindung gebracht werden konnte, wies eine niedrigere apparente K -Affinitit auf, was fiir die
Ausbildung einer hemiplegischen Migridne physiologisch relevant sein konnte. Allerdings lieferten
die hier gewonnenen Daten zu Mutationen an mutmallichen Interaktionsstellen mit der
B-Untereinheit keine Hinweise darauf, ob und wie Stérungen dieser Interaktion durch die genannten

Mutationenhervorgerufen werden.
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4.3 Physiologischer Einfluss der HM-Mutationen

In Abwesenheit von extrazellulirem Na" und K zeigt die Na'/K'-ATPase ouabainsensitive, ein-
wirtsgerichtete Leckstrome, die bei negativen Potentialen stark vom extrazelluliren pH-Wert
abhéngig sind. Der Mechanismus, der diesen von Protonen getragenen Stromen zugrunde liegt, ist
bisher nicht verstanden. Die in dieser Arbeit untersuchten C-terminalen Mutationskonstrukte AYY,
R937L, R937S, D999H und R1002Q zeigten pH-abhingig grofle ouabainsensitive Leckstrome, und
zwar auch in Na'-haltigen Losungen, die aber durch K" inhibiert wurden. Diese Aminoséurepositio-
nen stehen im Verdacht, an einem durch den C-Terminus kontrollierten Zugangskanal fiir Protonen
zur dritten Na'-Bindungsstelle beteiligt zu sein. Daher wurden die Leckstrome unter verschiedenen
ionischen Bedingungen untersucht. R937S und R937L vermittelten diese Strome in beide Richtun-
gen mit Umkehrpotentialen, die abhéngig waren vom pH-Wert. Die Auswertung dieser Leckstrome
deutete auf einen passiven, protonenselektiven Transportmechanismus hin, der jedoch einen Kon-
formationswechsel der Na'/K -ATPase erfordert.

Unter kaliumfreien Bedingungen vermittelt die Na'/K'-ATPase einen elektrogenen Na'/Na'-
Austausch. Die Untersuchung der daraus resultierenden transienten Strome enthélt Informationen
zum Mechanismus dieses Na+—Transports. Bei den Konstrukten AYY, R937S, D999H und R1002Q
war die Spannungsabhingigkeit der Kinetik der Na'/Na'-Austauschreaktion erheblich verindert.
Diese Ergebnisse lieBen die Schliisse zu, dass der Na'-okkludierte Zustand und der Zugang von Na"
zu diesem Zustand bei den C-terminal mutierten Konstrukten destabilisiert sein konnte. Des Weite-
ren untermauern die hier gewonnen Daten die These, dass die dritte Na'-Bindungsstelle intrazellulér
fiir Protonen zugénglich ist und dass dieser Zugang durch den C-Terminus kontrolliert wird. Auch
zeigte sich, dass Arg937 durch die Wechselwirkung mit den C-terminalen Tyrosinen und Argl1002
die Zuginglichkeit fiir Protonen von beiden Seiten der Membran kontrolliert. Wie sich dieser intra-
zelluldre Zugang mechanistisch gestalten konnte, wurde anhand von Daten aus anderen

Mutationsstudien und molekulardynamischen Simulationsstudien diskutiert.
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Anhang

Anhang

A1 Mathematische Details kinetischer Modelle

Das Vier-Zustands-Modell nach Holmgren und Rakowski (2006)
Das Modell von Holmgren und Rakowski beschreibt, welchen Einfluss die Bindung und Okklusion

von Na' in einem flachen intrazellulédren ion well auf die transiente Ladungsverschiebung, die aus
der stark elektrogenen Deokklusion und Freisetzung des ersten Na'-Ions in den Extrazellularraum
resultiert, hat (Peluffo, 2004; Holmgren & Rakowski, 2006). Betrachtet werden folgende Teilreak-

tionen im Reaktionszyklus:

Km k k.
3Nal, + E,ATP  «—" (3Na*)E,P-ADP K: (3Na*)E,P K: E,P + 3Naly

-1 -2
Schema A 1
Das Intermediat (3Na*) E;P - ADP ist ein Phosphoenzym mit einer energiereichen Phosphatgrup-
pe, einem gebundenen ADP-Molekiil und okkludiertem Na'. Die Geschwindigkeitskonstante erster
Ordnung, k,;, beschreibt die Freisetzung von ADP. Sie héngt aber nicht von der intrazelluldren
Na'-Konzentration und dem Membranpotential ab. Die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster
Ordnung, K ;, beschreibt die Riickreaktion abhédngig von der ADP-Konzentration und von k (Ge-
schwindigkeitskonstante zweiter Ordnung) wie folgt:
K_; = k_,[ADP] GLA1
Die als spannungsunabhéngig definierte Geschwindigkeitskonstante k, fasst mehrere Reaktionen
zusammen: die Na'-Deokklusion und dessen extrazellulire Freisetzung und den E,P-E,P-
Konformationswechsel. Die Geschwindigkeitskonstante pseudo-erster Ordnung der Riickreaktion,

K_,, ist abhingig vom Membranpotential und von der lokalen Na'-Konzentration im extrazelluliren

ion well ([Na+]8(ext)):

K_, = k_,[Na*] (n: Hill-Koeffizient fiir Na'.y,)

n
S(ext) GL A2
Hierbei ist k., die spannungsunabhingige Geschwindigkeitskonstante zweiter Ordnung, die die ex-

trazelluldre Na+-R1’ickbindung, -Okklusion und den E,P-E,P-Konformationswechsel beschreibt. Fiir
[Na*]s (ext) ergibt sich eine durch eine Boltzmann-Funktion beschriecbene Abhédngigkeit von der

extrazelluliren Na'-Konzentration und dem Membranpotential V,:

z-F-V
Nat1n = [Nat]o, - (_ m)
[ a ]S(EXt) [ a ]ext exp RT GI.A3

F ist die Faraday-Konstante, R die universelle Gaskonstante, T die absolute Temperatur und z die
apparente Valenz, die durch folgende Beziehung definiert ist:

z=n-q-8 GLA4
In dieser Gleichung (Gl. A 4) représentiert n die Molekularitit der Ladungstranslokation, q die Va-
lenz des transportierten Ions und o die dielektrische Konstante, die als der Anteil des elektrischen
Felds in der Membran, welcher von der transportierten Ladung ,,gespiirt” wird, interpretiert werden
kann. Die Kombination aus Gl. A 2 und Gl. A 3 ergibt Gl. A 5, in der allerdings eine Sattigung der

extrazelluliren Na'-Bindungsstellen nicht beriicksichtigt ist:
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S(ext) “F- Vi
RT GL A5
Im Prinzip ist auch die Vorwirtsreaktion, beschrieben durch k,, elektrogen, da die Na'-Freisetzung

K2 =k [Na+]ext Y <_

durch den extrazelluldren access channel geschieht, allerdings ist die Spannungsabhingigkeit von k;
vernachldssigbar, da in der Vorwirtsreaktion der vorangegangene Konformationswechsel geschwin-
digkeitsbestimmend ist.

Das Differentialgleichungssystem fiir die Reaktionsschritte, die in Schema A 1 schwarz abgebildet
sind, hat drei Eigenwerte. Der kleinste Eigenwert (ungleich null) dominiert die Geschwindigkeits-

konstante k fiir die Gesamtreaktion der Ladungstranslokation:

k=0,5- [k1 + Koy +ky + Ky —/(ky + Ky +kp + K )2 —4[k; -k, + K, (k, + K_l)]]
GlL A6

Es wird angenommen, dass Na' in einem flachen intrazelluldren ion well der Tiefe &nt) an seine
Bindungsstellen bindet. Dieser Schritt ist verhdltnismaBig schnell im Vergleich zu dem anschlieen-
den langsamen Okklusionsschritt. Es handelt sich also um eine Gleichgewichtgewichtsreaktion der
Na'-Bindung an E;ATP (grau in Schema A 1), welche bei gegebenem Haltepotential V;, (Haltepo-
tential vor einem Spannungspuls) durch die Gleichgewichtskonstante Ky, v,y beschrieben wird:
Km(v) = Rmvp=0) * €XP <_ w) GLA7
Holmgren und Rakowski machen deutlich, dass die Geschwindigkeit der Reaktion (beschrieben
durch k) limitiert ist durch nicht-sittigende [Na']i,. Daher ersetzen sie k; in Gl. A 6 durch eine
effektive Vorwérts-Geschwindigkeitskonstante kg

Ky - [Na™]ine
Na*]ye + Kmevy GLAS

k¢ beschreibt also den Einfluss des Membranpotentials und der intrazelluldren Na'-Konzentration auf
die Geschwindigkeitskonstante k der Ladungstranslokation. Ky, (v, selbst héingt zwar vom Haltepo-
tential ab, ist aber konstant fiir das jeweilige Spannungssprung-Protokoll (da das Haltepotential
innerhalb des Protokolls gleich ist). Daher gibt es keinen Effekt auf die Spannungsabhingigkeit von
k. Aus Schema A 1 wird deutlich, dass die elektrogene intrazelluldre Na'-Bindung nicht beobachtet
wird, da sie gefolgt wird durch die langsame Okklusionsreaktion, welche sich wie beschrieben in
ihren Gleichgewichtszustand bei V), einpegelt und die intrazelluliren Bindungsschritte kinetisch von
der schnelleren Na'-Freisetzung isoliert. Das heifit im Endeffekt, dass die intrazellulire Na'-Bindung
kinetisch keinen Einfluss auf k hat. Es ist vielmehr K_,, welches die Spannungsabhéngigkeit von k
verursacht und verantwortlich ist fiir den Anstieg von k bei hyperpolarisierenden Membranpotentia-

len.
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Modell nach Vasilyev und Kollegen (2004)

Vasilyev, Khater und Rakowski benutzten ein vereinfachtes kinetisches Modell, um den Einfluss

vom extrazelluldren pH auf die ouabainsensitiven transienten Strome zu beschreiben (Vasilyev et al.,
2004).

Kk %
E + 3Naj,, ]; E(3Na®) ]; E + 3Najy oo A 2
In Schema A 2 ist E(3Na*) der Na -okkludierte Zustand, welcher sowohl von der extra- als auch
von der intrazelluldren Seite zugénglich ist. E steht fiir saimtliche nicht okkludierten Zustinde, sodass
fiir die Gesamtzahl der Zusténde gilt:
Ew: = E + E(3Nat) GLAY
Die Geschwindigkeitskonstanten k*;, k* 1, k*, und k*, sind spannungsunabhéngig. Aus dem Prinzip
der mikroskopischen Reversibilitit (in einem sich im Gleichgewicht befindenden System ist die
Geschwindigkeit eines Elementarprozesses gleich der des umgekehrten Prozesses) ergibt sich:
k‘-k‘,=k-k*. Zur Einfiihrung der Spannungsabhingigkeit der Kinetik werden die Geschwindig-
keitskonstanten pseudo-erster Ordnung K*; und K*, mittels einer Boltzmann-Funktion definiert, die
die Na'-Bindungs-/Okklusionsreaktionen beschreiben und abhdngig sind von der lokalen
Na'-Konzentrationen an den Bindungsstellen:
8(int) F- Vm)
RT

8(ext) - F- Vm)

K1 =k [Na+]int : exp<
GLA10

RT GLA11

K,—Z = k,—z [Na+]ext " €Xp <_
5 ist der jeweilige Anteil des Transmembran-Feldes, welches von den Na'-Ionen entlang eines
access channels zu seinen Bindungsstellen durchquert wird (Siny) + O(exty = 1). Mithilfe dieser span-
nungsabhédngigen Geschwindigkeitskonstante kann eine Differentialgleichung fiir die okkludierten

Zustinde aufgestellt werden:

dE(3Na+) ’ ] + 1 ! ! 4
T:EtOt.(Kl-I_K—Z)_E(SNa).(K1+k—1+k2+K—2) Gl_Alz
Die Losung der Gl. A 12 ergibt die Relaxationsgeschwindigkeitskonstante der transienten Strome:
T_l = k1 + K_1 + kz + K_2 GL.A13

Der Gesamt-Strom besteht aus einer transienten und einer stationérer (I) Komponente, die durch
die einzelnen Geschwindigkeitskonstanten und die Zeitabhingigkeit der Zustinde definiert ist:
K'y- k' =K' k'

e =F Eit*
ss tot K'1+k'_1 + klz + K’—Z Gl. A 14

Bei Hyperpolarisation ist der stationédre Strom limitiert durch:  F - Eyy - kK'_4.
Der transiente Anteil des Stroms relaxiert mit der Geschwindigkeitskonstante k:

6(int) -F- Vm) + kll - K 8(ext) “F- Vi
RT K, RT

1= k’1 [Na+]int * €Xp ( : + k,2+ k’—z[Na+]ext * €Xp (_

GLA1S
Nach Gl. A 15 steigt ™! sowohl bei hyper- als auch bei depolarisierenden Potentialen an. Das ergibt

sich aus der Annahme, dass der okkludierte Zustand von beiden Seiten der Membran zuginglich ist.
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A2 Strom-Zeit-Verliufe stationirer Strome in kaliumfreien Losungen

Im Folgenden sind die originalen Stromspuren der Strome und die daraus gebildeten ouabainsensiti-

ven Differenzstrome der Konstrukte R937S und R937L unter kaliumfreien Bedingungen bei

verschiedenen extrazelluldren pH-Werten abgebildet.
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Abb. A 1: Strom-Zeit-Verliufe stationdrer Strome in kaliumfreien Losungen des Konstrukts R937L.

Gezeigt sind die originalen Stromspuren der Strome bei der Anwendung des Spannungssprung-Protokolls und die
dazugehorigen ouabainsensitiven Differenzstrome unter kaliumfreien Bedingungen bei verschiedenen extrazelluldren
pH-Werten. Alle Stromantworten stammen von ein und derselben Zelle.
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Abb. A 2: Strom-Zeit-Verliufe stationéirer Strome in kaliumfreien Losungen des Konstrukts R937S.
Gezeigt sind die originalen Stromspuren der Strome bei der Anwendung des Spannungssprung-Protokolls und die
dazugehdrigen ouabainsensitiven Differenzstrome unter kaliumfreien Bedingungen bei verschiedenen extrazelluldren
pH-Werten. Alle Stromantworten stammen von ein und derselben Zelle.
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A3 Aminosiuresequenz des WT-Enzyms

Um die Nummerierung der Aminoséuren des hier genannten WT-Enzyms (humane a,-Untereinheit
mit den Mutationen Q116R und N127D) mit den Isoformen verschiedener Organismen, wie sie in
anderen Forschungsgruppen und Veroéffentlichungen verwendet werden, vergleichen zu kdnnen,
wurden die verschiedenen Aminosduresequenzen abgeglichen. Dieser Abgleich ist mit der jeweili-
gen Nummerierung im Folgenden angegeben. Dabei wurden die ersten 50 Aminosiuren ausgespart,
da diese Sequenzen weniger homolog (und unterschiedlich lang) sind und in dieser Arbeit keine

Rolle spielen.

Mensch o 51 RKYQVDLSKG LTNQRAQDVL ARDGPNALTP PPTTPEWVKE CRQLFGGFSI
Ratte oy 53 RKYGTDLSRG LTPARAAEIL ARDGPNALTP PPTTPEWVKE CRQLFGGFSM
Schwein oy 46 RKYGTDLSRG LTPARAAEIL ARDGPNALTP PPTTPEWVKE CRQLFGGFSM
Xenopus o 54 RKFGTDMQRG LTTARAAEIL ARDGPNALTP PPTTPEWVKE CRQLFGGFSM
Hai oy 53 NKYGTDLTRG LTNARAKEIL ARDGPNSLTP PPTTPEWIKF CRQLFGGFSI
Mensch o 101 LLWIGAILCF LAYGIRAAME DEPSNDDLYL GVVLAAVVIV TGCEFSYYQEA
Ratte oy 103 LLWIGAILCF LAYGIRSATE EEPPNDDLYL GVVLSAVVII TGCFEFSYYQEA
Schwein oy 96 LLWIGAILCF LAYGIQAATE EEPQONDNLYL GVVLSAVVII TGCEFSYYQEA
Xenopus o 104 LLWIGAILCF LAYGIQAAME EEPQNDNLYL GVVLSAVVII TGCFESYYQEA
Hai oy 103 LLWIGAILCF LAYGIQAATE DEPANDNLYL GVVLSTVVIV TGCFSYYQEA
Mensch o, 151 KSSKIMDSFK NMVPQQALVI REGEKMQINA EEVVVGDLVE VKGGDRVPAD
Ratte o 153 KSSKIMESFK NMVPQQALVI RNGEKMSINA EDVVVGDLVE VKGGDRIPAD
Schwein oy 146 KSSKIMESFK NMVPQQALVI RNGEKMSINA EEVVVGDLVE VKGGDRIPAD
Xenopus o 154 KSSKIMESFK NMVPQQALVI RSGEKLSINA EEVVLGDLVE VKGGDRIPAD
Hai oy 153 KSSRIMDSFK NMVPQQALVI RDGEKSTINA EFVVAGDLVE VKGGDRIPAD
Mensch o, 201 LRIISSHGCK VDNSSLTGES EPQTRSPEFT HENPLETRNI CFFSTNCVEG
Ratte o 203 LRIISANGCK VDNSSLTGES EPQTRSPDEFT NENPLETRNI AFFSTNCVEG
Schwein oy 196 LRIISANGCK VDNSSLTGES EPQTRSPDEFT NENPLETRNI AFFSTNCVEG
Xenopus o 204 LRVISSHGCK VDNSSLTGES EPQTRSPDFT NENPLETRNI AFFSTNCVEG
Hai oy 203 LRIISAHGCK VDNSSLTGES EPQTRSPEFS SENPLETRNI AFFSTNCVEG
Mensch o, 251 TARGIVIATG DRTVMGRIAT LASGLEVGRT PIAMEIEHFI QLITGVAVFL
Ratte o 253 TARGIVVYTG DRTVMGRIAT LASGLEGGQT PIAEEIEHFI HLITGVAVFL
Schwein oy 246 TARGIVVYTG DRTVMGRIAT LASGLEGGQT PIAAEIEHFI HIITGVAVFL
Xenopus o 254 TARGIVVNTG DRTVMGRIAT LASGLDGGRT PIAIEIEHFI HIITGVAVFL
Hai oy 253 TARGVVVYTG DRTVMGRIAT LASGLEVGRT PIAIEIEHFI HIITGVAVFL
Mensch o, 301 GVSFEVLSLI LGYSWLEAVI FLIGIIVANV PEGLLATVTV CLTLTAKRMA
Ratte o 303 GVSFFILSLI LEYTWLEAVI FLIGIIVANV PEGLLATVTV CLTLTAKRMA
Schwein o 296 GVSFFILSLI LEYTWLEAVI FLIGIIVANV PEGLLATVTV CLTLTAKRMA
Xenopus o 304 GVSFFILSLI LQYTWLEAVI FLIGIIVANV PEGLLATVTV CLTLTAKRMA
Hai oy 303 GVSFFILSLI LGYSWLEAVI FLIGIIVANV PEGLLATVTV CLTLTAKRMA
Mensch o, 351 RKNCLVKNLE AVETLGSTST ICSDKTGTLT OQNRMTVAHMW EFDNQIHEADT
Ratte o 353 RKNCLVKNLE AVETLGSTST ICSDKTGTLT QNRMTVAHMW FDNQIHEADT
Schwein oy 346 RKNCLVKNLE AVETLGSTST ICSDKTGTLT QNRMTVAHMW SDNQIHEADT
Xenopus o 354 RKNCLVKNLE AVETLGSTST ICSDKTGTLT ONRMTVAHMW EDNQIHEADT
Hai oy 353 RKNCLVKNLE AVETLGSTST ICSDKTGTLT QNRMTVAHMW FDNQIHEADT
Mensch o 401 TEDQSGATFD KRSPTWTALS RIAGLCNRAV FKAGQENISV SKRDTAGDAS
Ratte oy 403 TENQSGVSFD KTSATWFALS RIAGLCNRAV FQANQENLPI LKRAVAGDAS
Schwein oy 396 TENQSGVSEFD KTSATWLALS RIAGLCNRAV FQANQENLPI LKRAVAGDAS
Xenopus o 404 TENQSGASFD KSSPTWTALS RVAGLCNRAV FQAGQENTPI LKRDVAGDAS
Hai oy 403 TENQSGAAFD KTSATWSALS RIAALCNRAV FQAGQDNVPI LKRSVAGDAS
Mensch o, 451 ESALLKCIEL SCGSVRKMRD RNPKVAEIPF NSTNKYQLSI HEREDSPQS-
Ratte oy 453 ESALLKCIEV CCGSVMEMRE KYTKIVEIPF NSTNKYQLSI HKNPNASEPK
Schwein oy 446 ESALLKCIEL CCGSVKEMRE RYTKIVEIPF NSTNKYQLSI HKNPNTAEPR
Xenopus o 454 ESALLKCIEL CCGSVRDMRE KNHKVAEIPF NSTNKYQLSV HKNANPSESR
Hai oy 453 ESALLKCIEL CCGSVQGMRD RNPKIVEIPF NSTNKYQLSI HENEKSSESR
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753
746
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800
803
796
804
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850
853
846
854
853

900
903
896
904
903

950
953
946
954
953

1000
1003

996
1004
1003

HVLVMKGAPE
HLLVMKGAPE
HLLVMKGAPE
YILVMKGAPE
YLLVMKGAPE

LGFCQLNLPS
LGFCHLLLPD
LGFCHLFLPD
LGFCHLALPD
LGFCHFALPE

VGKCRSAGIK
VGKCRSAGIK
VGKCRSAGIK
VGKCRSAGIK
VGKCRSAGIK

SQVNPREAKA
NQVNPRDAKA
SQVNPRDAKA
NQVNPRDAKA
GQVNPRDAKA

EGCQRQGATIV
EGCQRQGAIV
EGCQRQGATIV
EGCQRQGATIV
EGCQRQGATIV

DNFASIVTGV
DNFASIVTGV
DNFASIVTGV
DNFASIVTGV
DNFASIVTGV

GTVTILCIDL
GTVTILCIDL
GTVTILCIDL
GTVTILCIDL
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AYGQIGMIOQA
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AYGQIGMIQA
AYGQIGMIOQA
AYGQIGMIOQA

GOEWTYEQRK
GOOWTYEQRK
GOOWTYEQRK
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GOOWTYEQRK

ILIFGLLEET
ILIFGLFEET
ILIFGLFEET
ILIFGLFEET
ILIFGLFEET

EVRKLILRRY
EVRKLITIRRR
EVRKLIIRRR
EVRKLIIRRS
EMRRFITIRRS

RILDRCSTIL
RILDRCSSIL
RILDRCSSIL
RILDRCTSII
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GKFPRGFKFD
EQFPEGFQFD
EQFPEGFQFD
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VIMVTGDHPI
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CVVHGSDLKD
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LGGFFTYFVI
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VVEFTCHTAF
IVEFTCHTAF
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IVEFTCHTSF
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ALAAFLSYCP
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PGGWVEKETY
PGGWVEKETY
PGGWVEKETY
PGGWVEKESY
PGGWVEQETY

VOGKEIPLDK
LHGKEQPLDE
IHGKEQPLDE
LOGKEQPLDE
LNGAEEPLKE

TDELNFPTEK
TDEVNFPVDN
TDDVNFEFPLDN
TEEVNFPTEN
ADEPNFPTTD

TAKAIAKGVG
TAKAIAKGVG
TAKAIAKGVG
TAKAIAKGVG
TAKAIAKGVG

MTSEQLDEIL
MTSEELDDIL
MTSEQLDDIL
MTEEQIDDIL
LSTEVLDDIL

PALKKADIGI
PALKKADIGV
PASKKADIGV
PALKKADIGI
PALKKADIGV

KKSIAYTLTS
KKSIAYTLTS
KKSIAYTLTS
KKSIAYTLTS
KKSIAYTLTS

AYEAAESDIM
AYEQAESDIM
AYEQAESDIM
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LAENGFLPSR
LAENGFLPFH
LAENGFLPIH
LAENGFLPWT
LAENGFLPMD

FASIVVVQWA
FVSIVVVQWA
FVTIVVVQWA
FISIVVVQWA
FISIVVVQWA

GMGVALRMYP
GMGAALRMYP
GMGVALRMYP
GMDVALRMYP
GTDVALRMYP

KKK KK

EMODAFQONAY
ELKDAFQNAY
ELKDAFQONAY
ELKDAFQNAY
DMKEAFQONAY

LCFVGLMSMI
LCFVGLISMI
LCFVGLISMI
LCFVGLISMI
LCFVGLMAMI

IISEGNETVE
IISEGNETVE
IISEGNETVE
IISEGNETVE
IISEGNETIE

KNHTEIVFAR
RYHTEIVFAR
KYHTEIVFAR
RHHTEIVFAR
HYHTEIVFAR

AMGISGSDVS
AMGIVGSDVS
AMGIAGSDVS
AMGIAGSDVS
AMGISGSDVS

NIPEITPFLL
NIPEITPFLI
NIPEITPFLI
NIPEITPFLI
NIPEITPFLV

KRQPRNSQTD
KRQPRNPKTD
KRQPRNPKTD
KRQPRNPKTD
KRQPRNPKTD

LLGIRLDWDD
LLGIRETWDD
LLGLRVNWDD
LLGIRVNWDD
LIGKRVRWDD

DLIICKTRRN
DLVICKTRRN
DLVICKTRRN
DLIICKTRRN
DLIICKTRRN

LKVTWWECAF
LKPTWWECAF
LKPTWWECAF
LKPTWWECAF
LKPSWWECAF

MELGGLGERV
LELGGLGERV
LELGGLGERV
LELGGLGERV
LELGGLGERV
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KQOAADMILLD
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KOAADMILLD

FITANIPLPL
FITIANIPLPL
FITANIPLPL
FITIANIPLPL
FIIGNVPLPL

KLVNERLISM
KLVNERLISM
KLVNEQLISM
KLVNERLISM
KLVNERLISM

RTMNDLEDSY
RWINDVEDSY
RWINDVEDSY
RWTNDVEDSY
RWISDVEDSF

SVEFQQGMKNK
SVEFQQGMKNK
SVEFQQGMKNK
SVEFQQGMKNK
STFQQGMKNK

PYSLLIFIYD
PYSLLIFVYD
PYSLLIFVYD
PYSLIIFIYD
PYSLIIFLYD
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