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Einleitung

1 Einleitung

Noch bevor die DNA als ,Nuclein“ in Zellkernen von Lymphoyzten entdeckt [MIESCHER, 1871] und viel
spater auch ihre molekulare Struktur aufgeklart wurde [WATsoN und CRrick, 1953], war die Existenz von
Enzymen bekannt [PAYEN und PErsoz, 1833]. Der Begriff Enzym stammt urspriinglich aus dem
Lateinischen (fermentum), steht fur ,Ferment® und bedeutet ,Garungsmittel oder ,Sauerteig®. Erst im
Jahre 1878 erhielt die heute in der Wissenschaft gebrauchliche Bezeichnung ,Enzym“ seinen
eigentlichen Namen [KUHNE, 1878]. Dieses Wort entstammt dem Griechischen (évupov, 'enzymon’) von

en (€v) i’ und zymé (Cun), dem ebenfalls die Bedeutung ,Sauerteig“ zugewiesen wird.

Zu einem der bekanntesten Lehrbuch-Enzyme gehort die Na*/K*-ATPase. Sie wurde 1957 vom
danischen Mediziner Jens Christian Skou entdeckt [Skou, 1957], woflir er im Jahre 1997 gemeinsam
mit John Ernest Walker und Paul Delos Boyer den Nobelpreis fir Chemie erhielt. Die Na*/K*-ATPase
bzw. die Na*/K*-Pumpe, wie sie teilweise auch bezeichnet wird, ist fur den Aufbau und die
Aufrechterhaltung des Konzentrationsunterschieds der lonen Natrium und Kalium zwischen dem
Zytoplasma und dem extrazellularen Raum verantwortlich. Im Inneren der Zelle liegt eine
Natriumkonzentration ([Na*]) von etwa 10-20 mM vor, wahrend sie im Auflenmedium eine [Na*] von
ca. 120 mM aufweist. Im Falle des Kaliums verhalt sich die Konzentrationsverteilung genau umgekehrt,
hier herrscht im zytoplasmatischen Raum eine hohe [K*] von ca.130 mM und eine niedrige
extrazellulare [K*] von lediglich etwa 5-10 mM. Dies bewerkstelligt das Enzym unter ATP-Hydrolyse und
katalysiert pro ATP-Molekul den Transport von zwei Kalium-lonen ins Zellinnere und drei Natrium-lonen
aus der Zelle heraus (siehe Abbildung 1.1) [PosT und JoLLy, 1957, GARRAHAN und GLYNN, 1967].

extrazellular

i

e Lot
L A

QOCl
ATP @00 QO ADP
top
N a+ 80 intrazellular

Abbildung 1.1
In die Plasmamembran integrierte Na*/K*-ATPase. Die beiden Prozesse ATP-Spaltung und lonentransport sind bei ATPasen

strikt gekoppelt und finden unter physiologischen Bedingungen gegen den elektrochemischen Gradienten statt.
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1.1 Die ATPasen-Superfamilie

ATPasen kommen sowohl in Membranen von Pro- als auch Eukaryoten vor und haben die gemeinsame
Eigenschaft, dass sie die Hydrolyse von ATP in ADP katalysieren und die dabei frei werdende Energie
fir den Transport von lonen nutzen. Sie lassen sich in membrangebundene und nicht-
membrangebundene ATPasen einteilen. Membran-assoziierte Transport-ATPasen werden kategorisiert
in F-, P-, V- und ABC-ATPasen [PEDERSEN und CARAFOLI, 1987, PEDERSEN 2002, 2005].

ABC-ATPasen sind eher unter der Bezeichnung ABC-Transporter bekannt [HIGGINS, 2001,
DAVIDSON und CHEN, 2004, DEAN und ANNILO, 2005, HOLLENSTEIN, et al., 2007]. Die Namensgebung ist
darauf zuriickzufilhren, dass sie alle eine ATP-bindende Kassette (ATP Binding Cassette) besitzen.
Neben der ATPase-Untereinheit gibt es noch die Permease-Domaéne, die fiir Substrat-Spezifitat und
-Transport verantwortlich ist. Die ABC-Transporter reprasentieren die groRte Familie der ATPasen, da
sie in fast allen Organismen zu finden sind. Allein im menschlichen Organismus existieren etwa

50 ABC-Transporter [GOTTESMAN und AMBUDKAR, 2001, AMBUDKAR et al., 2003, DEAN und ANNILO, 2003].

Zu den bekanntesten ABC-ATPasen gehoren der MDR1-Transporter (Multi Drug Resistent Transporter)

und der Chloridkanal CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Haufig flhren

Mutationen in ABC-Transportern zu erblichen Erkrankungen, wie z. B. Adrenoleukodystrophie (ABCD-

Transporter, Substrat: relativ langkettige Fettsauren) [BLaw, 1970, GRIFFIN et al., 1977, MIGEON et al.,
1981, MossER et al., 1993, BEzmaN et al., 2001], Mukoviszidose auch genannt Zystische Fibrose (CFTR,
Substrat: Chlorid) [FARBER, 1945, KErRem et al., 1989, BeAR et al., 1992, NAGeL et al., 1992] und
Lipoproteindmie, die Tangier-Krankheit (ABCA 1-Transporter, Substrat: Cholesterol) [FREDRICKSON et al.,
1961, REMALEY et al., 1999, BRoOKSs et al., 1999, ZarusicA et al., 2007].

Dem F-Typ zugehdrige ATPasen sind vertreten in prokaryotischen Plasmamembranen,
eukaryotischen Mitochondrienmembranen und in Thylakoidmembranen von Chloroplasten. Sie
bestehen aus zwei funktionell verschiedenen Komponenten, die jeweils aus mehreren unterschiedlichen
Untereinheiten aufgebaut sind, dem katalytischen Kopfteil F1 und dem Protonen-transportierenden
Fo-Komplex.  Hinsichtlich ihrer  physiologischen Funktion sind F-Typ-ATPasen eigentlich
ATP-Synthasen, weil sie nicht (wie die ATPasen im engeren Sinne) ATP hydrolysieren, sondern ATP
synthetisieren.

Der Name V-Typ-ATPase geht auf die Besonderheit zurlck, dass diese Enzyme in Vakuolen und in
Vesikeln der Endo- und Exozytose zu finden sind. Sie kommen aber auch in Endo- und Lysosomen
sowie im Golgi-Apparat vor. Aufgebaut sind sie teilweise aus mehr als 20 Untereinheiten [Xu et al.,
2007] und weisen eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit zu den F-Typ-ATPasen auf, da sich ihr Vi-
Komplex wie der Fi-Komplex der F-Typ-ATPase auf der zytosolischen Membranseite befindet und der

Vo-Teil kanalartig die Membran durchzieht, wie es auch bei dem Fo-Teil der F-Typ-ATPase der Fall ist.
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Enzyme, die wahrend des Transportzyklus ein phosphoryliertes Zwischenprodukt bilden, werden
der Familie der P-Typ-ATPasen zugeordnet [PEDERSEN und CARAFoLl, 1987]. Im Laufe der
ATP-Hydrolyse wird das terminale Phosphat (das y-Phosphat) des ATPs an einen Aspartatrest der
katalytischen Untereinheit bertragen [PosT und Kume, 1973]. Dieses Aspartat befindet sich innerhalb
des fur P-Typ-ATPasen charakteristischen Motivs DKTGTLT (Abbildung 1.2), wobei die letzten drei
Aminoséauren eine Variabilitat aufweisen [JGRGENSEN und ANDERSEN, 1988]. Neben diesem Motiv gibt es
noch zwei weitere ebenfalls hochkonservierte Bereiche: das TGES-Motiv (vor der DKTG-Sequenz)
[MaLLER et al., 1996] und das GDGXNDXP-Motiv (kurz hinter der DKTG-Sequenz). Das TGES-Motiv ist
an der hydrolytischen Abspaltung des Phosphatrestes beteiligt und greift wahrend der Phosphorylierung
die Phosphatgruppe an [CLAUSEN et al., 2004, MaLLER et al., 2005]. Eine Vermutung ist, dass Kalium die
Wechselwirkung der Aktuator- (A) und Phosphorylierungs-Domane (P) beschleunigt und auf diese
Weise die von der A-Domane katalysierte Abspaltung des in der P-Doméne vorhandenen P; begulnstigt
[PEDERSEN et al., 2006]. Die Doméanen werden unter 1.1.1.1 naher beschrieben (siehe auch Abb. 1.3).

Abhangig von der Substratspezifitit unterscheidet man finf Gruppen innerhalb der
P-Typ-Superfamilie, namlich Typ |-V (Tabelle 1.1) [SACHS und MuNsoN, 1991, FAGAN und SAIER, 1994,
LUTSENKO und KAPLAN, 1995, PALMGREN und AXELSEN, 1998, AXELSEN und PALMGREN, 1998, KUHLBRANDT,
2004]. Die bislang am besten charakterisierten P-Typ-ATPasen sind zwei aus der Gruppe des Pi-Typs:
die Ca?*-ATPase [HASSELBACH und MAKINOSE, 1961, EBASHI und LIPMANN, 1962, HASSELBACH, 1979,
ScorFaNO und de MEIs, 1981, HASSELBACH und OETLIKER, 1983, TANFORD, 1984, INESI, 1985, ANDERSEN,
1989, SCHATZMANN, 1989, JENCKS, 1989, INESI et al., 1990, TovosHIMA und INESI, 2004, ToyosHIMA, 2007]
und die Na*/K*-ATPase [Skou, 1975, ROBINSON und FLASHNER, 1979, CANTLEY, 1981, SCHUURMANNS-
STEKHOVEN und BONTING, 1981, JORGENSEN, 1982, GLYNN, 1985, JORGENSEN und ANDERSEN, 1988, Skou,
1988, ANDERSEN und VILSEN, 1995, MorTH et al., 2007]. Ca2*-ATPasen werden nach ihrer zelluléren
Lokalisation in die Subtypen SERCA (im Sarkoendoplasmatischen Retikulum, SarcoEndoplasmatic
Reticulum Ca?*-ATPase) und PMCA (in der Plasmamembran, Plasma Membrane Ca?*-ATPase)
unterschieden. Die SERCA zahlt zu den Pya-Typ-ATPasen [Leg, 2002, STokes und GREEN, 2003],
wahrend die Plasmamembran-gebundene Ca2*-ATPase dem Pyg-Typ zugeordnet wird.

Die meisten P-Typ-ATPasen sind als Monomere aus einer einzigen Untereinheit aufgebaut. Zu den
Ausnahmen gehort die bakterielle Kdp-ATPase des Pia-Typs [HESSE et al., 1984, BUURMAN et al., 1995,
ALTENDORF et al., 1998], die aus vier verschiedenen Einheiten aufgebaut ist (A, B, C und F), mit der
KdpB-Untereinheit als katalytische Komponente [ALTENDORF et al., 1998]. Weiterhin gehdren die Na*/K*-
und die H*/K*-ATPase (Typiuc) mit ihren katalytischen alpha- (a) und akzessorischen beta- (8)
Untereinheiten zu den oligomeren lonenpumpen, wobei im Falle der Na*/K*-ATPase gewebsspezifisch
eine weitere Untereinheit, die gamma- (y) im funktionellen Komplex vorhanden sein kann. Einige
Phospholipid-transportierenden Piy-ATPasen [TANG et al., 1996, KUHLBRANDT, 2004, LENOIR et al., 2007

4
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besitzen ebenfalls mehr als eine Untereinheit. Neben der a- gibt es eine zweite Untereinheit, die einer

Kombination der - und y-Untereinheit der Na*/K*-ATPasen ahnelt [POULSEN et al., 2008].

ATTI';’/:se Trivial-Name Vorkommen Anzahl TM Anzahl UE ;;at;:)snsg:;gesrtt;

Typ A Kdp-ATPase Prokaryoten 6 4 K*

Typ IB CopA, ZntA, CadA Pro- & Eukaryoten 8 1 Cut, Ag*, Zn2, Cd?+, Pb2+

Typ IIA SERCA Pro- & Eukaryoten; SR 10 1 Ca*

Typ IIB PMCA Pro- & Eukaryotren; PM 10 1 Ca*

Typ IIC Na*/K*- & H*/K*-ATPase Pro- & Eukaryoten 10 2bzw. 3 Na*/K*, H*/K*

Typ IID Na*- & Ca*-ATPase Eukaryoten 10 1 Na+, Ca*

Typ lIlA H*-ATPase Pflanzen, Pilze; PM 10 1 H*

Typ I B Mg2+-ATPasen Prokaryoten 10 1 Mg?

Typ IV Lipid-Flippasen Eukaryoten 10 2 Phospholipide (PC, PE, PS)

TypVA Eukaryoten; ER, cis-Golgi 10 1 ohne Zuordnung

TypVB Eukaryoten; Lysosom 10 1 ohne Zuordnung
Tabelle 1.1

Ubersicht iiber die P-Typ-ATPasen (PC = Phosphatidylcholin, PE = Phosphatidylethanolamin, PS = Phosphatidylserin).

1.1.1 Die Na*/K*-ATPase: Untereinheiten und Isoformen

Die kleinste funktionelle Einheit, aus der die oligomere Na*/K*-ATPase (und auch die H*/K*-ATPase)
aufgebaut ist, besteht aus einer a- und einer B-Untereinheit [JORGENSEN et al., 1988, BLANCO und
MERCER, 1998]. Im Jahre 1978 entdeckten Forbush und Kollegen eine weitere Untereinheit der Na*/K*-

ATPase, die sogenannte y-Untereinheit [FORBUSH et al., 1978].

1.1.1.1 a-Untereinheit

Insgesamt sind vier Isoformen der a-Untereinheit bekannt, welche mit as-as bezeichnet werden. Alle
a-Isoformen haben ein Molekulargewicht von ca. 110 kDa und bestehen aus etwas mehr als 1000
Aminosauren (AS). Die Sequenzidentitat liegt bei ~85 % und variiert selbst innerhalb einer Spezies,
insbesondere in der Anzahl der Aminosauren, wie beispielsweise an den a-Isoformen der Ratte
veranschaulicht werden kann: Hier ist die ai-Isoform aus 1024 AS, die ao-Isoform aus 1021 AS, die as-
als kirzeste Isoform aus 1014 AS, und die as-Isoform als langste aus 1028 AS aufgebaut [SCHNEIDER et
al., 1985, SHuLL et al., 1986, HERRERA et al., 1987]. Neben der unterschiedlichen Aminosaureanzahl ist
zudem die Anwesenheit von verschiedenartigen regulatorischen Proteinen, die je nach Gewebe und
Organismus variieren (sogenannte FXYD-Proteine, siehe auch “y-Untereinheit) und deren
unterschiedliche Interaktionen an der zytoplasmatischen Seite [CORNELIUS et al., 2005] fir die

Feinregulierung funktioneller Parameter verantwortlich.
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Ein weiterer gravierender Unterschied der vier a-Isoformen liegt in ihrem Vorkommen in
verschiedenen Gewebearten [SHULL et al., 1986, SWEADNER, 1989, LINGREL et al., 1990, SHAMRAJ und
LINGREL, 1994]. Wahrend die as-Isoform ubiquitér ist und in fast allen Geweben vorliegt, werden die
anderen Isoformen zell- und gewebsspezifischer exprimiert. Die ao-Isoform wird bevorzugt im Herzen
und im Gehirn (insbesondere in Gliazellen) exprimiert, die az-Isoform ist in groferen Mengen in
neuronalem Gewebe lokalisiert und die as-Isoform ist ausschlieBlich in testinalem Gewebe vorzufinden
[BLanco et al., 1999, Woo et al., 2000].

Bei allen a-Isoformen befinden sich die C- (carboxyl, COOH) und N- (amino, NH>) Termini auf der
zytosolischen Seite (Abbildung 1.2). In der M-Domane (membrane domain), dem transmembranaren

Bereich, sind zehn helikale Transmembrandomanen (TM1-TM10) integriert.

extrazellular

intrazellular

Abbildung 1.2 Topologische Anordnung der drei Untereinheiten (a, B, y) der Na*/K*-ATPase.

Von den flinf extrazellularen und vier intrazellularen Schleifen wird der grofien intrazelluléaren Schleife
zwischen dem vierten und flinften Segment (M4/M5) eine bedeutende Rolle zugeschrieben. In diesem
Bereich befindet sich das fiir P-Typ-ATPasen charakteristische DKTG-Motiv mit dem hochkonservierten
Aspartat - im Falle der humanen ao-Untereinheit an Position 374 (Asp374 bzw. D374) - das reversibel
phosphoryliert wird und daher maligeblich an der Namensgebung der P-Doméne (phosphorylation
domain) beteiligt ist. Die N-Doméane (nucleotide binding domain) enthalt die bindende Struktur fur das
Adenosin-Triphosphat-Molekil (ATP) - das Rossmann-Motiv [KUHLBRANDT, 2004]. Durch die Bindung
des ATP-Molekils wird eine beachtliche Konformationsanderung der Bindungstasche und der
Aminosaurereste im ,Gelenkstuck® (hinge region), das die N- und P-Doménen miteinander verbindet,
bewerkstelligt [HILGE et al., 2003]. Bereits seit Uber 30 Jahren ist bekannt, dass P-Typ-ATPasen
wahrend des katalytischen Zyklus’ umfangreiche Konformationsanderungen durchfiihren [JORGENSEN,

1975]. Es werden dabei zwei prinzipielle Konformationszustande E1 und E> unterschieden, welche sich
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durch jeweils eigene Affinitaten fir Nukleotide und transportierte lonen auszeichnen. Detaillierte
Ausflihrungen zum Pumpzyklus und den darin involvierten Intermediarzustanden sind unter ,Aktiver

Transport und katalytischer Zyklus* (Kapitel 1.1.3) nachzulesen.

Doméne

i/
llul.
ey E+-Zustand Ex-Zustand

Abbildung 1.3
P-Typ-ATPase-Struktur. (A) Na*/K*-ATPase ist farblich in ihre eindeutig definierten Doménen unterteilt: A- (gelb), N- (rot),

P- (blau), TM-Domane (grau) und die Switch-Region (violett) [basierend auf MORTH et al., 2009]. (B) und (C) Ca?*-ATPase
(SERCA) in den beiden Prinzipalkonformationen E1 (B) und Ez (C) [basierend auf KUHLBRANDT, 2004].

Die A-Domane (actuator domain) ist die kleinste zytoplasmatische Doméane der a-Untereinheit. Sie
enthalt neben dem bereits erwahnten TGES-Motiv den stark hydrophilen N-terminalen Bereich und die
Schleife zwischen dem M2- und M3-Segment. Der N-Terminus bildet zusammen mit der M2-M3-
Schleife eine regulatorische Einheit, die mit der M4-M5-Schleife interagiert [SEGALL et al., 2002]. Am
N-Terminus ist eine bedeutsame Sequenzabweichung festzustellen [DALy et al., 1994].
Interessanterweise ist die Sequenz im N-Terminus der Na*/K*-ATPase um ca. 35 AS langer als in der
AS-Sequenz der Ca?*-ATPase; die H*/K*-ATPase enthélt in diesem zytosolischen Bereich sogar 10-20
weitere Aminosauren. Trunkationen des Lysin-reichen N-Terminus flhren zu veranderten ATPase-
Eigenschaften, da dieser Bereich mdglicherweise die Zuganglichkeit der Kationen-Bindungsstellen
reguliert (ohne direkt die lonenbindung zu beeinflussen). Zu den Auswirkungen N-terminaler
Trunkationen gehdren veranderte K*-Affinitdten an der extrazellularen Seite [VAsILETS et al., 1993] und
erhohte K*-Deokklusionsraten (occlusion, okkludieren = vom Protein eingeschlossen werden) [WIERBICKI
und BLOSTEIN, 1993]. Die Verklrzung wirkt sich nicht nur auf die K*-Eigenschaften aus, sondern betrifft
auch die ATP- und Natrium-Bindungseigenschaften [Ishi et al., 1994]. Mit Hilfe zahlreicher
Untersuchungen konnten einzelne Aminosauren im N-Terminus identifiziert werden, die einen
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gravierenden Einfluss auf die Enzymfunktion haben [VASILETS et al, 1991, DALY et al., 1994, DALY, et al.,
1996, BoxensAuMm, 1998]. Eine weitere Rolle, welche dem N-Terminus der Na*/K*-ATPase
zugeschrieben wird, ist die eines Signaltranducers, die durch die Interaktion mit dem N-Terminus des
Inositol-1,4,5-Triphosphat-Rezeptors (InsP3R) zustande kommt [ZHANG et al., 2006]. Dieser Rezeptor
besitzt eine Vielzahl an Funktionen, welche die Zellproliferation, die Zelldifferenzierung und die
Apoptose beeinflussen [FURUICHI und MikosHIBA, 1995, BOEHNING et al., 2003]. Letzteres wird Uber die
Caz*-Regulation bewerkstelligt, auf die sich die Interaktion der beiden N-Termini auswirkt [LI et al.,
2006].

Bisher gibt es nur wenige Studien dariiber, inwieweit sich die verschiedenen a-Isoformen in ihren
Eigenschaften voneinander unterscheiden. Die Experimente konzentrieren sich hauptsachlich auf die
apparenten Affinitaten flr Kalium, Natrium und das Cardenolidglykosid Ouabain. Die Ergebnisse der
Studien differieren, je nachdem welches Expressionssystem eingesetzt wird. Wahrend in Experimenten
mit HelLa-Zellen (menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) die as-Isoform der Ratte eine
h6here apparente K*-Affinitat als die as- und az-Isoform aufweist [JEWELL und LINGREL, 1991, MUNZER et
al., 1994, THERIEN at al., 1996], zeigt die az-Isoform in Sf9-Zellen (Insekten-Zelllinie aus Ovar-Zellen von
Spodoptera frugiperda) im Vergleich zur as-Isoform eine geringere apparente Affinitat fiir Kalium
[BLanco und MERCER, 1998]. In Xenopus laevis-Oozyten verhalten sich die a-Isoformen der humanen
Na*/K*-ATPase unter identischen experimentellen Bedingungen ebenfalls voneinander abweichend. Bei
der Betrachtung der Ouabain-Sensitivitat der einzelnen a-Isoformen zeigte sich, dass alle eine ahnlich
hohe Affinitat zu diesem Inhibitor haben [WANG et al., 2001], die ao-Isoform jedoch im Vergleich zur as-
und as-Isoform schnellere Assoziations- und Dissoziations-Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten hat
[CRAMBERT et al., 2000]. Diese Unterschiede scheinen nicht nur auf die menschlichen Isozyme
beschrankt, sondern eher ein generelles Phanomen zu sein [CRAMBERT et al., 2004]. Der Aspekt der
inotropischen Wirkung von Cardenolidglykosiden und dem damit korrelierten CaZ*-Transport wird unter

dem Punkt ,Inhibitoren der Na*/K*-ATPase und ihre Bindungsstellen® genauer erlautert.

1.1.1.2 B-Untereinheit
Die B-Untereinheit ist aus etwa 370 Aminosauren aufgebaut und existiert in vier verschiedenen
Isoformen: B1, B2, B3 und Pm (Muscle B) [GEERING et al., 2001, BLanCO et al., 2005, PesTov et al., 2007].
Im Gegensatz zur a-Untereinheit enthélt die f-Untereinheit (31 und B3) drei konservierte, extrazellulare
Konsensusmotive fiir die N-Glykosylierung, an denen eine intensive Glykosylierung stattfindet. Dadurch
kommt es zu Variationen ihres Molekulargewichts zwischen 35-55kDa. Allgemein dienen
Glykosylierungen an Proteinen der Qualittskontrolle, dem Plasmamembran-Targeting, der Erhéhung
ihrer Stabilitat und somit ihrem Schutz vor proteolytischem Abbau. Dariber hinaus konnen sie die
Affinitaten ihrer Bindungsspartner verandern. Im Falle der Na*/K*-ATPase B-Untereinheit hat die
8
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Glykosylierung zudem noch eine wichtige Funktion bei der Ausbildung der Zellpolaritat, sowie der
Bildung von Desmosomen und Tight Junctions, die die Zellbeweglichkeit einschranken und somit die
Polaritat aufrechterhalten [VAGIN et al., 2005, 2006, 2009, RAJASEKARAN et al., 2001, 2001].

Eine der bisher ausfiihrlich erforschten Hauptfunktionen der B-Untereinheit besteht darin, als eine
Art Chaperon die strukturelle und funktionelle Entwicklung und Stabilisierung der o-Untereinheit zu
unterstutzen, indem sie u. a. dazu beitragt, die a-Untereinheit fehlerfrei in die Membran zu integrieren
[GEERING et al., 1989, MgLLER et al., 1996, HAsSLER et al. 1998]. Aullerdem moduliert sie die
Transporteigenschaften und beeinflusst in geringem MaRe die apparenten K*- und Na*-Affinitaten der
gereiften Na*/K*-ATPase [GEERING, 2001]. Wahrend die diversen p-Isoformen die apparenten
K*-Affinitaten beeinflussen, sind gewisse Regionen der B-Untereinheit fir die apparenten Na+Affinitaten
verantwortlich [EAKLE et al., 1992, ScHMALZING et al., 1992, JAUNIN et al., 1993, JAISSER et al., 1994,
BLANCO und MERCER, 1998, HASLER et al., 1998, KOENDERINK et al., 1999, CRAMBERT et al., 2000, GEERING,
2001].

Mit Hilfe der Kristallstruktur der Na*/K*-ATPase, die im Dezember 2007 verdffentlicht wurde [MORTH
etal., 2007], konnten die a/B-Interaktionsstellen teilweise identifiziert und mit den bisherigen
elektrophysiologischen und biochemischen Studien in Einklang gebracht werden. Involviert sind die
beiden Segmente M7 und M10 sowie die M7-M8-Schleife der a-Untereinheit, inklusive des in dieser
Schleife enthaltenen hochkonservierten SYGQ-Motivs [COLONNA et al., 1997, WANG et al., 1997, BEGUIN
et al., 2000, LEmAs et al., 2004, MorTH et al., 2007]. Die extrazellularen Schieifen der Domanen M5-M6
und M7-M8 werden in der Kristallstruktur vollstandig von der B-Untereinheit bedeckt. Es wird daher
davon ausgegangen, dass die B-Untereinheit wesentlich an der K*-Okklusion beteiligt ist [LUTSENKO und
KAPLAN, 1993, MoRTH et al., 2007].

Als Interaktionsstelle seitens der B-Untereinheit sind die beiden hochkonservierten Tyrosine Y39
und Y43 sowie F42 in der unmittelbaren Umgebung des G848 (auf TM7 der a-Untereinheit) beteiligt (die
Positionen der Aminosauren richten sich nach der Bs-und as-Sequenz der Na*/K*-ATPase aus der
Schweineniere). Anhand von Mutagenesestudien konnte gezeigt werden, dass Mutationen dieser
beiden hochkonservierten Tyrosine die apparenten Kalium-Affinitaten signifikant herabsetzen und eine
Verschiebung des Gleichgewichts der beiden mdglichen Konformationszustande (E1 und Ez) zugunsten
des Ex-Zustands bei physiologischen Membranpotentialen begiinstigen [DURR et al., 2009]. Durch die
kirzlich von Shinoda und Kollegen verdffentlichte Kristallstruktur lasst sich die Interaktion zwischen der
a- und B-Untereinheit eingehender charakterisieren [SHINODA et al., 2009]. Die Bindung der beiden
Untereinheiten erfolgt (ber viele Wasserstoffbriicken und zahlreiche weitere Kontakte zwischen
aromatischen Resten der B-Untereinheit zu zwei Transmembrandomanen der a-Untereinheit (TM7 und
TM10). Ein Teil dieser aromatischen Reste stammt von den Aminosauren F39-Y44 (B-Untereinheit), die

mit TM10 (Y1001) der a-Untereinheit interagieren bzw. Y40 und Y44 mit TM7 und einem Cholesterol-
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Molekul (Abbildung 1.4). Wie bereits in der Arbeit von Colonna und Kollegen beschrieben [COLONNA et
al., 1997], ist auch in der aktuellen Kristallstruktur zu erkennen, dass der Bereich um die Konsensus-
Sequenz SYGQ, die Schleife zwischen TM7/TM8 - genauer genommen D892 bis Q910 - eine
Schllsselrolle in der o/B-Interaktion spielt. T247 der B-Untereinheit fixiert R183 (ebenfalls in der
B-Untereinheit), um eine Wechselwirkung mit E899 der a-Untereinheit zu vermitteln, welches wiederum
mit K250 (B-Untereinheit) interagiert.

7;

SCholesiéro I
Q{‘ -~/

Abbildung 1.4
Interaktionsschnittstelle zwischen a- und B-Untereinheit. a) und c) Zwischen der Transmembrandomane 7 (TM7) und der

B-Untereinheit ist das Cholesterol-Molekiil (C) dargestellt. b) rot eingerahmt sind sowohl die beiden Doméanen TM7 und
TM10 als auch die Aminosauren, die zur B-Untereinheit gehdéren. Rote Kugeln entsprechen Wassermolekiilen. Die
Abbildungen sind angelehnt an die Publikation von [SHINODA et al., 2009].

Da die Na*/K*-ATPase-Kristallstruktur bisher lediglich im EoP<2K*-Zustand vorliegt, bietet die Voltage-
Clamp-Fluorometrie-Technik (VCF) die Mdglichkeit, die relative Orientierung der beiden Untereinheiten
wahrend der Konformationsanderung beobachten und zuordnen zu konnen [GEIBEL et al., 2003, DEMPSKI
et al., 2005].

Weitere Interaktionspartner der B-Untereinheit sind die Proteine MONaKA (modulates Na'/K*-
ATPase) [Mao et al., 2005] und NKAIN1 (Na*/K*-ATPase interacting, 1) [GOROKHOVA et al., 2007], die
ebenfalls Einfluss auf die Transportaktivitdt der Na*/K*-ATPase haben. Jedoch ist der regulatorische

Einfluss dieser beiden Proteine in Bezug auf die Na*/K*-ATPase noch weitestgehend unbekannt.

1.1.1.3 y-Untereinheit

Die kleinste Untereinheit der Na*/K*-ATPase ist die y-Untereinheit. Wie auch die B-Untereinheit weist
sie lediglich eine einzelne Transmembrandoméne auf und hat mit etwa 65 Aminosauren ein
Molekulargewicht von ca. 7 kDa. Die erste Aufreinigung und die primaren Informationen Uber die
Aminosauresequenz wurden im Jahre 1980 von Reeves und Kollegen erbracht [REeVES et al, 1980].

Von Mercer und Kollegen konnte gezeigt werden, dass dieses kleine Protein ein Bestandteil der
10



Einleitung

Na*/K*-ATPase ist und dass das Auftreten mit der a-Untereinheit korreliert [MERCER et al., 1993]. Die
y-Untereinheit bindet ausschlieBlich an einen a/B-Komplex und nicht an einzeln vorkommende a- bzw.
B-Untereinheiten [BEGUIN et al., 1997]. Isoliert vorkommende y-Untereinheiten gelangen nicht an die
Plasmamembran, sondern werden z(gig abgebaut [BEGUIN et al., 1997]. Wahrend die -Untereinheit fiir
die Stabilitdt und die Faltung der Na*/K*-ATPase unerlasslich ist, ist das Mitwirken der y-Untereinheit
bei der strukturellen und funktionellen Reifung der Na*/K*-ATPase nicht essentiell, sondern hat vielmehr
eine regulatorische Funktion und ist fur die gewebsspezifische Feinabstimmung der Transportfunktion
zustandig.

Die y-Untereinheit der Na*/K*-ATPase wird auch als FXYD2 bezeichnet und gehort aufgrund ihrer
im Namen enthaltenen hochkonservierten Sequenzregion zur FXYD-Proteinfamilie [SWEADNER und
RAEL, 2000]. Die Homologie zwischen den bisher bekannten sieben FXYD-Familienmitgliedern
(Tabelle 1.2) liegt im Sequenzvergleich verschiedener Arten untereinander bei etwa 75 % und im
Vergleich innerhalb der Saugetiere sogar bei ~93 % [THERIEN und BLOSTEIN, 2000]. Béguin und seine
Kollegen erbrachten die ersten Hinweise darauf, dass die Na*/K*-ATPase-Aktivitat durch die
y-Untereinheit beeinflusst wird [BEGUIN et al., 1997].
Neben FXYD2 werden auch die anderen FXYD-Familienmitglieder mit der Na*/K*-ATPase assoziiert, da
sie ebenfalls die Fahigkeit haben die Na*/K*-ATPase-Aktivitat modulieren und/oder regulieren zu
konnen [GEERING, 2006]. Hiervon betroffen sind die apparenten ATP-, K*- und die Na*-Affinitaten
[BEGUIN et al., 1997, ARYSTARKHOVA et al., 1999, THERIEN et al., 1999, BEGUIN et al., 2001].

Das FXYD2-Protein, die y-Untereinheit der Na*/K*-ATPase, existiert in zwei Spleillvarianten ya und
yb, die sich strukturell lediglich in ihrem N-Terminus voneinander unterscheiden [KUSTER et al., 2000,
SWEADNER et al., 2000]. FXYD2a und FXYD2b werden in separaten Bereichen des Nierenmarks
exprimiert [PIHAKASKI-MAUNSBACH et al., 2006]. Nennenswert ist eine erbliche Erkrankung, die mit der
Mutation G41R der y-Untereinheit einhergeht [Mel et al., 2000]. Das Glycin an Position 41 ist fir das
Oligomerisieren des FXYD2-Proteins notwendig [THERIEN und DEBER, 2002, CAIRO et al, 2008] und fiihrt
zu einer autosomal vererbbaren Form der Hypomagnesiamie (erhohte Mg?*-Ausscheidung in der Niere)
[MEw et al., 2000]. Dieses Glycin befindet sich in einer Region der y-Untereinheit, die mit dem
TM9-Segment der a-Untereinheit interagiert [MorTH et al., 2007]. In der Arbeit von Morth und Kollegen
konnten die an der a/y-Interaktion involvierten Aminosauren seitens der a-Untereinheit identifiziert
werden, wie es bereits in Mutagenesestudien aus dem Jahr 2004 beschrieben wurde [Li et al., 2004,
MORTH et al, 2007]. Hierzu gehdrt das Phenylalanin an Position 949 (F949), die Glutaminsaure E953,
das Leucin L957 und das Phenylalanin F960 im TM9-Segment der renalen ai-Untereinheit vom
Hausschwein (sus scrofa domestica) bzw. aquivalent dazu die Aminosauren F953, E957, L961 und

F964 der humanen az-Untereinheit. Nach neuesten Erkenntnissen lasst sich dies auch anhand des
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FXYD-Proteins der Rektaldrise vom Hai weitestgehend miteinander in Einklang bringen [SHINODA et al.,
2009].

Typ Bezeichnung Vorkommen Referenz
PALMER et al., 1991
FXYD1 | Phospholemman Herz, Leber, Skelettmuskulatur
BOGAEV et al., 2001
ForRBUSHet al., 1978
MERCER et al., 1993
FXYD2 | y-Untereinheit der Na*/K*-ATPase Niere BEGUIN et al., 1997
THERIEN et al., 1997
Pu et al., 2001
FXYD3 | Mat-8 (mammary tumor marker) Uterus, Magen, Darm, Haut MoRRisoN et al., 1995
RUNKEL et al., 2003
EXYD4 CHIF Sammelrohr und Papillen des CAPURRO et al., 1996
(corticosteroid hormone-induced factor) | Nierenmarks SHiet al., 2001
(related to ion channel) Karzinomgewebe INo et al., 2002
FXYD6 | Phosphohippolin diverse Gewebearten SWEADNER & RAEL, 2000
YAMAGUCHI et al., 2001
FXYD7 ausschlielich im Gehirn BEGUIN et al., 2002
Tabelle 1.2

Die bisher charakterisierten sieben Proteine der FXYD-Familie und ihre Verteilung im Gewebe.

Die verschiedenen Untereinheiten der Na*/K*-ATPase (q, B, y) und ihre Isoformen (a1, az, as, as, 1, B2,
B3) lassen sich in vielen Expressionssystemen unter physiologisch relevanten Bedingungen sehr gut
miteinander kombinieren, wahrend die in vivo am haufigsten vorkommende Kombination die
a4/Bs-Variante ist. Mit Hilfe diverser Studien konnte gezeigt werden, dass sich Na*/K*-ATPase-
Oligomere (0-B-y) zu hohermolekularen Einheiten zusammenschlieen kdnnen. In der Na*/K*-ATPase-
Kristallstruktur sind zwei Na*/K*-ATPase-Oligomere zu erkennen, die im leichten Kontakt Uber ihre
A-Domanen in Verbindung stehen, jedoch kaum uber Interaktionen im Transmembranbereich. Wahrend
Morth und seine Kollegen indes von einem einzelnen Na*/K*-ATPase-Oligomer ausgehen, postulieren
andere Arbeitsgruppen eine Dimerisierung (2a-23-2y) oder aber auch eine Tetramerisierung (4a-43-4y)
[KoBAYASHI et al., 2007, MORTH et al. 2007, MiMURA et al., 2008].
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1.1.2 Weitere funktionell wichtige Bereiche der Na*/K*-ATPase

Um ihrer Funktion als Transportprotein nachkommen und die von der Zelle benétigten lonengradienten
aufrechterhalten zu konnen, besitzt die Na*/K*-ATPase spezifische Bindungsstellen fur die
transportierten Kationen, Na* und K*. Ebenso ist es von essentieller Bedeutung, dass die

Na*/K*-ATPase Bindungsstellen fir selektive Inhibitoren aufweist.

1.1.2.1 Inhibitoren der Na*/K*-ATPase und ihre Bindungsstellen

Einer der nattrlich vorkommenden Inhibitoren der Na*/K*-ATPase ist das g-Strophanthin. Es stammt
aus dem Samen afrikanischer Schlinggewachse der Gattung Strophanthus, dessen Aussehen sich in
der Namensgebung wieder findet ('Strophe’: atpogo¢ = Band, Strick, Seil. oTpo@ag = sich drehend).
Das g-Strophanthin wird auch als Ouabain bezeichnet. Dieser Name ist auf den afrikanischen Ouabaio-
Baum (ostafrikanische Aussprache 'Wabayo’) zurlickzufiihren, dessen Samen ebenfalls das
g-Strophanthin enthélt. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts hat das Extrakt des bis heute
pharmakologisch genutzten Praparats einen Eintrag im deutschen Arzneibuch erhalten. Das bis Ende
des 20. Jahrhunderts bei akuter Herzinsuffizienz eingesetzte Herzglykosid [ALLEN et al., 1985] findet
auch in der Erforschung der Na*/K*-ATPase Verwendung. Herzglykoside besitzen die zunachst einmal
paradox erscheinende Eigenschaft die Herzkontraktilitat zu steigern, was auch als positiv inotroper
Effekt bezeichnet wird. Durch die Inhibition der Na*/K*-ATPase steigt die Konzentration des
intrazellularen Natriums. Das Angleichen der intra- und extrazelluléaren [Na*] wiederum bewirkt, dass
durch das verringerte Konzentrationsgefalle die Aktivitat des Na*/Ca*-Austauschers (NCX) herabgesetzt
wird und dies schlieBlich zu einer Anreicherung der intrazellularen [Ca*] fuhrt. Das angereicherte
Calcium wird (ber Ca?*-ATPasen ins sarkoplasmatische Retikulum, einem Calciumspeicher,
transportiert und bei der Erregung der Muskulatur vermehrt ausgeschiittet, was letztendlich zu einer
erhohten Kontraktilitt flhrt [BLAusTEIN et al., 1998, 2002]. Die eng begrenzten funktionellen
Kompartimente der neuronalen Zellen, in denen die beiden Ouabain-sensitiven Isoformen az und a3
gemeinsam mit dem Na*/Ca*-Austauscher und der Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums
eine Mikrodomane bilden, werden als ,PlasmERosom* bezeichnet (Abbildung 1.5). Die ai-Isoform ist
allerdings in diesem diffusionsbegrenzten Bereich zwischen Plasmamembran und sarkoplasmatischem
Retikulum nicht vorzufinden. Auch in Bezug auf ihre Ouabain-Affinitat stellt die as-Isoform eine
Sonderform dar. In Nagetieren, wie beispielsweise Ratten und Mausen, ist sie nahezu Ouabain-
resistent (1000fach geringere Ouabain-Affinitat im Vergleich zur a2- und as-Isoform); bei den anderen
Spezies jedoch nicht [CRAMBERT et al., 2000, WanG et al., 2001]. Die Ouabain-Affinitat wird von
Aminosauren diverser Regionen beeinflusst, wobei zwei Aminosauren von besonderer Bedeutung sind,
die sich an den Randern der ersten extrazellularen Schleife (H1-H2) zwischen den Segmenten M1 und

M2 befinden. Die Ouabain-sensitiven a-Isoformen verfligen an den entsprechenden Positionen ber
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ungeladene Aminosauren, wahrend die nahezu resistente Isoform geladene Aminosauren aufweist
(as Schaf: GIn-111 und Asn-122, a1 Ratte: Arg-113 und Asp-124) [PrRiCE und LINGREL, 1990]. Eine
Ouabain-Resistenz der Ouabain-sensitiven a-Isoformen kann durch Substitution der beiden
Aminosauren Glutamin und Asparagin erzielt werden (Q111R und N122D) [PRICE und LINGREL, 1988].

Zytosol
sarkoplasmatisches
bzw.
endoplasmatisches
Retikulum
K+

ATP < Rt < ATP ﬁ ATP

Na* ca2t ca®* Na*
Na'/K*- PMCA Na'/CaZ*- Nat/K*-
ATPase Austauscher ATPase

o 002/0L3
Lumen

Abbildung 1.5

Schematische Darstellung der PLasmERosom-Region. Die beiden besonders Ouabain-sensitiven a-Untereinheiten (a2 und
as) der Na*/K+-ATPase befinden sich gemeinsam mit dem Na*/Ca2*-Austauscher in unmittelbarer Nahe des endo- bzw.
sarkoplasmatischen Retikulums (ER, SR) und bilden auf diese Weise das ,PLasmERosom“. Sie wurden sowohl in
Nervenzellen als auch in arteriellen Muskelzellen nachgewiesen [BLAUSTEIN et al., 1998 und 2002] und sind vermutlich auch
in Skelett- und Herzmuskelzellen existent [JAMES et al. 1999]. Die nahezu Ouabain-resistente as-Untereinheit hingegen ist

gleichmaRig in der Plasmamembran vorhanden und ist nicht in direkter Umgebung zur Plasmamembran-Mikrodoméne.

Im Juli 2009 wurde durch Veréffentlichung die Kristallstruktur der Na*/K*-ATPase mit gebundenem
Ouabain und K*-lonen (E2°2K*+P;) bekannt [Ocawa et al., 2009]. Aufgrund des Antagonismus zwischen
QOuabain und Kalium reprasentiert die Struktur einen niederaffinen Ouabain-gebundenen Zustand.
Ouabain besitzt eine dreiteilige Struktur, bestehend aus einem y-Lacton (Funfring), einem Steroidgerust
und dem Monosaccharid Rhamnose. Jeder einzelne Bestandteil scheint eine andersartige Funktion zu
realisieren. Allgemein Iasst sich festhalten, dass unter Beteiligung der Transmembranhelices M1, M2,
M4, M5 und M6 eine Vertiefung geformt wird, in der das Ouabain-Molekil gebunden werden kann.
Diese Kavitat befindet sich in unmittelbarer Nahe der K*-Bindungsstellen, die unter anderem eine
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partielle Entwindung der Helix M4 beinhalten. Diese Entwindung konnte eine mogliche Erklarung sein,
weshalb die Ouabain-Bindung relativ langsam stattfindet [WALLICK und ScHwARTZ, 1988].

Weitere Na*/K*-ATPase-Inhibitoren sind (ortho)-Vanadat VO? (,transition state analogue®), welches
eine Ahnlichkeit mit dem Phosphat-Anion PO3saufweist, sowie Oligomycin [GLYNN, 1985, Skou, 1988]. In

dieser Arbeit wird ausschlieBlich auf den Inhibitor Ouabain eingegangen.

1.1.2.2 Kationen-Bindungsstellen

Als Ausgangspunkt fir Struktur-Funktions-Analysen der Na*/K*-ATPase musste bis vor kurzer Zeit auf
die Struktur der SERCA zuriickgegriffen werden [TovosHiMA et al., 2000], wobei nur eine 30%ige
ldentitdt und eine 65%ige Sequenzahnlichkeit zwischen diesen beiden P-Typ-ATPasen vorliegt
[SWeaDNER und DONNET, 2001]. Gegenwartig existieren mehrere hoch aufgeldste (2,6 A)
Kristallstrukturen der SERCA, die sowohl in den beiden Konformationszusténden E+ und E; als auch mit
verschiedenen Fluorid-Salzen (Aluminium-, Beryllium- oder Magnesiumfluorid) stabilisiert gebunden
vorliegen, die die unterschiedlichen Phasen des E;P-Zustandes widerspiegeln [ToyosHimA et al., 2000,
ToyosHIMA und Nomura, 2002, ToyosHIMA und Mizutani, 2004, S@RENSEN et al., 2004, OLESEN et al.,
2004, OLESEN et al., 2007]. Die Kationen-Bindungsstellen der SERCA sind genau identifiziert und
definiert [ToyosHIMA et al., 2000, ToyosHIMA und INESI, 2004] und Homologiestudien weisen darauf hin,
dass diese beiden Kationen-Bindungsstellen mit denen in der Na*/K*-ATPase ubereinstimmen und hier
sowohl von Natrium- als auch von Kalium-lonen besetzt werden konnen [OGawA und ToyosHIMA, 2002].
Mit Hilfe von zahlreichen Mutagenese- und Homologiestudien konnten ferner die an der
lonenkoordination beteiligten Transmembranregionen der Na*/K*-ATPase lokalisiert und auf die
Segmente M4, M5 und M6 eingegrenzt werden [FENG und LINGREL, 1995, ANDERSEN, 1995, VILSEN, 1995,
KUNTZWEILER et al., 1996, BLOSTEIN et al., 1997, VILSEN und ANDERSEN, 1998, NIELSEN et al., 1998,
PEDERSEN et al., 1998, ARGUELLO et al., 1999, TovosHIMA et al., 2000, JGRGENSEN und PEDERSEN, 2001,
JORGENSEN et al., 2003]. Genau 50 Jahre nach Entdeckung der Na*/K*-ATPase wurde ihre
Kristallstruktur mit einer Aufldsung von 3,5 A verdffentlicht [MorTH et al., 2007]. In der Struktur sind zwei
Rubidium-lonen erkennbar (E2P-Zustand), die verglichen mit K*-lonen aufgrund ihres sehr @hnlichen
lonenradius (Rb*=2,35A, K*=2,2 A) wie ebensolche von der Na*/K*-ATPase transportiert werden
kénnen. Die beiden Rb*-lonen umgebenden Aminosaurereste sind an folgenden Positionen vorzufinden
(as-Untereinheit der Schweineniere): E327 (M4), S775 (M5), N776 (M5), E779 (M5), D804 (M6) und
D808 (M6). Diese stimmen mit den Resten Uberein, die an der Ca?*-Bindung der SERCA beteiligt sind
und denen die die Sauerstoff-Liganden hierfir zur Verfugung stellen [MorTH et al., 2007]. Aufgrund der
Tatsache, dass die Na*/K*-ATPase drei Na*-lonen im Vergleich zur SERCA, die zwei Ca?*-lonen bindet
und okkludiert, resultiert eine Abweichung des Kationentransports, insbesondere beziglich der dritten

Bindungsstelle fir Natrium-lonen.
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Erst kirzlich wurde eine weitere Kristallstruktur der Na*/K*-ATPase mit einer hoheren Aufloésung von
2.4 A veroffentiicht, in der zwei der drei Kationen-Bindungstellen einzelnen Aminoséureresten
zugeordnet werden konnen [SHINODA et al., 2009]. Diese Struktur, die unter dem PDB-Dateinamen
2ZXE zu finden ist, zeigt im Vergleich zu der vorhergehenden einen groReren Anteil der - und enthalt
zusatzlich die y-Untereinheit, das FXYD10. Die aus der Rektaldriise von Haien erhaltene Kristallstruktur
ist ebenso in einem E,-P+2K*-analogen Zustand kristallisiert wie die auf dem Schweinenierenenzym
basierende erste Struktur der Na*/K*-ATPase.

Die drei Kationen-Bindungsstellen, wovon zwei sich ungefahr in der Mitte der Transmembran-
Region (lund Il) befinden und die dritte zur zytosolischen Seite (C) hin orientiert ist, werden von
Sauerstoffatomen des Proteinrlickgrats koordiniert. Im Falle der Bindungsstelle | sind fiinf
Sauerstoffatome beteiligt, die einem Wassermolekul und folgenden Aminosauren zugeordnet sind: T779
(Sauerstoff stammt aus der Hauptkette), S782, N783 und D811 (aus den Seitenketten). Bei der
Bindungsstelle Il sind drei Carbonylgruppen aus der Hauptkette beteiligt (V329, A330 und V332) und
drei bis vier Sauerstoffatome der Seitenketten von N783, E786, D811 und madglicherweise von E334,
jedoch kein Wassermolekiil (Abbildung 1.6). Weiterhin spielt das Q930 eine indirekte Rolle bei der
Regulierung der K*-Affinitat, da diese Aminosaure aus der Transmembrandoméane TM8 - gemeinsam
mit der Hydroxylgruppe von Y778 - die Seitenkette von D815 stabilisiert [SHINODA et al., 2009].
Interessanterweise interagieren die beiden zusammenstehenden K*-lonen nicht direkt miteinander,
obwohl sie von zwei gleichen Aminosauren jeweils ein Sauerstoffatom zur Verflgung gestellt
bekommen. Bemerkenswert ist auch das Vorhandensein des P785 in der TM5-Helix (aquivalent zu
G770 der SERCA), wodurch eine Entwindung und ein leichter Knick der Helix verursacht wird, so dass
das T779 seinen Sauerstoff fur die K*-Koordination bereitstellen kann. Diese Entwindung der TM7 wird
zusatzlich von Wasserstoffbriicken Uber Y44 der B-Untereinheit zum G855 der a-Untereinheit
stabilisiert. Das Vorhandensein eines Cholesterol-Molekils scheint diese entwundene Stelle der TM7 zu
schitzen, indem es die umgebenden Lipide fernhalt, so dass dem Cholesterin-Molekiil eine wichtige
Struktur-stabilisierende Funktion zukommt. Wie bereits zuvor vorgeschlagen [LUTSENKO und KAPLAN,
1993, HASLER et al., 2001, GEERING, 2001], wird somit aus der neuen Struktur besonders deutlich, dass
die B-Untereinheit einen weitreichenden Einfluss auf die K*-Bindung hat.

Partielle Bestatigungen und Erganzungen zu bisherigen Spekulationen Uber die Lokalisation der
dritten Natrium-Bindungsstelle [JORGENSEN et al., 2003, Li et al., 2005] erbrachte bereits die 2007
veroffentlichte Kristallstruktur der Na*/K*-ATPase [MoRTH et al., 2007]. Fiinf Aminosaurereste in den
Segmenten M5 (Y771), M6 (Y807, D808), M8 (Q923) und M9 (E954) werden naher in Betracht
gezogen, in der Na*-Bindung involviert zu sein. Des Weiteren wird vorgeschlagen, dass der C-Terminus
an der Optimierung der Bindung des dritten Natrium-lons einen Beitrag leistet, in dem er mit dem M5-
Segment und der Schleife zwischen M8 und M9 interagiert [MorTH et al., 2007]. Uber die Beteiligung
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des C-Terminus an der Kationen-Okklusion wurde bereits im Jahr 1992 spekuliert [CAPASSO et al.,
1992].

Abbildung 1.6
Parallele Ansicht auf die Membran mit Einblick auf zwei Kationen-Bindungsstellen. Die Darstellung basiert auf der

Kristallstruktur, die unter dem PDB-File 2ZXE zu finden ist, und der Verdffentlichung von [SHINODA et al., 2009]. Die Prasenz
von P785 entwindet die TM7, was dazu fiihrt, dass ein Sauerstoffatom von T779 fiir die K*-Koordination zur Verfligung
gestellt werden kann (violette Kugeln = K*-lonen, rote Kugeln = Wassermolekiile, cyan-farbige Kugeln = gebundenes Ca2*im
E1+2Ca?*-Zustand der SERCA).

1.1.3 Aktiver Transport und katalytischer Zyklus

Im katalytischen Zyklus unterscheidet man zwei Prinzipalkonformationen: den E4- und E-Zustand.
Diese beiden Konformationen unterscheiden sich hinsichtlich Orientierung und Spezifitat ihrer
Bindungsstellen fur Na* und K*. Wahrend die Es-Konformation nach innen gerichtete Kationen-
Bindungsstellen besitzt und eine hohe Affinitat fir Na* und ATP hat, sind in der E,-Konformation die
Bindungsstellen nach auBen gerichtet und es wird K* und P; praferiert gebunden (Abbildung 1.7).
Aufgrund  des reversiblen  Phosphorylierungsschrittes  existieren ~ zudem  phosphorylierte
Intermediarformen.

Der Reaktionszyklus wird haufig in Form eines Mechanismus dargestellt, der auf Arbeiten von
R.L.Post und W. R. Albers zurlickgeht [ALBERS, 1967, PosT et al., 1972]. In Anwesenheit von
intrazelluldarem Natrium wird das Enzym im Es-Zustand durch ATP phosphoryliert, wobei ADP
freigesetzt wird und die Na*-lonen okkludiert werden. Das Enzym geht in den E;P-Zustand Uber, die

Bindungsstellen reorientieren sich zur extrazellularen Seite und die Na*-lonen werden entlassen.
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Daraufhin folgt die K*-Bindung, Okklusion der beiden K*-lonen und die Dephosphorylierung. Das Post-
Albers-Schema mitsamt den einzelnen Reaktionsschritten ist in Abbildung 1.7 dargestellt.

Extrazellularer Raum
e
o 0® °
© -3 Na* +_2>K
3Na'+E, P | | — E,P 2K
E,-P
f -ADP 2 Dephosphorylierung ‘ 'Pi
(3 Na*)E,-P « ADP . Membran @ E,(2 K
f Phosphorylierung -2 K
3Na' - E, - ATP| GO <= GO <= E,*2K
+3 Na* +ATP
O
o E, * ATP L
@)
Zytoplasma

Abbildung 1.7
Reaktionszyklus der Na*/K*-ATPase dargestellt im modifizierten Post-Albers-Schema. Ausgehend von der

zytoplasmatischen Seite binden drei Na*-lonen im E+-Zustand an die intrazelluldr orientierten Kationen-Bindungsstellen (Ex).
Durch den Phosphorylierungsschritt kommt es zur Okklusion der drei Na*-lonen und die Na*/K*-ATPase wechselt ihre
Konformation in den Ez-Zustand, wobei ADP freigesetzt wird (E2P). An der extrazelluldren Seite werden nun die Na*-lonen
deokkludiert und freigesetzt, woraufhin die beiden hochaffinen K*-lonen gebunden und okkludiert werden. Dies geht mit der
Dephosphorylierung einher (Ez). Das Enzym &ndert seine Konformation erneut in den Es-Zustand und es kommt zur

Freisetzung der K*-lonen an der intrazellularen Seite. Blau = ATP, ADP und P, gelb = Na*-lonen, rot = Ka*-lonen.

1.1.4 Elektrogenizitat

Die 3:2-Stochiometrie der Na*/K*-ATPase ist unabhangig von der [Na*}int [GADSBY und CRANEFIELD, 1979,
EISNER et al., 1981, GLiTscH et al., 1982], der [Na*]ex;, der [K*]ex [ABERCROMBIE und DE WEER, 1978,
GADsBY, 1980, EISNER et al. 1981], vom Membranpotential [Rakowski et al., 1989] und von der ATP-
Konzentration [GOLDSCHLEGER et al., 1987]. Aufgrund der 3Na*/2K*-Stochiometrie entsteht indes ein
Netto-Transport einer elektrischen Ladung [THomAs, 1969]. Der malgebende elekirogene Vorgang
findet wahrend des Natrium-Transportschritts statt, genauer formuliert erfolgt der GroBteil der
Ladungsverschiebung wahrend der extrazellularen Freisetzung bzw. der Rickbindung von Natrium.

Dies konnte 1985 mittels BLM-Experimenten (BLM, Black Lipid Membrane) von Fendler und seinen
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Mitarbeitern [FENDLER et al., 1985] bzw. ein Jahr spater von Nakao und Gadsby anhand
elektrophysiologischer Messungen nachgewiesen werden [NAKAO und GapsBy, 1986]. Mittels
Spannungssprungexperimenten (VC, Voltage Clamp technique bzw. TEVC, Two Electrode Voltage
Clamp), die in Abwesenheit von extrazelluldarem Kalium und in Gegenwart von hohem intra- und
extrazellularen Natrium durchgeflihrt werden (unter so genannten Na*/Na*-Austausch-Bedingungen),
kénnen die Na*-abhangigen Transportschritte gezielt untersucht werden. Diese Spannungsspriinge, die
ATP-abhangig sind und Ouabain-sensitive transiente Strome erzeugen, werden als ,pre-steady-state-
Strome* bezeichnet. Die extrazellulare Freisetzung von Natrium-lonen wird durch Spannungsspriinge
zu positiven Potentialen hervorgerufen, was zu positiven transienten Stromen und zu einer
Verschiebung des E4P-E;P-Gleichgewichts in Richtung EoP fiihrt. Pulse zu negativen Potentialen
fordern die Na*-Rickbindung und verschieben somit das Gleichgewicht in Richtung E1P [Rakowski,
1993, HOLMGREN und RAkowskl, 1994, FRIEDRICH und NAGEL, 1997]. Folglich sind die Na*-Bindungs- und
die Na*-Freisetzungsschritte unmittelbar mit der E1P-E,P-Gleichgewichtsreaktion assoziiert. Uberdies
konnte nachgewiesen werden, dass die Na*-Bindungs- und die Na*-Freisetzungsschritte in drei
unabhangige und reversible Ladungsverschiebungsschritte unterteilt sind und strikt sequentiell

verlaufen [HOLMGREN et al., 2000]:
(3 Na*)E4P <> (3 Na*)EoP «» EoP + 3 Na*

Der Zeitverlauf der Natrium-abhangigen Reaktionsschritte (fransiente Strome), welcher durch apparente
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten  bestimmt werden kann, ist in der Vorwartsreaktion
(Na*-Freisetzung) spannungsunabhangig und in der Rlckwartsreaktion (Bindung von extrazellularem

Natrium) spannungsabhangig [De WEER et al., 1992].

1.2 Na*/K*-ATPase-assoziierte Erkrankungen
Die Na*/K*-ATPase, die als essentielles ,Haushaltsenzym“ konstitutiv exprimiert wird, weckt seit einigen
Jahren bei Humangenetikern und Neurologen ein immer groRer werdendes Interesse. Bei der
Erforschung diverser Krankheiten sind einige Defekte bekannt geworden, die auf Genen lokalisiert sind,
die fir a-Isoformen der Na*/K*-ATPase kodieren. Hierzu gehdren die beiden Gene ATP1A2 (lokalisiert
auf Chromosom 1g21-1923, 1931) [Ducros et al., 1997, GARDNER et al., 1997] und ATP1A3 (lokalisiert
auf Chromosom 19p13) [SHULL und LINGREL, 1987, YANG-FENG et al., 1988, DE CARVALHO AGUIAR et al.,
2004]. Mutationen auf dem letztgenannten Gen (kodiert die as-Untereinheit der Na*/K*-ATPase) fihren
zu einer seltenen autosomal-dominanten Erbkrankheit, die als Dystonie-Parkinsonismus-Syndrom
mit raschem Erkrankungsbild (DYT12, Rapid-Onset Dystonia-Parkinsonism, RDP) bezeichnet wird
[DoBYNS et al., 1993, BRASHEAR et al., 1997, PitTock et al., 2000, LiNAzAaSORO et al., 2002]. Die ersten
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Beobachtungen machte der Mediziner William B. Dobyns im Jahre 1992 an einer 15-Jahrigen und
benannte die Krankheit nach den schnell auftretenden Anféllen von dystonischen Krampfen, die mit
Anzeichen von Parkinson einhergingen, wie beispielsweise Rigor (Muskelstarre), Tremor (Muskelzittern)
und Bradykinese (verlangsamte Bewegungen) sowie posturale Instabilitdt (Haltungsinstabilitat). Nach
uber 15 Jahren sind inzwischen mehr als 50 Patienten aus 20 Familien registriert worden.

Bisher gibt es noch keine Erkenntnisse dariiber, ob Mutationen in den beiden Na*/K*-ATPase-
Untereinheiten a1 und o ebenfalls mit Krankheiten assoziiert sind. Indessen werden Veranderungen
auf dem oben erwahnten Gen ATP1A2, das die ax-Untereinheit der Na*/K*-ATPase kodiert, mit einer
vererbbaren Form der Migrane in Verbindung gebracht [MAy et al., 1995, GARDNER et al., 1997, DUCRos
et al., 1997]. Hierbei handelt es sich um eine autosomal-dominante Erbkrankheit, die als ,Familiare
Hemiplegische Migrane* (FHM, Familial Hemiplegic Migraine) bezeichnet wird. Die ersten
Beschreibungen der familidaren hemiplegischen Migrane gehen auf J. Michell Clarke zuriick [CLARKE,
1910]. Der Ausdruck ,hemiplegisch* leitet sich her vom (symptomatischen) Auftreten einer halbseitigen
Lahmung, welche dem eigentlichen Kopfschmerz vorausgeht.

Die Internationale Kopfschmerzgesellschaft (IHS, International Headache Society) kategorisiert die
verschiedenartigsten Kopfschmerzen und untergliedert die Migrane in ,Migrane ohne Aura“ und
,Migrane mit Aura“ (Tabelle 1.3). Die familidre und auch die ,Sporadische Hemiplegische Migrane“
werden der Klassifizierung ,mit Aura“ zugeordnet. Diese neurologischen Symptome, die entweder als
,Vorboten* oder als ,Begleiter” des eigentlichen Kopfschmerzes einhergehen, sind unter dem Abschnitt
,Die klassische Migrane® (1.2.1) naher erlautert.

Die sporadische hemiplegische Migrane ahnelt symptomatisch betrachtet der familiaren hemiplegischen
Migrane, unterscheidet sich jedoch darin, dass innerhalb der Familie - Verwandtschaft ersten und
zweiten Grades - keine aquivalente Diagnose vorliegt. Die Krankheitshaufigkeit (Pravalenz) beider
Migrane-Formen ist vergleichbar selten (1:10000) [THOMSEN et al., 2002, THOMSEN und OLESEN, 2004].
Als weitere Ursache fur eine Erkrankung an familiarer hemiplegischer Migrane seien noch zusatzlich die
beiden Gene CACNA1A (frihere Bezeichnung CACNL1A4, auf Chromosom 19p13, FHM-1) [OPHOFF et
al., 1996] und SCN1A (auf Chromosom 2924, FHM-3) erwahnt [DicHGANS et al., 2005, GARGUS und
TOURNAY, 2007]: SCN1A kodiert die ai-Untereinheit eines spannungsabhangigen neuronalen
Natriumkanals  (Na,1.1), wahrend das CACNATA-Gen fir die as-Untereinheit des
spannungsabhangigen P/Q-Typ-Calciumkanals (Ca,2.1) kodiert. Interessanterweise wurden auf dem
gleichen Genlocus (Chromosom 19p) und damit einhergehend in der as-Untereinheit des
spannungsabhangigen Calciumkanals Mutationen entdeckt, die neben der FHM noch mit weiteren
dominant vererbbaren neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden: Spinozerebellare
Ataxie Typ 6 (SCA-6) [ZHUCHENKO et al., 1997] und episodische Ataxie Typ 2 (EA-2) [OPHOFF et al.,

1996]. Einige klinische Merkmale der EA-2 und der FHM sind Uberlappend, wie beispielsweise das
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Auftreten von Schwindelgefuhlen [HAAN et al., 1995, DeNIER et al., 1999]. AuBerdem weisen etwa 50 %
der an EA-2 Erkrankten die Symptome einer Migrane auf, insbesondere der Migrane vom Basilaris-Typ
(Tabelle 1.3) [BALOH et al., 1997].

1 Migréne ohne Aura (gewohnliche Migréne)
2 Migrane mit Aura (klassische Migrane)
21 Migréne mit typischer Aura
2.2 typische Aura mit untypischen Kopfschmerzen
2.3 typische Aura ohne Kopfschmerzen
24 familidre hemiplegische Migrane (FHM)
25 sporadische hemiplegische Migréne (SHM)
2.6 Migréne vom Basilaristyp
3 periodische Syndrome in der Kindheit (die im Allg. Vorldufer einer Migréne sind)
3.1 zyklisches Erbrechen
3.2 abdominelle Migréne
33 benigner paroxysmaler Schwindel
4 retinale Migréne
5 wahrscheinliche Migrane
5.1 wahrscheinliche Migréne ohne Aura
5.2 wahrscheinliche Migrane mit Aura
53 wahrscheinliche chronische Migréne
6 Migréanekomplikationen
6.1 chronische Migrane
6.2 Status migranosus
6.3 migrandser Infarkt
6.4 persistierende Aura ohne Infarkt
6.5 migranegetriggerte epileptische Anfalle

Tabelle 1.3

Ubersicht tiber die Klassifikation der Migrane einschlieRlich ihrer Subtypen aus der Ende 2003 erschienenen iiberarbeiteten
Auflage der Internationalen Kopfschmerzgesellschaft (IHS, International Headache Society). Die zweite Auflage der IHS-
Kriterien (ICHD-II) ist vollstandig in den Zeitschriften ,Nervenheilkunde® (2003, 22: 531-610) und ,Cephalalgia“ (2004,
24: Suppl. 1: 1-160) aufgefiihrt.

Migrane-Symptome weisen Ahnlichkeiten zu weiteren neurologischen Erkrankungen auf, wie
beispielsweise Hirnschlag, Depressionen und Epilepsie. FHM wird auch haufig irrtiimlich als Epilepsie
diagnostiziert und dementsprechend falsch behandelt [Jouvenceau et al., 2001, VANMOLKOT et al., 2003,
Kors et al., 2004, Beauvais et al., 2004]. Es gibt aber auch Epilepsie-Formen, die mit der familidren
hemiplegischen Migréne teilweise kosegregieren (Tabelle 1.4), wie zum Beispiel ,benigne familiare
infantile Krampfanfalle* (BFIC, Benign Familial Infantile Convulsions, autosomal-dominant, Genort:
19913, Gen: CHRNA4) und ,benigne familiare neonatale Krampfanfalle* (BFNC, Benign Familial
Neonatale Convulsions, autosomal-dominant, Genort: 20q und 8g24, Gen: KCNQ2 und KCNQ3)

21



Einleitung

[TERWINDT et al., 1997, CHARLIER et al., 1998, SINGH et al., 1998, VANMOLKOT et al., 2003, BONESCHI et al.,
2005]. Das Gen ATP1A2 ist wahrscheinlich auch in anderen Epilepsie-Formen involviert, da auch Falle
mit BFIC-freien Epilepsien in Familien mit FHM existieren, die in direktem Zusammenhang mit dem
Chromosom 1g21-1g23 stehen [Ducros et al., 1997, Cevoul et al., 2002, MARcoNI et al., 2003,

VANMOLKOT et al., 2003].

Krankheit Abkirzung Gen Chromosom
Familidre Hemiplegische Migrane Typ 1 FHM-1 CACNA1A 19p13
Familidre Hemiplegische Migréne Typ 2 FHM-2 ATP1A2 1921-1923
Familidre Hemiplegische Migrane Typ 3 FHM-3 SCN1A 2q24
Familidre Hemiplegische Migrane Typ 4 FHM-4 ? 14q32

CACNATA, SCN1A,  19p13,2q24,

Sporadische Hemiplegische Migrane SHM

ATP1A2 1921-1923
Benigne Familidre Infantile Krampfanfélle BFIC ATP1A2 19913
Benigne Familidre Neonatale Krampfanfalle BNIC SCN1A 20q, 824
Zerebral autosomal-dominante Arteriopathie mit

CADASIL Notch3 19p13.2-p13.1

subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie
Episodische Ataxie Typ 2 EA-2 CACNATA 19p13
Spinozerebellare Ataxie Typ 6 SCA-6 CACNA1A 19p13

Tabelle 1.4
Vier Gene, die entweder direkt oder indirekt mit hemiplegischer Migrane in Verbindung stehen, einschlieRlich ihrer

Lokalisation auf den entsprechenden Chromosomen.

Die klassische Migrane (,Migrane mit Aura®) tritt ebenfalls in Verbindung mit anderen neurologischen
Erkrankungen auf. Die zerebral autosomal-dominante Arteriopathie mit subkortikalen Infarkten
und Leukenzephalopathie (CADASIL, Cerebral Autosomal Dominant Arteriopathy with Subcortical
Infarcts and Leukoencephalopathy) weist in ihrer frihen Symptomatik migraneartige Kopfschmerzen auf
[DicHGANS et al., 1998], was in den meisten Fallen dazu flihrt, dass diese seltene genetische Erkrankung

relativ spat als solche erkannt wird. Die entsprechenden Mutationen kommen auf dem Chromosom 19p
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(Notch3-Gen) vor, auf dem auch die Gene CACNA1A und SCA-6 lokalisiert sind (Tabelle 1.4) [Ducros
etal., 1996].

Im Januar 2009 wurde ein Genlocus auf Chromosom 14q32 mit FHM assoziiert [CUENCA-LEON et al.,
2009]. Das deutet auf eine noch groRere genetische Heterogenitat der hemiplegischen Migréne hin, als
bisher angenommen wurde. In dieser Arbeit wird jedoch im Weiteren hauptsachlich auf die sporadische

und familidre hemiplegische Migrane des Typs 2 (SHM und FHM-2) eingegangen.

1.2.1 Die klassische Migrane

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO, World Health Organization) hat Migrane unter den chronischen
Erkrankungen weltweit auf Platz 19 der Hauptursachen fir Arbeitsunfahigkeit eingeordnet und auf
Platz 4 der neurologischen Erkrankungen, die innerhalb Europas mit einer Hohe von >27 Mrd. Euro pro
Jahr am kostspieligsten sind [MENKEN et al., 2000, ANDLIN-SoBOCKI et al., 2005, GoapsBy, 2005 und 2006,
Dobick und GARGUS, 2008]. Es leiden schatzungsweise 15 % der Weltbevolkerung an Migrane, darunter
dreimal mehr Frauen als Manner [STEWART et al., 1994, LAUNER et al., 1999, STOVNER et al., 2006].
Migrane zeichnet sich dadurch aus, dass anfallartige, pulsierende Kopfschmerzen auftreten, die meist
auf eine Kopfhalfte begrenzt sind und periodisch wiederkehren. Ein Migraneanfall kann in flnf Phasen
unterteilt werden: (1) interiktale Phase, (2) Prodromalphase, (3) Auraphase, (4) Schmerzphase und
(5) Ruckbildungsphase [BLau, 1992]. Die erste Phase ist beschwerdefrei und zeigt neben veranderten
Gehirnaktivitaten eine niedrige Serotoninkonzentration. Jedoch ist noch weitestgehend unklar, in
welchem Ausmaly der Serotoninstoffwechsel bei einem Migraneanfall eine Rolle spielt. In der zweiten
Phase, der Prodromalphase, treten Symptome wie Konzentrationsmangel, Stimmungsschwankungen,
Appetitsteigerung sowie Ubelkeit und Erbrechen auf, die iber mehrere Stunden andauern und der Aura
vorausgehen [RUsSELL und OLESEN, 1996]. Zu den haufigsten vor der Kopfschmerzphase (Auraphase)
auftretenden vegetativen Begleiterscheinungen gehéren neben den visuellen, motorischen,
sensorischen und sensiblen Storungen die Sprachstorungen. Etwa 30 % der Migranepatienten erfahren
eine Auraphase, jedoch treten nicht immer alle Auraformen auf [RASMUSSEN und OLESEN, 1992,
SILBERSTEIN, 2004]. Die diversen neurologischen Reiz- und Ausfallsymptome sind in Tabelle 1.5
detaillierter aufgelistet. Binnen einer Stunde nach Beginn der Aura setzt die Kopfschmerzphase ein. Die
Schmerzphase lasst sich mit dem pathophysiologischen Korrelat der Migrane-Aura, der kortikalen
Streudepolarisierung® (CSD, Cortical Spreading Depression), anschaulich darstellen und mittels
bildgebender Verfahren (fMRI) raum-zeitlich darstellen. Die Rlckbildungsphase dauert im Durchschnitt
etwa einen bis zu drei Tage, in denen begunstigt durch Schlaf der Normalzustand und damit auch das
Wonhlbefinden des Erkrankten regeneriert werden konnen.
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Art der Symptomatik Art der Storung

Augenflimmern, helle und dunkle Flecken an bestimmten Stellen des

visuell Gesichtsfeldes in wechselnder Kombination und Bewegung,

Doppelbilder, Augenbewegungsstérungen, Sehen gezackter Linien

Gang- und Standunsicherheit, Gleichgewichtsstorungen,

motorisch . .
Lahmungserscheinungen

Gefihlsstérungen oder Missempfindungen an versch. Kdrperregionen

(Mund, Zunge, Wange, Hand, FuR) wie Kribbeln, Ameisenlaufen,

Stechen, Spinnwebgefiihl, Jucken, Schwellungsgefiihl, gestorte Kalte-
sensorisch & sensibel und/oder Warmempfindung, Licht- und Gerduschempfindlichkeit,

Geruchs- und Geschmacksstérungen

Allgemeine Sprach- und Sprechstdrungen, wie Stottern, Lallen,

artikulatorisch Stammeln und Wortfindungsstérungen
Erbrechen, Ubelkeit, Schwindel, Unwohlsein, Krampfe in inneren
Begleitsymptome Organen der Bauchhdhle, Hyperaktivitat, Appetitlosigkeit,

Gesichtsblasse

Tabelle 1.5

Wahrend der Aura- bzw. Kopfschmerzphase auftretende Symptome.

1.2.2 Pathophysiologie der Migraneaura

Bisher war umstritten, ob die Entstehung des Migraneschmerzes vaskularen oder neurogenen
Ursprungs ist, da es fir beide Ursachearten haltbare Theorien gibt. Die neurogene Annahme geht
davon aus, dass die Migrane-Aura durch eine Stérung der Nervenzellaktivitit im zentralen
Nervensystem hervorgerufen wird, wahrend die vaskulare eine zentrale Rolle der Gefalipathologie in
Betracht zieht [Boes und DALESsIO, 2008]. Mittlerweile wird von einer Kombination aus beiden denkbaren
Ursachen ausgegangen, die als ,neurovaskulare Theorie“ bezeichnet wird und derzeit allgemein
akzeptiert ist. Das Phanomen der ,Cortical Spreading Depression® ist Bestandteil der neurogenen
Komponente der Migréne. Die ersten Beobachtungen diesbezlglich machte Karl Spencer Lashley an
sich selbst. Er konnte wahrend einer Migrane-Aura die Ausbreitungsgeschwindigkeit des Flimmerns in
seinem Gesichtsfeld mit 2-5 mm/min bestimmen [LAsHLEY, 1941]. Drei Jahre spater wurde die gleiche
Geschwindigkeit in unabhangigen Experimenten (an Kaninchenhirnarealen) von Aristides A. P. Le&o

ebenfalls gemessen [LEA0, 1944]. Der Ausdruck ,spreading depression®, den der brasilianische
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Neurophysiologe Ledo damals pragte, wurde im Jahr 1958 zum ersten Mal in Verbindung mit
Migraneaura verwendet [MILNER, 1958].

1.2.3 Cortical Spreading Depression

Die Cortical Spreading Depression ist eine transiente (1-2 min) Depolarisation (negative
Potentialverschiebung um ~20-35 mV) der Nerven- und Gliazellen der Hirnrinde (Cortex), die sich
wellenartig mit einer Geschwindigkeit von 2-5 mm/min Gber die Hirnoberflache ausbreitet [SANCHEZ DEL
Rio und REUTER, 2004]. Hierbei kommt es zur massiven Umverteilung der lonen Na*, K*, Cl- und Ca?*
[HANSEN et al., 1990, HANSEN und ZEUTHEN, 1981] und verschiedener Neurotransmitter [DAVIES et al.,
1995] zwischen dem intra- und extrazellularen Raum. Es ist nachgewiesen, dass die extrazellulare
Glutamatkonzentration um etwa das 20-fache ansteigt [SCHELLER et al., 1991] und Uber die NMDA-
Rezeptoren (Glutamat-Rezeptor, NMDA, N-Methyl-D-Aspartat) zur Weiterleitung der CSD beitragt.
Zudem erhoht sich die Kaliumkonzentration im Extrazellularraum kurzzeitig von ~3 mM auf bis zu
60 mM [HANSEN und ZEUTHEN, 1981]. Parallel kommt es zu einer Reduktion der extrazellularen Na*- (von
~130 mM auf 70 mM) und Ca2*-Konzentration (von ~1,5 auf 0,15 mM). Dies flihrt dazu, dass ebenso Cl-
-lonen und in der Folge auch Wasser auf osmotischem Wege ins Zellinnere gelangt. Die Grofle des
Extrazelluléarraums reduziert sich dabei voriibergehend fast um die Halfte. Der pH-Wert erfahrt wahrend
der Depolarisation ebenfalls eine Verschiebung: zunachst in den alkalischen (um ~0,3 Einheiten) und
dann in den aziden Bereich (um ~0,05-0,1 Einheiten im Vergleich zum Ausgangswert). Auf die
transiente neuronale Ubererregung folgt schlieRlich eine Ianger anhaltende neuronale Inhibition.

Parallel zur Depolarisationsphase kommt es zu einem Anstieg bzw. unmittelbar im Anschluss an die
elektrophysiologischen Veranderungen zur Reduktion des regionalen zerebralen Blutflusses (rCBF,
regional Cerebral Blood Flow) [OLESEN et al., 1981, OLeseN, 1991]. Durch die Cortical Spreading
Depression wird das ,trigemino-vaskulére System* (periphere trigeminale Verbindungen mit zerebralen
Blutgefassen) aktiviert. In den Endothelien der zerebralen BlutgefaBe induzieren Astrozyten die
Funktion der Blut-Hirn-Schranke. Diese sternformigen Zellen des Nervengewebes unterscheiden sich
strukturell und funktionell von den typischen Neuronen und stehen ungeachtet dessen in direktem
Kontakt zu ihnen. In ihrer Zellmembran befinden sich verschiedene Transporter, Rezeptoren und
spannungsabhangige Kanale, die an der Regulation und Aufrechterhaltung insbesondere des Glutamat-
und Kalium-Haushalts beteiligt sind (Abbildung 1.8). In diesem Zusammenhang sei der Glutamat-
Transporter GLAST (GLutamate ASpartate Transporter, auch als EAAT1 Excitatory Amino Acid
Transporter 1 bezeichnet) erwahnt, der nach Erregung von Neuronen freigesetztes Glutamat aus dem
synaptischen Spalt im Co-Transport zu drei Na*-lonen, einem H*-lon (Symport) und einem K*-lon

(Antiport) befordert [DansoLT, 2001, BALCAR, 2002]. Das Glutamat wird in Astrozyten Uber die Glutamin-
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Synthetase in Glutamin umgewandelt und kann nach der Ausscheidung in den extrazelluldren Raum
erneut von Neuronen aufgenommen und nach Umwandlung tber die Glutaminase wieder als Glutamat
in synaptische Vesikel verpackt werden (Abbildung 1.8).

Die exzitatorische Aminosaure Glutamat und das extrazellulére Kalium tragen - neben den hohen
intrazellularen Na*- und Ca?*-Konzentrationen - ebenfalls einen wesentlichen Beitrag zur Erzeugung
einer Cortical Spreading Depression und zum parallel stattfindenden gefalverengenden bzw.
-erweiternden Effekt. Der vaskulare Anteil der Migrane-Aura, die Gefalldysfunktion, kann heutzutage
sehr erfolgreich mit Hilfe von sogenannten ,Neuroimaging-Techniken® untersucht werden [SCHWEDT
und Dobick, 2009]. Neurologen verwenden diverse Verfahren zur in vivo-Untersuchung der sich in den
entsprechenden Hirnarealen pathologisch ereignenden Prozesse. Einige der héufig angewendeten
Verfahren, die zur Charakterisierung der CSD herangezogen werden, seien an dieser Stelle kurz
erwahnt. Die Magnetresonanzspektroskopie (MRS, Magnetic Resonance Spectroscopy) basiert
beispielsweise auf dem Verfahren der Kernspinresonanz (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) und
kann hervorragend in vivo durchgefiihrt werden. Diese Methode bietet die Mdglichkeit die
biochemischen Informationen des Gewebes zu erforschen und somit die Unterschiede zu den
physiologischen Gegebenheiten zu erhalten. In Kombination mit der Magnetresonanztomographie (MRT
bzw. MRI, Magnetic Resonance Imaging) kann die MRS sehr gut dazu eingesetzt werden, um
Informationen zur metabolischen Funktion der Neuronen zur Verfligung zu stellen. Um detaillierte
Struktur-Funktions-Beziehungen innerhalb des Gehirns messen zu konnen, wurde das gegeniber der
Computer-Tomographie  kontrastreichere  MRT-Verfahren  verbessert. Zu den  speziellen
Weiterentwicklungen gehdren die funktionelle Magnetresonanztomographie (fMRT oder fMRI, functional
Magnetic Resonance Imaging) und die ,BOLD*-Methode (Blood Oxygen Level Dependency) [HADJIKHANI
et al., 2001, Cao et al., 2002]. Wie die Bezeichnung ,blood oxygen” bereits andeutet, ist es mit dieser
Methode mdglich die Durchblutung von Organen und Geweben gezielt zu betrachten, indem die
magnetischen Eigenschaften vom Hamoglobin und dessen Sauerstoffbeladung kernspintomografisch
erfasst werden. Wahrend mit Sauerstoff beladenes Hamoglobin sich diamagnetisch verhalt, zeigt die
ungeladene Form ein paramagnetisches Verhalten. Mithilfe dieser Methode kénnen durch die
Bestimmung der veranderten Diffusionsverhalten, die bei Erkrankungen im Gehirn vorliegen,
Riickschliisse auf die Neuronenaktivitat gezogen werden. Lokale Anderungen der Gehirnaktivitt lassen
sich somit millimetergenau messen.

Fur die dynamischen Regulationen des Blutflusses innerhalb des Gehirns wurde der medizinische
Ausdruck ,Hamodynamik* eingeflihrt. Das Prinzip der fMRT bzw. des BOLD-Verfahrens beruht auf
diesen hamodynamischen Reaktionen. Hierunter fallen, wie bereits oben erlautert, die Erregung von
Neuronen, die Freisetzung von Glutamat, dessen Bindung an den NMDA-Rezeptor, den
Calciumeinstrom in die Zelle und schlielich die Uber mehrere Kaskaden ablaufenden CaZ*-aktivierten
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Prozesse bis hin zur Blutgefasserweiterung und dem dadurch bedingten gesteigerten Blutfluss
(,Hyperamie®) [RossI, 2006, TAkaNO et al., 2006].
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Abbildung 1.8 a
Schematische Darstellung zweier Neuronen (pré- und postsynaptisch), dem dazwischen liegenden synaptischen Spalt und

einer angrenzenden Astrozyte. Eingezeichnet sind unter anderem die drei FHM-verursachenden Proteine Cav2.1
(ar-Untereinheit des  spannungsabhéngigen  P/Q-Typ-Calciumkanals, FHM-1), Nay<1.1  (as-Untereinheit des
spannungsabhangigen Natriumkanals, FHM-3) und die Na*/K*-ATPase (az-Untereinheit, FHM-2). Mutationen in allen drei
Proteinen scheinen zu einer erhéhten neuronalen Hypererregbarkeit (Exzitabilitat) zu fihren und dadurch an der Entstehung
und Fortleitung der kortikalen Streudepolarisation beteiligt zu sein. Die funktionellen Folgen aller FHM-Mutationen sind im
Einzelnen recht komplex, doch allgemein werden FHM-1- und FHM-3-Mutationen zu ,gain-of-function“-Mutationen gezéhit
und FHM-2-Mutationen zu loss-of-function“-Mutationen. Bei einem ,Funktionsgewinn® wird die erhdhte neuronale
Exzitabilitat durch veranderte Kanalkinetik erreicht, was die Absenkung des Schwellenpotentials zu negativeren Spannungen
und/oder die Erhéhung der Leitfahigkeit fir Na*- (FHM-3, SCN1A) bzw. Ca2*-lonen (FHM-1, CACNA) zur Folge hat. Die
gesteigerte CaZ- bzw. Na*-Aktivierung bewirkt Uber eine verlangerte Depolarisation die erhdhte Erregbarkeit.
FHM-2-Mutationen hingegen weisen einheitlich auf einen Funktionsverlust der Na*/K*-ATPase hin. Aufgrund der
eingeschrankten bzw. dem voélligen Verlust der Funktion kommt es intrazellular zur K*- und extrazellular zur
Na*-Anreicherung. Hier wird die kortikale Streudepolarisation zum einen (ber die direkte Depolarisation der Neuronen
(erhohte [K*Jint) oder durch die Beteiligung des Glutamat-Transporters und/oder des Na*/Ca%*-Austauschers (erhdhte

[Glutamat]int bzw. [Ca2*]in) beginstigt.
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Abbildung 1.8 b

Schematische Darstellung zweier Neuronen (pré- und postsynaptisch), dem dazwischen liegenden synaptischen Spalt und
einer angrenzenden Astrozyte. Bei Eintreffen eines Aktionspotentials im prasynaptischen Neuron kommt es zur Aktivierung
der spannungsgesteuerten Ca?*-Kanale. Durch den dadurch veranlassten Ca%*-Einstrom wird die Freisetzung der
Aminosdure Glutamat aus synaptischen Vesikeln bewirkt. Das Glutamat wird entweder Uber den NMDA-Rezeptor
postsynaptisch oder Uber den Glutamat-Transpoter GLAST in Astrozyten aufgenommen. Dieser Transporter ist vom
Natriumgradienten der Astrozytenmembran abhangig, der von der Na*/K*-ATPase aufgebaut und aufrechterhalten wird
(rote Sterne = ATP-getrieben).

In Zusammenhang mit der CSD wurden zwei Proteine entdeckt, die wahrend bzw. im Anschluss an die
Depolarisation vermehrt im Kortex anzutreffen sind: das Galanin (Liu und HokreLT, 2002), das imstande
ist diverse Neurotransmitter freizusetzen, und das Matrixmetalloproteinase-9 (GuRsOY-OzDEMIR et al.,
2004), dessen Uberhdhte Produktion zu Schadigungen der Blut-Hirn-Schranke fihrt. Diese beiden
Proteine leiten einen entzindungsfordernden Prozess ein, wobei unklar ist, wie dies zu einer

Aktivierung des trigeminalen Systems flihrt [SANCHEZ DEL RI0 und REUTER, 2004].
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Ferner existiert eine Uberschaubare Anzahl weiterer Erkrankungen, die mit der CSD in Beziehung
gebracht werden. Dazu gehoren das Schadelhirtrauma [MAYEVsky, 1996], der ischamische
Schlaganfall ~ (Hirninfarkt) [NEDERGAARD und AsTrup, 1986], die Hypoglykamie (niedriger
Blutzuckerspiegel) [AsTRUP und NORBERG, 1976] und die Epilepsie [LEAO, 1944]. In dieser Arbeit liegt der

Fokus auf der CSD in Verbindung mit der familiaren hemiplegischen Migréne, insbesondere des Typs 2.

1.2.4 Familiare Hemiplegische Migrane Typ 2, FHM-2

Die ersten Mutationen, die mit FHM-2 assoziiert wurden, sind im Jahr 2003 veréffentlicht worden
(DE Fusco et al., 2003). Mittlerweile ist die Existenz von etwa 50 Mutationen im Gen ATP1A2 bekannt
(Tabelle 1.6, Abbildung 1.9). Die meisten von ihnen sind Missense-Mutationen, die durch die
Substitution einer einzelnen — fast ausschliellich hochkonservierten — Aminosaure hervorgerufen
werden. Auffallend bevorzugt werden Arginine ausgetauscht (besonders haufig gegen Histidin,
Glutamat und Tyrosin). Arginin tritt aber auch vermehrt als Substituent auf, gefolgt von Histidin, Lysin
und Glutamin (Tabelle 1.6). Der Argininanteil der a-Untereinheit der Na*/K*-ATPase liegt bei knapp
5 % des Aminosaurebestands.

Die Mehrzahl der Aminosaureaustausche ist in der groflen intrazellularen Schleife L4/5 (L = loop)
vorzufinden, in der sich das DKTG-Motiv befindet, und in der extrazelluléaren Schleife L7/8, die an der
Bindung der akzessorischen B-Untereinheit beteiligt ist. Betroffen sind aber auch der N- und der
C-Terminus (Abbildung 1.9 und 1.10). Spéatestens seit der Veréffentlichung von Morth und Kollegen wird
dem C-Terminus der a-Untereinheit bei der Bildung der dritten Kationen-Bindungsstelle eine wichtige
Rolle zugeschrieben. Es wird vorgeschlagen, dass die dritte Bindungsstelle durch Wechselwirkungen
des C-Terminus mit der Transmembrandoméne TM5 und der Schleife zwischen TM8 und TM9 gebildet
wird [MorTH et al., 2007]. Die letzten beiden hochkonservierten Tyrosine im KETYY-Motiv (das exakt vor
dem Stopp-Signal lokalisiert ist) interagieren mit positiv geladenen Resten: K766 (asTM5) und R933
(Schleife in 8-9). Dieses Arginin an Position 933 entspricht in der op-Isoform R937, das

interessanterweise als Locus fiir eine FHM2-Mutation bekannt ist (R937P).
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Abbildung 1.9
Schematische Darstellung der Na*/K*-ATPase und den bisher im Gen ATP1A2 humangenetisch identifizierten Mutationen

(Stand April 2010). Blauliche Zylinder stellen die zehn Transmembrandomanen der Na*/K*-ATPase oz-Untereinheit dar, die
in der Plasmamembran integriert vorliegen. Bislang entdeckte Mutationen sind als graue Kreise dargestellt. Die Mutation
X1021R, die das Stopp-Codon betrifft (graue Wabe) enthélt 28 zusatzlich angefiigte Aminosauren (weile Waben). Die
beiden Polymorphismen (nicht krankheitsbedingte Sequenzvariationen) R510S und 1883L sind in dunklem Grau abgebildet.

Mediziner und Humangenetiker sprechen im Falle der FHM-2 von einer Haploinsuffizienz, was zum
Ausdruck bringt, dass die Mutation zwar auf einem Allel vorliegt, es aber dennoch zu einer Dominanz
dieses genetisch veranderten Allels fihrt. Mittels so genannter “Cell Survival Assays®, die auf dem
Expressionssystem menschlicher Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HelLa-Zellen, Henrietta Lacks)
basieren, wurden einige der entdeckten Mutationen hinsichtlich der Uberlebensfahigkeit in Anwesenheit
von QOuabain charakterisiert. Bei Behandlung von transient transfizierten Zellen mit Ouabain zeigt die
Ouabain-insensitive Form (Oua-R) normales Wachstum, wohingegen die Ouabain-sensitive (Oua-S)
Form eine beachtlich reduzierte Lebenszeit aufweist. Wenn nun eine Ouabain-insensitive Mutation in
Gegenwart des Inhibitors kultiviert wird, so wird die endogene Pumpe vollstandig inhibiert und das
Uberleben der Zellen hangt von der Funktionalitit des exogen exprimierten Enzyms ab. Auf diese
Weise lassen sich Aussagen dariiber treffen, wie stark die Enzymfunktion durch die Mutation
beeintrachtigt wird. Weitergehende funktionelle Untersuchungen wurden hingegen lediglich an einer
unbetrachtlichen Anzahl an ATP1A2-Mutationen durchgefihrt.
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Mutation Mutationsart Phanotyp Lokalisation Referenz
YON Punktmutation SHM A-Doméne THOMSEN et al., 2008
R51H Punktmutation MO A-Doméne CASTRO et al., 2004
R65W Punktmutation FHM A-Doméne TONELLI et al., 2007
E120A Punktmutation SHM Loop zw. TM1-2 DE VRIES et al., 2007
V138A Punktmutation FHM T™M2 THOMSEN et al., 2007
E174K Punktmutation MA/MO A-Domane TobT et al., 2005
R202Q Punktmutation FHM A-Domane HANSEN et al., 2008
T263M Punktmutation FHM A-Doméne RIANT et al., 2005
1286 T Punktmutation FHM T™M3 VANMOLKOT et al., 2007
G301R Punktmutation FHM TM3 SPADARO et al., 2004

. . KAUNISTO et al., 2004,
T345A Punktmutation FHM P-Domane SEGALL et al., 2004
V362E Punktmutation FHM P-Domane CAsTRO et al., 2008
T376M Punktmutation FHM P-Doméne RIANT et al., 2005

. FHM . Bassi et al., 2004,
T378N Punktmutation AHC P-Domane SWoBODA et al., 2004
R383H Punktmutation SHM N-Doméne JURKATT-ROTT et al., 2004
T415M Punktmutation FHM N-Doméne VANMOLKOT et al., 2007
E492K Punktmutation SHM N-Domane DE VRIES et al., 2007
R510S Polymorphismus - N-Doméne THOMSEN et al., 2007
C515Y Punktmutation MA/MO N-Doméne TopT et al., 2005
R548H Punktmutation BM/MA N-Doméne AMBROSINI et al., 2005
R593W Punktmutation FHM P-Domaéne VANMOLKOT et al., 2006a

) . RIANT et al., 2005,
A606T Punktmutation FHM P-Domane JEnetal, 2007
G615R Punktmutation FHM & MR P-Doméne VANMOLKOT et al., 2006b
V628M Punktmutation FHM P-Doméne VANMOLKOT et al., 2006a

V/ANMOLKOT et al., 2003,

R689Q Punktmutation FHM & BFIC P-Doméne SEGALL et al., 2005
E700K Punktmutation FHM P-Domane PIERELLI et al., 2006
c702Y Punktmutation MA/MO & Epilepsie P-Doméne DEPREZ et al., 2007
N717K Punktmutation SHM P-Domane JEN et al., 2007
D718N Punktmutation FHM P-Domane JURKATT-ROTT et al., 2004

. . VANMOLKOT et al., 2003, SEGALL
M731T Punktmutation FHM, BFIC P-Domane etal., 2005, CASTRO et al., 2007
M745| Punktmutation SHM P-Doméne THOMSEN et al., 2008

. JURKATT-ROTT et al., 2004,
R763H/C Punktmutation FHM TM5 THOMSEN et al., 2007

. De Fusco et al., 2003,
L764P Punktmutation FHM TM5 KOENDERINK et al.. 2005
P786L Punktmutation SHM TM5 DE VRIES et al., 2007

. JURKATT-ROTT et al., 2004,
P796R/S Punktmutation FHM Loop zw. TM5-6 CASTRO et al., 2008
M829R Punktmutation FHM Loop zw. TM6-7 RIANT et al., 2005

. RIANT et al., 2005,
R834Q/X Punktmutation FHM/SHM Loop zw. TM6-7 DE VRIS et al., 2007
G855R Punktmutation FHM & Fieberkrampfe ™7 DE VRIES et al, 2009
R879QW Punktmutation SHM Loop zw. TM7-8 THOMSEN et al., 2008
1883L Polymorphismus - Loop zw. TM7-8 JURKATT-ROTT et al., 2004

DE Fuscoet al., 2003,

W887R Punktmutation FHM Loop zw. TM7-8 KOENDERINK et al., 2005
G900R Punktmutation FHM & Epilepsie Loop zw. TM7-8 DEPREZ et al., 2007
E902K Punktmutation FHM Loop zw. TM7-8 JURKATT-ROTT et al., 2004
R908Q Punktmutation SHM Loop zw. TM7-8 DE VRIES et al., 2007
del(K935-S940)insl | Deletion & Insertion | FHM TM8-9 RIANT et al., 2005
R937P Punktmutation FHM TM8-9 RIANT et al., 2005
S966X Frameshift FHM Loop zw. TM9-10 RIANT et al., 2005
P979L Punktmutation FHM Loop zw. TM9-10 JURKATT-ROTT et al., 2004
D999H Punktmutation FHM C-Terminus FERNANDEZ et al., 2008
R1002Q Punktmutation FHM C-Terminus JEN et al., 2007

. . MORTH et al., 2007,
Y1009X Punktmutation SHM C-Terminus GALLANTI et al,, 2008
X1021R Elongation FHM Stopp-Codon JURKATT-ROTT et al., 2004

Tabelle 1.6 Bisher entdeckte FHM2- und SHM-Mutationen und ihre topologische Lokalisation (April 2010).
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In ersten funktionellen Untersuchungen von FHM2-Mutanten (L764P und W887R) an Xenopus laevis-
Oozyten konnte ein kompletter Funktionsverlust nachgewiesen werden, obwohl die charakteristische
Expression in der Plasmamembran nicht beeintrachtigt war [De Fusco et al., 2003, KOENDERINK et al.,
2005]. Segall und Kollegen zeigten anhand drei weiteren Mutationen, dass die heterolog exprimierten
Na*/K*-ATPase-Mutanten zwar enzymatisch aktiv waren, jedoch teilweise mit veranderten
Eigenschaften. Beispielsweise hatte T345M eine geringere, wahrend R689Q und M731T eine héhere
apparente Affinitat fur K*-lonen aufwiesen [SEGALL et al., 2004, 2005]. Im Vergleich zum Wildtyp-Enzym
zeigten die beiden letztgenannten Mutationen reduzierte katalytische Wechselzahlen (turnover number,
Einheit in s), was bedeutet, dass die Anzahl der Pumpzyklen pro Zeiteinheit herabgesetzt ist.

Bislang fehlt noch das Verstandnis fir die pathophysiologischen Konsequenzen von FHM2-
Mutationen im ATP1A2-Gen. Um die miteinander verzahnten Mechanismen und Zusammenhénge
verstehen zu kénnen, bedarf es weiterer intensiver Untersuchungen der Ursachen auf molekularer

Ebene.

Abbildung 1.10

Strukturelle  Darstellung  der  Na*/K*-ATPase
FHM2- und SHM-

Mutationen. Die Farbgebung spiegelt die einzelnen

oz-Untereinheit  inklusive der
Regionen wider: gelb markierte Mutationen befinden
sich in der A-Doméne, rote in der N-Domane und blaue
in der P-Doméne, grine in der Ubergangsstelle
zwischen der Transmembran-Region und der
P-Doméne. Violett dargestellt ist die sogenannte

~Switch-Region®, in der sich auch der C-Terminus

befindet. Weil eingezeichnete Mutationen kommen in
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der Transmembran-Region vor und die beigefarbenen

befinden sich im extrazelluldren Bereich. Die

Kristallstruktur ist in der Protein-Datenbank RCSB

(Research Collaboratory for Structural Bioinformatics)

& =N
€« als PDB-Datei mit der Bezeichnung 3B8E hinterlegt.
{;’“5120 Die hier abgebildete Na*/K*-ATPase-Kristallstruktur
308/ basiert auf der Veréffentlichung von Morth und

Kollegen aus dem Jahr 2009
Transactions of The Royal Society 364, 217-227,

2009,
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Antriebskraft des Menschen, das Wissen durch Forschung zu erweitern, ist ihm von Anbeginn der
Menschheitsentwicklung gegeben, genauso wie der Drang, Krankheiten verstehen und heilen zu
kénnen. Mit Hilfe von neu erworbenen medizinischen Erkenntnissen und technischen Erneuerungen
kann der Mensch in immer tiefere Bereiche des taglichen Lebens eindringen. Herausragende Projekte,
wie das Humangenomprojekt, erlauben es Humangenetikern, Erbkrankheiten zu erforschen und
molekulare Mechanismen der Entstehung besser zu verstehen.

Seit Entdeckung verschiedener Gendefekte, die fiir gewisse Migraneformen verantwortlich sind, wie
beispielsweise die familidre hemiplegische Migrane, ist es von grolem Interesse die komplexen
Vorgange im menschlichen Korper zu erfassen. Mutationen, die sich im Gen ATP1A2 befinden, das die
Na*/K*-ATPase az-Untereinheit kodiert, fuhren zur Erkrankung an der familidren hemiplegischen
Migrane des Typs Il (FHM2). In diesem Zusammenhang ist auch die Na*/K*-ATPase wieder naher in
den Fokus der Forscher geruckt. Bisher ist von den bislang entdeckten FHM2-Mutationen lediglich ein
kleiner Anteil funktionell im Detail untersucht worden.

Ziel dieser Arbeit ist es, Mutationen aus funktionell und strukturell relevanten Doméanen der Na*/K*-
ATPase ax-Untereinheit mittels verschiedener Methoden zu charakterisieren. Zu diesem Zweck
kommen neben der elektrophysiologischen Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik auferdem

biochemische Verfahren sowie Transportmessungen zum Einsatz. Von der Mutation bis hin zum
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1883L OR908Q 066X
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Abbildung 1.11
Schematisierte Darstellung der Na*/K*-ATPase und der im entsprechenden Gen ATP1A2 vorkommenden Mutationen. Die

blauen Zylinder stellen die zehn Transmembrandomanen der Na*/K*-ATPase dar, die in die Plasmamembran integriert sind.
Von den bisher entdeckten ~50 Mutationen (magentafarbene und graue Kreise) sind diejenigen in Magenta unterlegt, die in
dieser Arbeit naher betrachtet werden. Die Mutation, die das Stopp-Codon betrifft (magentafarbene Raute) enthalt 28

zusatzlich angefiigte Aminosauren (weile Rauten). Die Polymorphismen R510S und I883L sind in dunklem Grau dargestellt.
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Kopfschmerz gibt es zahlreiche, bislang unbekannte Kaskaden. Mittels Struktur-Funktions-
Untersuchungen soll ein tieferer Einblick in die Zusammenhange gewonnen werden. In Abbildung 1.11
sind die fur diesen Zweck selektierten 14 FHM2-Mutationen aufgefuhrt. Neben gewohnlichen
Punktmutationen, sind ebenso Mutationen ausgewahlt, die nicht nur einzelne Basen bzw. Aminosauren
betreffen, sondern auch groRere Abschnitte, die durch Deletionen bzw. Additionen auftreten. Seit der
vor kurzem veroffentlichten Na*/K*-ATPase-Kristallstruktur ist es nun auch moglich, eine ausfuhrlichere

Einsicht in die strukturellen Eigentiimlichkeiten des ionentransportierenden Enzyms zu erlangen.
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2 Materialien & Methoden

2.1 Molekularbiologische Methoden und Xenopus laevis-Oozyten-Praparation

2.1.1 Herstellung der cDNA-Konstrukte

Die cDNA-Konstrukte der beiden Untereinheiten a. und B+ der humanen Na‘*/K*-ATPase sowie
Mutanten wurden durch rekombinante Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction)
und in besonders schwierigen Féllen mittels des QuikChange® XL Site-Directed Mutagenesis Kits
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) erhalten. Die PCR-Fragmente wurden in den fr die Oozytenexpression
optimierten Vektor pCDNA3.1 kloniert (lonGate Biosciences, Frankfurt am Main). Nach der Ligation des
Vektors mit dem Insert im Verhaltnis 3:1 (Rapid DNA Ligation Kit, Roche, Mannheim) erfolgte die
Transformation in chemisch-kompetente E. coli-Zellen (rekombinante PCR: ,XL1-Blue Competent
Cells*, ,QuikChange: XL10-Gold Ultracompent Cells“ von Stratagene, La Jolla, CA, USA). Im Anschluss
an die Gewinnung der Plasmid-DNA wurden die Konstrukte per Sequenzierung (Eurofins MWG Operon
in Ebersberg) verifiziert.

Um die endogene von der heterolog-exprimierten Na*/K*-ATPase unterscheiden zu konnen, wurden
die Mutationen Q116R und N127D in die ax-Untereinheit eingefligt, wodurch eine Ouabain-resistente
Form (ICso im mM Bereich) erzeugt wurde [PRrICE und LINGREL, 1988]. Dieses Konstrukt wird als (hum.
Na/Kaz-) WT bezeichnet und fiir die entsprechenden Mutagenesen verwendet, sofern nicht anders
angegeben. Die untersuchten Konstrukte wurden nach ihrer Aminosaure-Substitution benannt, wie zum
Beispiel T263M.

2.1.2 Partielle Ovarektomie und Oozytenbehandlung

Weibliche Tiere der Spezies Xenopus laevis (Abbildung 2.1) wurden mit 0,2 %igem Tricain pH 7,0
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) anasthesiert, und durch einen 10 — 15 mm langen Schnitt am
ventralen Abdominalbereich wurde jeweils ein Teil des Ovargewebes (einige cm?) entnommen.

Um die Oozyten zu vereinzeln (Abbildung 2.2), wurde das ovarielle Gewebe einer Kollagenase-
Behandlung unterzogen. Hierflr wurden die mit Bindegewebe umhllten Oozyten in 1 ml Kollagenase
Typ 1A aus Clostridium histolyticum [20 mg/ml], 1 ml Trypsin-Inhibitor Typ [lI-O aus Hihnereiweif3
[10 mg/ml] und 8 ml Ca?*-freie Oozyten-Ringer-Losung ORI-Ca2* (110 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM
MgCl,, 2 mM CaCl,, 5 mM HEPES, pH7,4) eingelegt und fir 3 - 4 Stunden bei ca. 18°C sehr vorsichtig

geschwenkt.
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Abbildung 2.1

Weibliches Individuum der Spezies Xenopus laevis (afrikanischer Krallenfrosch). Die adulten Tiere kdnnen eine Kopf-/Steil’-
Lange von bis zu 13 ¢cm erlangen und erreichen in freier Natur ein Alter von etwa 15 bis 25 Jahren. Trotz ihrer aquatischen
Lebensweise (seichte Gewésser und Timpel) handelt es sich bei dieser Amphibien-Klasse um Lungenatmer, die regelmafig
an der Wasseroberflache durch Schluckatmung Luft holen.

Abbildung 2.2
Oozyten eines weiblichen Krallenfrosches im Stadium V mit einem Durchmesser von etwa 1 bis 1,2 mm. Die helle Halfte ist

der schwere, dotterhaltige Anteil der Oozyte, die als ,vegetaler Pol* bezeichnet wird, wahrend die dunkle Halfte leicht
zytoplasma- und ribosomenreich ist und den ,animalen Pol* darstellt.
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2.1.3 cRNA-Synthese und -Injektion

Nach Linearisieren der Plasmid-DNA mit dem Restriktionsenzym Xba | wurde die Synthese der zu
injizierenden cRNA (kodierende Ribonukleinsaure, complementary ribonucleic acid) mit dem
MMESSAGE mMACHINE® T7 Kit (Ambion, Austin, TX, USA) durchgefiihrt. Pro Oozyte der Stadien V
und VI [DumoNT, 1972] mit einem Durchmesser von ca. 1-1,2 mm (Follikelschicht-frei) wurden 25 ng
der ao-Untereinheit- und 2,5ng der Bs-Untereinheit-cCRNA injiziert. Die Oozyten wurden in einer
Gentamycin-haltigen (50 mg/l) ORI+Ca2*-Losung fiir 3 - 5 Tage bei 18°C aufbewahrt.

2.2 Proteinbiochemische und zellbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von Plasmamembranfragmenten

Die Durchfihrung der Plasmamembran-Praparation erfolgte bis auf kleine Modifikationen nach der
Methode von Kamsteeg und Deen [KamsTEEG und DEeN, 2001]. In einer MBSS-Losung (20 mM MES,
80 mM NaCl, pH 6,0) inklusive 1 %iger kolloidaler Quarz-Klgelchen (beads, Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA) wurden 8-12 Oozyten fiir 30 Minuten bei 4°C rotiert. Nach zweimaligem Waschen mit
MBSS-Lésung wurden die Oozyten erneut fiir 30 Minuten rotiert. Die MBSS-Ldsung fiir den zweiten
Rotationsschritt enthielt auBerdem 0,1 %ige Polyacrylsaure (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Nach
zwei weiteren Waschschritten mit einer MBS-Lésung (Modified Barth’s Solution, 88 mM NaCl,
1 mMKCI, 2,4 mM NaHCOs, 10 mM HEPES, 0,82 mM MgSQOs, 0,33 mM Ca(NOs)2, 0,41 mM CaCly,
pH7,4) [BARTH und BARTH, 1959] wurden die noch intakten Oozyten in je 1,5ml HbA-LGsung
homogenisiert, die mit Complete® Protease-Inhibitoren (1 Tablette/50 ml, Roche Applied Science,
Mannheim) versetzt war. AnschlieRend wurde insgesamt viermal zentrifugiert, wobei die
Beschleunigung von 10xg (die ersten beiden Zentrifugationen) tber 20xg (dritte Zentrifugation) bis zu
40xg erhdht wurde. Nach dem ersten Zentrifugationsschritt enthielt der Uberstand den GroRteil des
zelluldren Membrananteils, weshalb der Uberstand (1,3 ml) auch zur Weiterverwendung fiir eine
Totalmembran-Praparation aufbewahrt wurde (siehe unten). Bei den darauffolgenden drei
Zentrifugationsschritten wurde je 1 ml des Uberstandes verworfen und mit 1 ml HbA-Puffer aufgefiillt.
Die nach der letzten Zentrifugation in den verbliebenen 200 pl enthaltenen Beads wurden bei 4°C
mindestens fir 30 Minuten bei 16000xg pelletiert. Das Pellet wurde mit 4 ul Laemmli-Puffer [LAEMMLI,

1970] fur jede in die Praparation eingegangene Oozyte resuspendiert.
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2.2.2 Praparation der Totalmembranfraktion

Die aufbewahrten 1,3 ml des Uberstandes (nach der allerersten Zentrifugation bei 10xg aus der
Plasmamembran-Praparation) wurden fiir die Analyse des zellularen Proteinanteils verwendet. Einer
dreimindtigen Zentrifugation bei 2000xg und 4°C folgte eine weitere flr 30 Minuten bei 16000xg. Die

resultierenden Pellets wurden ebenfalls in je 4 ul Laemmli-Puffer pro Oozyte geldst.

2.2.3 HEK293FT-Zellen: Transfektion und Gewinnung von Ganzzell-Lysaten

Fur die Zellkultur wurde eine a-Untereinheit der humanen Na*/K*-ATPase eingesetzt, die am
N-Terminus mit einem HA-Tag markiert war. Diese neun Aminosaure lange Sequenz “YPYDVPDYA*
wurde ebenfalls durch die rekombinante Polymerase-Kettenreaktion zwischen dem Start-Methionin und
dem offenen Leserahmen (ORF, open reading frame) eingefiigt. Die beiden humanen Na*/K*-ATPase
a2- und Bs-Untereinheiten wurden mit Hilfe von Lipofectamine™ 2000-Reagenzien (Invitrogen,
Carlsbad, CA) in einem Verhaltnis 1:1 in HEK293FT-Zellen transfiziert. Die Zellen wurden in einem
DMEM/Glutamax-Medium in 10 cm-Petrischalen unter Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum und
10 uM Quabain bis zu einer 70 %igen Konfluenz kultiviert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen in zwei
Fraktionen unterteilt. Eine der beiden Fraktionen wurde bei einer Temperatur von 28°C und die andere
bei 37°C inkubiert. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen
und mit einem Zellschaber (in PBS) abgeerntet. Nach einer dreiminttigen Zentrifugation bei 2000xg
wurde der Uberstand vorsichtig verworfen, das Pellet in 1ml PBS resuspendiert und in ein
1,5 ml-Reaktionsgefal Uberflihrt. Das nach einer zweiten Zentrifugation erhaltene Pellet wurde mit
einem &quivalenten Volumen Lyse-Puffer (30 mM TRIS-HCI, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 % Triton X,
10 % Glyzerol, 2mM DDT, 200 uM PMSF, inklusive Protease-Inhibitor) resuspendiert. Die
Gesamtproteinmenge in dem Ganzzell-Lysat wurde mittels eines BCA-Reagenz (Bicinchoninsaure,
bicinchoninic acid, Perbio, Bonn) spektroskopisch bestimmt. Fir die anstehenden SDS-Gele wurde

jeweils eine Menge von 15 ug Gesamtprotein eingesetzt.

2.2.4 SDS-Gel-Elektrophorese und Western Blots

Die 10 %igen SDS-Gele wurden nach dem Protokoll von Maniatis gegossen, das jedoch leicht
modifiziert war [HARLOW und LANE, 1988] (Trenngel: 6,7 ml Bis-/Acrylamid (30 %), 7,9 ml H20, 5 ml TRIS
pH88 (1,5M), 02ml SDS (10%), 0,2ml APS (10 %), 0,02ml TEMED und Sammelgel:
1,7 ml Bis-/Acrylamid (30 %), 6,8 ml H20, 1,25 ml TRIS pH 6.8 (1 M), 0,1 ml SDS (10 %), 0,1 ml APS
(10 %), 0,01 ml TEMED). Je Konstrukt wurde eine Probenmenge aquivalent zum Proteingehalt einer
bzw. zweier Oozyten aufgetragen. Nach dem Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf die

Nitrozellulose-Membran wurde diese mehrmals mit PBST (Phosphat-gepufferte Salzlosung, phosphate
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buffered saline, inklusive 0,1 % Tween) gewaschen. Zur spezifischen Detektion der humanen
Na*/K*-ATPase ax-Untereinheit (~100 kD) kam der polyklonale Antikorper AB9094 (Milipore, Bedford,
MA, USA) zum Einsatz [LENCESOVA et al., 2004]. Im Falle der HA-getaggten ax-Untereinheit wurde ein
monoklonaler anti-HA-Antikorper (hergestellt in Ratten) 3F10 (Roche Diagnostics, Mannheim)
verwendet. Das endogen exprimierte B-Aktin lieR sich mit einem monoklonalen anti-B-Aktin-Antikrper
(hergestellt in Mausen) AC-15 (Sigma, Taufkirchen) detektieren. Als sekundarer Antikdrper dienten
gegen Ratte bzw. Maus gerichtete Meerrettichperoxidase-Konjugate (Promega, Mannheim) durch
welche die anschlieBenden Chemilumineszenzreaktionen (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) zur

Detektion auf Kodak BioMax Light Filmen (Sigma Aldrich) katalysiert werden konnten.

2.3 Transportmessungen der humanen Na*/K*-ATPase

2.3.1 Vorbereitung der Oozyten

Um die intrazellulare Natrium-Konzentration zu erhohen, wurden die Oozyten fiir 60 Minuten in einer
Natrium-Ladelésung (110 mM NaCl, 2,5 mM Natrium-Citrat, 2,5 mM MOPS, 2,5 mM TRIS, pH7,4) und
danach zur Aquilibrierung fiir mindestens 30 Minuten in einer Post-Ladelésung (100 mM NaCl, 1 mM
CaCly, 5 mM BaClz, 5 mM NiCl, 2,5 mM MOPS, 2,5 mM TRIS, pH 7,4) inkubiert [Rakowski, 1993].

2.3.2 Rubidium-Transport-Messungen mittels Atom-Absorptions-Spektroskopie

Die in Na*-Ladelésung und anschlieBender Post-Ladeldsung inkubierten Xenopus laevis-Oozyten
wurden fir 3 Minuten in einer 1 mM bzw. 5 mM Rubidium-Lésung (1 bzw. 5 mM RbCI, 1 mM CaCly,
5mM BaClz, 5 mM NiClz, 2,5 mM MOPS, 2,5mM TRIS) bei einer Raumtemperatur von 21 -22°C
inkubiert. In der Rb*-Losung waren auferdem entweder 10 uM oder 10 mM Ouabain enthalten, um die
Aktivitat der endogenen Na*/K*-ATPase von der heterolog-exprimierten unterscheiden zu konnen.
AnschlieRend erfolgten drei Waschschritte mit der Post-Ladeldsung (ohne Rb*) und ein Waschschritt
mit Milipore-Wasser. Jede Oozyte wurde einzeln in 1 ml Milipore-Wasser homogenisiert und fiir die
AAS-Messung wurden davon 20 pl Probenvolumen eingesetzt. Die Uber die Na*/K*-ATPase in die
Oozyte aufgenommene Rubidium-Menge wurde mit dem Atom-Absorptions-Spektrometer
AAnalyst800™  (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) bestimmt, welches mit einer Rb*-
Hohlkathodenlampe (Photron, Melbourne, Australien) und einem transversal geheizten Graphitrohr
(THGA) ausgestattet war. Das Zeit- und Temperatur-Protokoll folgte den Angaben des Herstellers

(siehe Tabelle 2.1) und die Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von 780 nm. Zur Berechnung der
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aufgenommenen Rb*-Menge wurde jeweils vor der Messung eine Standard-Eichkurve in einem Bereich
von 0 - 50 ug/l Rb* aufgenommen. Die noch detektierbare Rb*-Menge betragt etwa 10 pg und wird als

charakteristische Masse bezeichnet.

Schyitt Temperatur | Anstiegszeit Haltezeit | Acetylenverbrauch
(°C) (s) (s) (ml/min)
Trocknung 1 10 1 20 250
Trocknung 2 130 5 30 250
Atomisierung 1700-1800 0 5 0
Ausheizen 2400 1 2 250

Tabelle 2.1

Vom Hersteller empfohlenes Zeit- und Temperaturprotokoll fiir ein transversal geheiztes Graphitrohr.

2.4 Elektrophysiologische Messungen und Auswertung der Messdaten

2.4.1 Verwendete Losungen und Gerate

Auch hierflir wurden die Uberexprimierenden Oozyten mit Natrium beladen (siehe 'Vorbereitung der
Oozyten’), um die intrazellulare [Na*] zu erhéhen. Strommessungen wurden mit der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme (TEVC, two electrode voltage clamp) durchgefuhrt. Eine einzelne Oozyte wurde in
die Perfusionskammer Uberfuhrt und konnte auf diese Weise mit verschiedenen Losungen perfundiert
werden. Die Na*-haltige Losung (siehe unter 2.3.1) enthielt zusatzlich entweder 10 uM oder 10 mM
Ouabain, um die endogene Na*/K*-Pumpe von der heterolog-exprimierten unterscheiden bzw. letztere
vollstandig inhibieren zu kdnnen. Die K*-haltige Losung (100 mM KCI, 5 mM BaClz, 5 mM NiClz, 1 mM
CaCly, 2,5 mM TRIS, 2,5 MOPS, pH 7,4) wurde in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt: 0,2 mM,
0,5 mM, 2 mM, 5 mM und 10 mM (entsprechend mit der Na*-haltigen Losung verdinnt).

Die Messungen wurden zum einen mit einem Flachbettschreiber BD 11 aufgezeichnet (Kipp & Zonen,
Delft, Niederlande) und zum anderen uber einen Computer, an den ein Turbo Tec10CX Verstérker (NPI
Electronic GmbH, Tamm), eine Digidata 1200 Schnittstelle (Axon, Instruments Inc., Union City, CA,
USA) und die Software pClamp 9.2 (Axon, Instruments Inc., Union City, CA, USA), die zur Erzeugung
von Spannungspulsen sowie Haltepotentialen und zur Aufzeichnung der Stromsignale angeschlossen
bzw. integriert war (Abbildung 2.3). Fir die Datenverarbeitung (Auswertung und Prasentation) wurden
die Programme Clampfit 9.2 Axon, Instruments Inc., Union City, CA, USA) und Origin 7.5G (OriginLab
Corporation, Northampton and Wellesley Hills, MA, USA) verwendet.
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Abbildung 2.3 Schaltplan fiir eine Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC).

Die elektrophysiologischen Experimente wurden bei einer Raumtemperatur von 22-23°C durchgefiihrt.

Die Mikropipetten wurden mit einem Pipettenziehgerat PC-10 (puller, Narishige, Japan) mit

Spitzendurchmessern von etwa 20 — 30 ym gezogen und mit einer hochkonzentrierten Elektrolytlosung

(3 M KCI) befullt. Fur die Messungen wurden Ag/AgCl-Elekiroden verwendet. Die Pipetten-Widerstande

lagen zwischen 0,7 - 2 MQ.

2.4.2 Spannungsprotokoll

Es wurden lediglich Zellen gemessen, die bei einem Haltepotential von -30 mV einen Haltestrom von bis

zu -300 nA aufwiesen. Ausgehend von -30 mV wurden die Oozyten flr eine Dauer von 200 ms auf

Potentiale von +60 mV bis -180 mV in 20 mV-Schritten geklemmt, wobei nach jedem Spannungssprung

wieder zum Haltepotential von -30 mV zurlickgekehrt wurde.

-30 mV

Haltepotential

60 mV
40 mV
20 mv
0omV
-20 mV
-40 mV
-60 mV
-80 mV
-100 mv
-120 mV
-140 mv
-160 mV
-180 mVv

200 ms

Abbildung 2.4
Angewendetes  Spannungsprotokoll.

Ausgehend von einem Haltepotential von

-30mV  werden die Oozyten

Spannungsspriingen in 20 mV-Schritten von positiven (+60 mV) zu negativen (-180 mV) Potentialen ausgesetzt.
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2.4.3 Messung und Untersuchung der stationaren und transienten Strome

Als ,stationarer Strom* werden die K*-stimulierten Pumpstrome bei einem konstanten Haltepotential (in
diesem Fall bei -30 mV) bezeichnet. Hierzu wurden Oozyten vor und nach der Perfusion mit
verschiedenen [K*] mit der oben genannten Na*-haltigen Losung perfundiert (Abbildung 2.5). Alle

Lésungen enthielten zudem 10 uM Ouabain, um die Pumpstrome der endogenen Na*/K*-ATPase zu

unterdriicken.
50 nA|
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|
10 02 05 2 5 10
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Abbildung 2.5

Mit verschiedenen Kalium-Konzentrationen stimulierte Pumpstréme bei einem Haltepotential von -30 mV.

Bei der Ermittlung der Kalium-Affinitaten (Kos) wurde mittels der Schreiberaufzeichnungen, falls
erforderlich, eine rundown-Korrektur durchgeflinrt. Die Korrektur bestand darin, die zeitliche Abnahme
der maximalen Pumpstromamplitude (bei 10 mM [K*]ex) durch eine lineare Interpolation zu
berucksichtigen.

Mit Hilfe des oben angegebenen Spannungsprotokolls kann auch die Spannungsabhangigkeit der
stationaren Stréme untersucht werden. Hierflr wurden die Zellen sowohl vor und nach der Zugabe von

K*ex als auch wahrenddessen diesem Spannungsprotokoll ausgesetzt (Abbildung 2.6, graue

Markierung).
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Abbildung 2.6

Sowohl in Gegenwart als auch in Abwesenheit von Kalium wurde ein Spannungsprotokoll mit Pulsen von +60 mV bis
-180 mV (in 20 mV-Schritten) durchlaufen.
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Um die Abhangigkeit der Pumpstrome vom Membranpotential (Strom-/Spannungs-Diagramme) und von
extrazellularem Kalium (K*ex) zu bestimmen, wurden die digital aufgezeichneten kaliumfreien Vorher-
und Nachher-Messungen gemittelt und von den kaliumhaltigen Messungen abgezogen und falls
notwendig ebenfalls rundown-korrigiert. Die Stromantworten wurden auf den Wert normiert, der in
Gegenwart von 10 mM K* bei einer angelegten Spannung von 0 mV gemessen wurde. Die Bestimmung

der spannungsabhangigen Kalium-Affinitdten (Ko ) erfolgte unter Verwendung folgender Hill-Gleichung:

1 (Gleichung 2.1)
1+ (K“ j H
[K"]

(Imex: maximaler Strom, [K*]: Kaliumkonzentration, Kos: Konzentration der halbmaximalen Aktivitat, nu: Hill-Koeffizient)

Das gleiche Spannungsprotokoll wurde auch verwendet, um transiente (,vorstationare®, pre-steady-
state) Strome in Gegenwart von hohen [Na‘lex und in Abwesenheit von Ktex zu messen. Die
extrazellulare Natriumlosung enthielt entweder 10 uM (zur Inhibition der endogenen Na*/K*-ATPase)
oder 10 mM Ouabain (zusatzlich zur Inhibition der heterologen Na*/K*-ATPase). Die Daten wurden
voneinander subtrahiert (10 uM-Messung - 10 mM-Messung) und die Differenzstromsignale durch eine
monoexponentielle Funktion angepasst. Hierbei wurden die ersten drei bis funf Sekunden nicht
einbezogen, um kapazitive Artefakte weitestgehend auszuschlieRen. Dies wurde sowohl bei den so

genannten ,on-Pulsen” als auch ,off-Pulsen® berticksichtigt.

0.61

t “on’-Pulse “off’-Pulse

Imemb (1A)

0 100 200 300 400 500

Zeit (ms)
Abbildung 2.7
Mit dem Programm pClamp aufgezeichnete Stromantworten, die auf die entsprechenden Spannungspulse (13 Spriinge)
folgten. Die Aufnahme zeigt eine Differenzstrommessung (WT), bei der die 10 uM-Ouabain-haltige Lésung von der 10 mM-
haltigen (hohe [Na*] und K*-frei) abgezogen wurde.

44



Materialien & Methoden

Aus den transienten Stromen direkt nach einem Spannungssprung (,on-Pulse®) wurden die apparenten
Geschwindigkeitskonstanten bestimmt (Abbildung 2.5). Aus den transienten Stromen unmittelbar nach
Ruckkehr zum Haltepotential bei -30 mV (,off-Pulse®) konnten die transportierten Ladungen (Q), die
Vos-Werte (Spannung des halbmaximalen Q-Wertes), die z-Werte (Anteil der Ladung, die die gesamte
Membran passiert) und die Wechselzahlen (turnover number) bestimmt werden. Hierfir wurde die
transportierte Ladung Q als Zeitintegral der mittels einer monoexponentiellen Funktion angepassten
transienten Strome bestimmt. Die Q/V-Kurven wurden mithilfe einer Boltzmann-Funktion des folgenden

Typs angepasst:

Qmax Qmin

F
1+ exp( % V' =V,s )]J (Gleichung 2.2)

OV) = Opx +
( R-T

Qmax und Qmin sind die jeweiligen Sattigungswerte der verschobenen Ladung, zq ist die Aquivalentladung, F ist die Faraday-
Konstante, R ist die molare Gaskonstante, T ist die Temperatur in Kelvin, Vos ist die Spannung des halbmaximalen

Q-Wertes und V ist das Membranpotential.

Die Berechnung der molekularen Aktivitat (Wechselzahl, turnover number) erfolgte durch Division des
stationaren Stroms, der in Gegenwart von 10 mM Kalium bei einem Haltepotential von -30 mV
gemessen wurde, durch die Summe der transportierten Ladung (Qiot= Qmax- Qmin), die aus der
Anpassung der Q/V-Kurven erhalten wurde. Da pro Pumpzyklus eine Nettoladung verschoben wird,
stellt die Differenz Qmax-Qmin €ine Abschétzung fiir die Anzahl der Na*/K*-ATPase-Molekille dar, die den

jeweiligen Strom in der Oozyte verursachen.

2.4.4 Bestimmung der Aktivierungsenergie Ea

An den Analog-Digital-Wandlereingang des Digidata 1200-Interfaces des Voltage-Clamp-Setups wurde
ein zusatzliches Prazisions-Labormessgerat (T900 series, Dostmann electronic GmbH, Wertheim)
angeschlossen, mit dessen Hilfe die jeweils herrschende Temperatur digital aufgezeichnet werden
konnte. Der Temperaturfihler wurde in der Messkammer in unmittelbarer Nahe der Oozyte platziert.
Der untersuchte Temperaturbereich lag zwischen 18 bis 34°C und aufgetragen wurde der logarithmierte
Pumpstrom (bei 10 mM [K*]ext) gegen den Reziprokwert der Temperatur 1000/T (T in Kelvin). Aus der
Steigung m der Geraden in dieser Arrhenius-Auftragung konnte die Aktivierungsenergie Ea nach

Ea=-m-R (R = molare Gaskonstante) bestimmt werden.
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3 Resultate

Alle in der ao-Untereinheit der humanen Na*/K*-ATPase nachgewiesenen FHM- und SHM-assoziierten
Mutationen sind in hochkonservierten Regionen lokalisiert, die fir jegliche Py-Typ-ATPasen (Na*/K*-,
H*/K*- und Ca2*-ATPasen) kennzeichnend sind [AXELSEN und PALMGREN, 1998]. Die in dieser Arbeit
untersuchten Mutationen wurden entsprechend ihrer Lokalisation in strukturell wichtigen Doméanen der
Na*/K*-ATPase selektiert. Eine der ndher betrachteten FHM2-Mutationen, T263M, befindet sich in der
Aktuator-Domane (A) innerhalb der intrazellularen Schleife zwischen den Transmembran-Segmenten
TM2 und TM3. Zwei der Migrane-verursachenden Mutationen, T376M und R383H, sind in der
Nukleotid-Domane (N) vorzufinden. Wahrend T376M ein Bestandteil des SDKTGT-Motivs ist, liegt
R383H zwischen zwei B-Faltblattern in einer Scharnier-Region (,hinge region®) zwischen den beiden
Domanen N und P. Von den zwischen der P-Doméane und dem transmembranaren Teil des Proteins
gelegenen Mutationen wurden vier fur die funktionellen Untersuchungen ausgewahlt: AG06T, R763H,
M829R und R834Q. Daneben wurden vier weitere Mutationen untersucht, die den extrazellularen Teil
der Na*/K*-ATPase betreffen (R908Q, P979L, del(K935-S940)insI, S966X). R908Q und P979L sind
klassische Punktmutationen. S966X hingegen stellt eine Frameshift-Mutation dar, die durch die Deletion
von zwei Basen, die Serin in Position 966 kodieren, entsteht und zu einer Verschiebung des
Leserasters flhrt, so dass das Protein nach weiteren 31 Aminosauren abbricht (Abbildung 3.1). Bei
del(K935-S940)insI handelt es sich um eine Deletion von finf Aminoséuren mit einer simultanen
Insertion einer einzelnen Aminoséure, einem Isoleucin, so dass diese beiden Sequenzénderungen zu
einem mehr oder minder verkirzten Protein flhren (statt 1020 lediglich 1015 Aminosauren). Ebenso
wurde die in der Transmembrandoméne TM4 gelegene Mutation G301R in die Struktur-Funktions-
Analyse einbezogen. Ein Uberaus interessanter Bereich stellt aulerdem die sogenannte “Switch-
Region® dar, in der auch der C-Terminus vorliegt. Auch hier wurden zwei FHM2-Mutationen ausgewahlt,
um aufschlussreiche Informationen auf strukturelle und funktionelle Veranderungen der Na*/K*-ATPase
durch Migrane-assoziierte Mutationen zu erlangen. R937P und die das Stopp-Codon an Position 1021
betreffende Mutation mit der Bezeichnung X1021R (R = Arginin, insgesamt eine Addition von 28
zusatzlichen Aminosauren, RPHWKKNQAWKDGELWRCCGDGDGEGWK), sind ebenfalls mit diversen

Methoden charakterisiert worden.

bp

WT IICKTRRNSVFOOGMKNKILIFGLLEETALAAFLSYCPGPMGVALRMY PLKVTWWFCAFPYSLLIFIYDEVRKLILRRY PGGWVEKETYYX 1020
del(K935-5940)insI 11C VFQQGMKNKILIFGLLEETALAAFLSYCPGPMGVALRMY PLKV "CAFPYSLLIFIYDEVRKLILRRYPGGWVEKETYYX 1015
S966X IICKTRRNSVFQQGMKNKILIFGLLEETALAAFL 997
X1021R IICKTRRNSVFQOGMKNKILIFGLLEETALAAFLSYCPGPMGVALRMY PLKVTWWECAFPYSLLIFIYDEVRKLILRRY PGGWVEKETYY 1049

Abbildung 3.1
Sequenzvergleich zwischen dem Wildtyp-Protein und den ATP1A2-Mutationen del(K935-S940)insI, S966X und X1021R.
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3.1 Kalium-induzierte Pumpstrome

Etwa drei bis finf Tage nach simultaner Injektion der ao- und B+-Untereinheit cRNAs der humanen
Na*/K*-ATPase (a2=25ng, B1=2,5ng) wurden die Xenopus laevis-Oozyten elektrophysiologisch
untersucht. Eine erfolgreiche Expression konnte anhand der Pumpstrome mittels einer 10 mM
K*-Ldsung nachgewiesen werden. Die als Wildtyp (WT) bezeichnete unverénderte Na*/K*-ATPase wies
einen durchschnittlichen stationaren Strom von 184 nA auf (Abbildung 3.2). Wahrend die Mutationen
PI79L und M829R mit 67 % bzw. 73 % etwa zwei Drittel des WT-Pumpstroms erreichten, lagen sechs
Konstrukte mit 27 — 43 % unter der Halfte des Wildtypwertes. Weitere sechs der vierzehn untersuchten
Mutationen zeigten entweder absolut keinen Pumpstrom oder weniger als 10 nA. Hierzu gehoren neben
der S966X Frameshift- und del(K935-S940)insI Deletionsmutation die Konstrukte T263M, G301R,
T376M und R937P.

200
180—-
160—-
140—-
120—-
100—-

gemittelter stationarer Pumpstrom / nA

Abbildung 3.2
Durch Zugabe von 10 mM Kalium induzierte stationdre Pumpstrome. Dargestellt sind gemittelte Werte verschiedener

ATP1A2-Konstrukte im Vergleich zum Wildtyp (WT) mit einem durchschnittlichen Pumpstrom von etwa 184 nA. Gemessen
wurden lediglich Zellen, die bei einem angelegten Haltepotential von -30 mV einen stationdren Pumpstrom von mehr als
10 nA aufwiesen. Fiir die Auftragung der Fehlerbalken wurden die entsprechenden Standardfehler (+ S.E.) verwendet. In

weiler Schrift ist die Anzahl der gemessenen Zellen pro Konstrukt unterlegt.
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3.2 Untersuchung der Rubidium-Aufnahme

Die Na*/K*-ATPase ist dazu befahigt, anstelle von K* auch Rb* in die Zelle zu transportieren, da beide
lonen sehr ahnliche Radien besitzen. Nachgewiesen werden kann die Rb*-Aufnahme unter anderem
mit Hilfe der Atom-Absorptions-Spektroskopie. Diese Art der nicht-radioaktiven Analyse ist eine sehr
sensitive Methode, um selbst geringe lonentransport-Aktivitaten messen zu kénnen. Die Rb*-Aufnahme-
Messung an Xenopus laevis-Oozyten kann bereits am dritten Expressionstag durchgefihrt werden.
Untersucht wurden neben dem Wildtyp in erster Linie die Konstrukte, die absolut keinen oder lediglich
einen sehr kleinen (< 10 nA) stationaren Pumpstrom zeigten. Zusatzlich wurde das Konstrukt X1021R
mit dieser Methode naher betrachtet, da bei der Untersuchung der stationdren Pumpstrome (mit
10 mM K*) sehr groRe Schwankungen beobachtet wurden. Dabei zeigte sich, dass die funktionelle
Aktivitat dieses Konstrukts von der Dauer der Expressionszeit abhangig war. Dies liel} sich anhand der
Transportmessungen mit der Atom-Absorptions-Spektroskopie nachweisen (Abbildung 3.3). Wahrend
nach drei Tagen weniger als 50 % (~ 42 %) des Pumpstroms des Wildtyps erreicht wurde, war nach vier
Tagen bereits % der Wildtyp-Aktivitat (~ 75 %) zu beobachten. Bei den restlichen Konstrukten konnte
diese Abhangigkeit (Expressionszeit «» Expressionslevel) jedoch nicht beobachtet werden, was darauf
schlieBen lasst, dass Proteinexpression, -faltung und -transport zur Plasmamembran bei einer

Elongation des C-Terminus mit zeitlicher Verzdgerung ablaufen.
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Abbildung 3.3

Normierte Rubidium-Aufnahme vom Wildtyp und dem Konstrukt X1021R. Vergleichend dargestellt sind Messungen nach
einer Expressionszeit von drei Tagen (linkes Panel) und nach vier Tagen (Panel rechts). Die Zellen wurden in Gegenwart
von 10 uM (WT bzw. X1021R) bzw. 10 mM Ouabain (WT+Oua bzw. X1021R+Oua) gemessen.

Im Vergleich zu uninjizierten Kontrollzellen zeigten G301R, T376M und S966X keine signifikant
erhéhten Rb*-Aufnahmeraten, wohingegen T263M und R937P etwa 20 % der Rb*-Aufnahme des
Wildtyps aufwiesen, wodurch ebenfalls eine drastische Reduktion der Pump-Aktivitat nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4
Ouabain-sensitive Differenzstréme der Messungen in Gegenwart von 10 uM und 10 mM Ouabain. Die Messungen stammen

aus vier verschiedenen Experimenten und beinhalten etwa 14-30 Zellen pro Konstrukt. Die Daten wurden auf die
Wildtyp-Messung in Gegenwart von 10 uM Oubain normiert (Experiment 1: 49 pmol/Oozyte/min; Experiment 2:
130 pmol/Oozyte/min; Experiment 3: 38 pmol/Oozyte/min; Experiment 4: 61 pmol/Oozyte/min). k. A. = keine Angabe.

3.3 Expression der ATP1A2-Konstrukte in Xenopus laevis-Oozyten

Um die Unterschiede im Expressionsverhalten der einzelnen Konstrukte beurteilen zu kénnen, wurden
Western Blots von Plasmamembran- und Totalmembran-Praparationen durchgefuhrt. Hierdurch sollten
Aussagen darlber gewonnen werden, ob die Reduktion bzw. das vollige Ausbleiben der Transport-
Aktivitat darauf zuriick zu fihren ist, dass weniger Protein in die Plasmamembran gelangt oder ob das
Enzym in gleicher Menge wie der WT in der Membran vorliegt, aber vollig inaktiv ist. Fr eine korrekte
Faltung und das daran anschlieBende Targeting der Na*/K*-ATPase ist die B-Untereinheit von
essentieller Bedeutung, weshalb bei der cRNA-Injektion auch stets ein exaktes Verhaltnis zwischen den
beiden Untereinheiten a und B eingehalten werden muss. Grundsatzliche Information ber eine intakte
a/B-Interaktion, lasst sich der Abbildung 3.5 entnehmen: Alle Konstrukte waren in der Totalmembran-
Praparation (Ganzzell-Lysate) in annéhernd gleichen Mengen vertreten (Abbildung 3.5, unten). In den
Plasmamembran-Préparationen (Abbildung 3.5, oben) hingegen lieR sich erkennen, dass die beiden
Konstrukte del(K935-S940)insI und R908Q in geringer Menge und die Frameshift-Mutation S966X so

gut wie gar nicht in die Plasmamembran integriert wurden.
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Abbildung 3.5

Reprasentativer Western Blot mit Proteinproben aus Plasmamembran- (PM) bzw. Totalmembran-Préparationen (TM). Im
linken Teil der Abbildung wurde ein Probenvolumen &quivalent zu einer Oozyte und im rechten das Aquivalent von zwei
Oozyten aufgetragen. Eingesetzt wurde ein polyklonaler Antikérper, der an die az-spezifische HERED-Region bindet
(Aminoséaureposition 491 bis 495). Dies dient der Unterscheidung von der Xenopus as-Form.

3.4 [K*]ext- und Spannungsabhangigkeit der K*-induzierten Pumpstrome

In Gegenwart von extrazellularem K* ist die Na*/K*-ATPase dazu fahig zwei K*-lonen ins Zellinnere und
drei Na*-lonen nach auflen zu transportieren. Mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC)
kann unter Zugabe von L6sungen mit unterschiedlichen K*-Konzentrationen ([K*]ext= 0,2 - 10 mM)
neben der K*-Abhangigkeit der  Strom-Spannungs-Kennlinien  (I/V-Kurven) auch die
Spannungsabhangigkeit der Kn-Werte der stationdren Pumpstromen bestimmt werden. Diese
Untersuchungen konnten lediglich an Na*/K*-ATPase-exprimierenden Oozyten durchgefiihrt werden,
die bei einem Haltepotential von -30 mV ausreichenden Pumpstrom aufwiesen (>30 nA, Abbildung 3.2).
Die Konstrukte T263M, G301R, T376M, R937P, S966X und del(K935-S940)insI lieRen sich aufgrund zu
geringer stationdrer Pumpstrome auf diese Weise nicht eingehender untersuchen. Die beiden
Konstrukte R763H und X1021R zeigten mit Kos-Werten von 0,72 £ 0,05 mM bzw. 0,37 £ 0,05 mM eine
leichte bzw. drastische Erhohung der K*-Affinitat im Vergleich zum WT (0,95 £ 0,04 mM), wohingegen
die Mutation A606T mit einem Kos-Wert von 1,42 + 0,12 mM eine insgesamt niedrigere Affinitat fur K*
aufwies (Tabelle 3.1). Verglichen mit dem Wildtyp lagen die Kos-Werte der restlichen Konstrukte im
Bereich des angegebenen Fehlers und zeigten keine signifikanten Veranderungen.

Die spannungsabhangigen Stromantworten auf die verschiedenen extrazelluléren [K*] sind fir alle mit

dieser Methodik analysierbaren Konstrukte in Abbildung 3.6 dargestellt. Am Beispiel des Wildtyps lasst
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sich erkennen, dass in Gegenwart von 10 mMK* eine Sattigung einsetzt. Mit zunehmender
Hyperpolarisierung kommt es bei allen K*-Konzentrationen zur Abnahme der normierten Pumpstrome.
Diese Abnahme spiegelt die Inhibition der Vorwartsreaktion durch die spannungsabhangige
extrazellulare Rickbindung von extrazellularen Na*-lonen wider (Abbildung 3.6) [Rakowski et al., 1997].
Unter nicht sattigenden K*-Konzentrationen (<5 mM) deutet sich eine glockenformige 1/V-Kurve mit
einem Maximum bei etwa 20 mV an, die bei positiven Potentialen eine charakteristische Abnahme
aufweist. Dies kommt dadurch zustande, dass unter diesen Bedingungen die spannungsabhangige
K*-Bindung fur den Vorwartstransport geschwindigkeitsbegrenzend ist [LAFAIRE und ScHwARZ, 1986,
NAKAO und GADSBY, 1989, Rakowski et al., 1991]. In der vergleichbaren I/V-Kurve flr das Konstrukt
AG06T erscheint das Maximum zu positiveren Potentialen verschoben (=50 mV). Hier ist allerdings
generell keine Glockenform zu sehen, da das Maximum der I/V-Kurven bei den angelegten positiven

Potentialen (bis +60 mV) selbst in Gegenwart von 10 mM extrazellularem Kalium nicht erreicht werden

konnte.
Ko.s (K*) [mM] Anzahl Zellen

WT 0,95+ 0,04 41
R383H 0,98 + 0,06 14
AG06T 1,42 +0,12 32
R763H 0,72 £ 0,05 25
M829R 0,85+ 0,02 16
R834Q 0,87 £ 0,06 10
R908Q 1,03 £ 0,03 10
P979L 1,06 0,07 11
X1021R 0,37 £ 0,05 9

Tabelle 3.1

Mit Hilfe der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ermittelte Kos-Werte fir die [K*]-Abhéngigkeit der stationéren Pumpstrdme
in Gegenwart von 100 mM [Na*]ext.

In den I/V-Kurven von R763H und R834Q sind selbst bei hoheren Konzentrationen (=5 mM)
glockenformige Kurven zu erkennen. Andeutungsweise ist dieses Verhalten auch bei dem Konstrukt
R383H zu beobachten. Die verbleibenden auswertbaren Konstrukte (M829R, R908Q und P979L)
zeigten in den aufgezeichneten Strom-Spannungs-Kennlinien keine nennenswerten Abweichungen
bezlglich ihrer K*-Abhangigkeit. Das Konstrukt X1021R lieR sich aufgrund von erhdhten Hintergrund-
Leitfahigkeiten der exprimierenden Oozyten und den daraus resultierenden Schwankungen der

Nullstrom-Amplituden nicht mit ausreichender Genauigkeit charakterisieren.
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Abbildung 3.6

[K*]ex-abhéngige Strom-Spannungs-Kennlinien der verschiedenen ATP1A2-Konstrukte und des WT-Proteins. Die Zellen
(= 3 pro Konstrukt, aus =3 Chargen) wurden Spannungsspriingen von +60 bis -180 mV in 20 mV-Schritten ausgesetzt.
Normiert wurde auf den Pumpstromwert, der bei einem Potential von 0 mV in Gegenwart von 10 mM K* aufgezeichnet
wurde. Farbgebung fir die unterschiedlichen [K*]-Werte: schwarz = 0,2 mM, rot = 0,5 mM, griin = 2 mM, dunkelblau = 5 mM
und cyan=10mM K*. Anzahl Zellen/Anzahl Charge: WT=10/6, R383H=10/3, A606T=20/10, R763H=5/3, M829R=12/5,
R834Q=6/3, R908Q=3/3, P979L=10/3.
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Die spannungsabhangigen Kos-Werte des Wildtyps folgen einer charakteristischen parabelformigen
Kurve mit einem Minimum von 0.86 mM bei etwa +10 mV (Abbildung 3.7). Das Minimum ist bei R383H
und AGO6T deutlich in Richtung positiver Potentiale verschoben und liegt etwa bei +50 mV. Eine leichte
Verringerung bzw. Erhéhung der apparenten K*-Affinitat (Verschiebung der Kos(K*)-Kurven nach oben
bzw. unten) ist bei fast allen Konstrukten zu sehen. Jedoch sind diese Kos-Werte nicht wesentlich
groRer bzw. kleiner als die flr den Wildtyp ermittelten Werte. Eine signifikante Veranderung ist
allerdings im Falle der ATP1A2-Mutation R763H zu beobachten. Die Kos-Werte fallen im Vergleich zum
Wildtyp Uber den gesamten untersuchten Spannungsbereich niedriger aus. Der bei einem Haltepotential
von -30 mV ermittelte Ko.s-Wert von 0,72 £ 0,05 stimmt mit dieser Beobachtung sehr gut Gberein und ist
ein weiterer Beleg flr die erkennbar erhohte apparente K*-Affinitat. Im ganzlichen Gegensatz zum WT
ist hier auBerdem keine Parabelform sondern vielmehr eine lineare Abnahme von -120 mV bis zu
+60 mV erkennbar. Das Minimum ist, wie bei den Mutationen R383H und AG06T, nach rechts
verschoben und liegt im positiven Spannungsbereich bei ca. +60 mV. Bei R908Q fiel auf, dass die

Spannungsabhéangigkeit der Kos-Werte deutlich schwécher ausgepragt war als beim Wildtyp-Protein.
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Abbildung 3.7

Spannungsabhangige Kos-Werte von K*-stimulierten Pumpstromen, die aus Anpassungen einer Hill-Funktion an die in
Abbildung 3.6 dargestellten Daten bestimmt wurden. Die Wildtyp-Kurve ist in gepunkteter Form in die Diagramme der
jeweiligen ATP1A2-Mutanten eingefiigt (polynomiale Anpassung). Anzahl Zellen/Anzahl Chargen: WT=10/6, R383H=10/3,
AB06T=20/10, R763H=5/3, M829R=12/5, R834Q=6/3, R908Q=3/3, P979L=10/3 (£ S.D.).
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3.5 Transiente Strome: Kinetiken und Spannungsabhangigkeiten

Zur Untersuchung der Na*-transportierenden Schritte innerhalb des Post-Albers-Reaktionsschemas
eignen sich Messungen, die in Abwesenheit von extrazellularem Kalium und in Gegenwart von hohen
extrazelluldren Na*-Konzentrationen durchgefilhrt werden. Unter diesen Umstanden ist die Na‘/K*-
ATPase nicht in der Lage die vorwartsgerichtete ,normale“ Transportreaktion durchzuflihren. Es kann
jedoch  durch  Anlegen von  Spannungsspringen eine  voriibergehende (transiente)
Ladungsverschiebung im Natriumzweig des Reaktionszyklus’ hervorgerufen werden, die beim Verlauf
der Teilreaktionssequenz

(3Na*)E4-P < E2-P * 3Na* < E2-P + 3Na*

erfolgt. Das bedeutet, es findet eine vom vorliegenden Potential abhangige extrazellulare Na*-
Freigesetzung bzw. eine Na*-Rlckbindungsreaktion statt. Spannungspulse zu positiven Potentialen
beginstigen die extrazellulare Na*-Freisetzung, was zu positiven transienten Stromen und zur
Verschiebung des E1P-E2P-Gleichgewichts in Richtung E2P fiihrt. Negative Potentiale hingegen fordern
die extrazellulare Na*-Ruckbindung und verursachen negative transiente Strome: Das Gleichgewicht
wird in Richtung E+P verschoben. Spannungssprungexperimente unter solchen Na*/Na*-Austausch-
Bedingungen werden in An- und Abwesenheit von 10 mM Ouabain durchgefiihrt. Anhand der daraus
resultierenden Differenzstrome lassen sich Aussagen Uber die Reaktionskinetik des elektrogenen
Na*-Transports treffen. Die Spannungsabhangigkeiten der apparenten Reaktionsgeschwindigkeits-
konstanten und der translozierten Ladung sind in den Abbildungen 3.8 und 3.9 dargestellt. Mit
zunehmender Hyperpolarisation steigen die reziproken Zeitkonstanten stetig an, wahrend sie bei
positiven Potentialen einen limitierenden Wert von etwa 55-60 s*' erreichen. Der Anstieg bei negativen
Potentialen ist auf die elektrogene Riickbindung extrazellulérer Natrium-lonen zurtickzuflihren und das
gleich bleibende Niveau im positiven Spannungsbereich spiegelt den nicht bzw. kaum elektrogenen
Vorwértsreaktionsschritt wider. Dieses Verhalten lie® sich bei fast allen untersuchten Konstrukten
beobachten, die auf diese Weise elektrophysiologisch charakterisiert werden konnten. Eine leichte
Erhohung bzw. Verminderung der reziproken Zeitkonstanten konnte bei den Konstrukten R383H,
ABO6T, R763H, M829R, R834Q, R908Q und P979L beobachtet werden (Abbildung 3.8 A,C,E,G,J,L,N).
R383H zeigte prinzipiell etwas langsamere apparente Ratenkonstanten mit einem Sattigungswert von
etwa 250 s' bei Potentialen unterhalb von -120 mV. Die Konstrukte A606T und P979L zeigten bei
negativen Potentialen eine Verschiebung in Richtung positiver Potentiale, wahrend R763H, M829R und
R834Q uber den gesamten untersuchten Spannungsbereich eine Verschiebung aufwiesen (Abbildung
3.8).
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Abbildung 3.8
Aus transienten Stromen bestimmte apparente Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten (links) und Q/V-Kurven (rechts)

gemessen in Abwesenheit von Kalium und in Gegenwart hoher Na*-Konzentrationen (100 mM).
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Abbildung 3.9

Das Konstrukt X1021R im Vergleich zum Wildtyp. (A) Sequenzen des Wildtyp-Proteins und dem um 28 Aminoséuren
elongierten C-Terminus von X1021R. (B) und (E) Reprasentative transiente Stréme aufgezeichnet an je einer einzelnen
ATP1A2 WT bzw. X1021R exprimierenden Oozyte, die Spannungsspriingen von +60 mV bis -180 mV ausgesetzt wurde.
(C) und (F) Unter hohen [Na*] und in Abwesenheit von K* gemessene und gegen die Spannung aufgetragenen reziproken
Zeitkonstanten fur WT (C) und X1021R (F). (D)und (G) Q/V-Kurven, die durch Integration der transienten Stréme

(dargestelltin (B) und (E)) ermittelt wurden. Gestrichelte Linien geben zum Vergleich den Kurvenverlauf des WT-Proteins an.

Eine interessante Ausnahme bezUglich der reziproken Zeitkonstanten stellte das Konstrukt X1021R dar,
welches einen um 28 Aminosauren verlangerten C-Terminus aufweist. Im drastischen Gegensatz zum
Wildtyp zeigte sich hier mit zunehmender Depolarisierung ein Anstieg der reziproken Zeitkonstanten.
Wahrend beim Wildtyp die niedrigsten apparenten Ratenkonstanten bei positiven Potentialen erreicht
wurden, wies X1021R bei stark hyperpolarisierenden Potentialen die niedrigsten Geschwindigkeits-
Konstanten auf. Bei negativen Potentialen unterhalb von -100 mV erreichten die Zeitkonstanten einen
limitierenden Wert von ~ 200 s-' (Abbildung 3.9). Dieses Verhalten deutet darauf hin, dass einer der
Reaktionsschritte in der Vorwartsrichtung des Natrium-Transportzweiges elektrogen sein konnte.

Durch Integration der transienten Strome kann die wahrend des Transportvorgangs auftretende
Ladungsverschiebung errechnet werden. Die Auftragung der infolge eines Spannungssprungs Uber die
Membran verschobenen Ladung gegen das angelegte Membranpotential ergibt sogenannte
Q/V-Kurven, die die Spannungsabhangigkeit der translozierten Ladung widerspiegeln. Diese Kurven

folgen dem Verlauf einer Boltzmann-Funktion (siehe Material & Methoden, Gleichung 2.2). In Q/V-
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Kurven nahern sich die Zahlenwerte sowohl bei positiven als auch bei negativen Potentialen einem
Sattigungswert. Dies ergibt sich daraus, dass durch die begrenzte Anzahl der Na*/K*-ATPase-Molekule
in der Membran schlieflich alle Molekule entsprechend des gegenwartigen Membranpotentials
entweder vollstandig im E+- oder E>-Zustand vorliegen (E+ : bei negativen Potentialen, E> : bei positiven
Potentialen). Die Messung transienter Strome erfolgte bei Spannungsspriingen von -180 mV bis
+60 mV, wohingegen flr die Extrapolation der Q/V-Kurven in der Anpassung an die Boltzmann-Funktion
ein Potentialbereich von -200 mV bis +100 mV ausgewahlt wurde.

Die Q/V-Kurven der drei ATP1A2-Mutationen R383H, A606T und R834Q waren zu depolarisierenden
Potentialen verschoben und deuteten somit auf eine erhohte apparente Affinitat flr extrazellulare
Natrium-lonen an (Abbildung 3.8 B,D,K). Unter hohen extrazellularen Na*-Konzentrationen erfolgt bei
diesen Konstrukten die extrazellulare Na*-Freisetzung offenbar weniger effizient. Eine zu
hyperpolarisierenden Potentialen verschobene Q/V-Kurve war lediglich bei einem einzigen Konstrukt,
der M829R-Mutante, zu beobachten, was im Gegenteil auf eine reduzierte apparente Na*-Affinitat
hindeutet (Abbildung 3.8 H).

Insgesamt war die hdchste Verschiebung der Q/V-Kurve zu positiven Potentialen bei AGO6T mit einem
Vos-Wert von 43,2 + 8,6 mV zu beobachten (Tabelle 3.2), was im Vergleich zum Wildtyp einer Differenz
von etwa 39 mV entspricht. Dieser als ,halbmaximaler Spannungswert* bezeichnete Parameter Vo ist
der Spannungswert, bei dem die Halfte alle in der Membran vorliegenden Na*/K*-ATPase-Molekile im
E+- bzw. E>-Zustand anzutreffen sind. Besonders auffallig bei diesem Konstrukt war auch die Tatsache,
dass selbst bei +100 mV noch keine Sattigung der Ladungswerte erkennbar war. Noch ausgepragter
waren die Veranderungen der I/V-Kurve bei der Mutation X1021R. Uber den gesamten untersuchten
Spannungsbereich hinweg war der Q/V-Kurvenverlauf der X1021R-exprimierenden Zellen linear. Beim
Versuch der Extrapolation der Boltzmann-Funktion Uber einen erweiterten Spannungsbereich von
-500 mV  bis +300mV wird die drastische Verringerung der Spannungsabhangigkeit der
Na*-Translokation im Vergleich zum Wildtyp-Protein deutlich (Abbildung 3.9 G).

3.6 Wechselzahlen

Weitere Parameter, die unter Na*/Na*-Austausch-Bedingungen mit elektrophysiologischen Methoden
ermittelt werden konnen, sind die Turnover-Zahl und der Steigungsfaktor zq der Q/V-Kurven, der die
verschobene Ladung wahrend eines Elementarereignisses darstellt. Der zg-Wert liegt nach einer
Veroffentlichung im Jahre 1994 von Holmgren und Rakowski bei ~0,8, was den Transfer einer

Elementarladung Gber 80 % des Membranpotentials indiziert [HOLMGREN und Rakowski, 1994]. Die
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Mutante X1021R wies jedoch einen stark reduzierten zq-Wert von 0,29 £ 0,03 s-1, was vermutlich sogar
eher der oberen Grenze entspricht. Auch die berechneten Turnover-Werte fir dieses Konstrukt sind im
Vergleich zum Wildtyp (12,8 £ 3,0 s") relativ gering mit 3,5+ 1,2s'. Das durfte wahrscheinlich
ebenfalls eine Obergrenze darstellen, da bei einer Ausweitung des Spannungsbereichs die lineare
Entwicklung der Q/V-Kurve noch kleinere Werte liefern wirde. Die ATP1A2-Mutanten R383H, R763H
und R834Q zeigten ebenso signifikant reduzierte Turnover-Zahlen (p > 0.005), jedoch nicht in einem
solchen Ausmal wie X1021R (Tabelle 3.2). AGO6T weist mit einem Wert von 8,9 £ 2,5 eine relativ
geringfligige Reduktion der Transportkapazitat auf.

Vos 2 Turn_c1>ver n
mV S
WT 43+35 0,82 +0,03 12,8+ 3,0 18
T263M nicht bestimmbar -
T376M nicht bestimmbar
R383H 30464 0,80+ 0,07 6,1+1,2 12
A606T 432 +8,6 0,85+ 0,07 89+£25 15
R763H 6,2+6,9 0,81+0,02 42+18 18
M829R -120+6,4 0,77 £ 0,04 11,637 15
R834Q 25686 0,93+0,20 3610 6
R908Q 11,7£9,3 0,79+£0,08 13,0147 8
R937P nicht bestimmbar
P979L 40171 0,79 £0,04 186154 21
$966X nicht bestimmbar
del(K935-S940)insI nicht bestimmbar
X1021R 3020 0,29+ 0,03 3512 1

Tabelle 3.2

Aus transienten Strémen unter Na*/Na*-Austausch-Bedingungen ermittelte Eigenschaften der ATP1A2-Mutanten. Aufgelistet
sind der Spannungswert fiir die halbmaximale Ladungsverschiebung Vos, die Aquivalentiadungen und die Turnover-Zahlen,
die in Spannungssprungexperimenten unter hohen Na*-Konzentrationen und K*-freien Bedingungen fiir messbare

Konstrukte bestimmt wurden.
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3.7 Proteinstabilitat

Insgesamt zeigten zwei ATP1A2-Mutanten, die mit den verwendeten Methoden eingehend untersucht
werden konnten, trotz der eindeutigen humangenetischen Klassifikation als FHM2/SHM-Mutationen
keine funktionellen Veranderungen. Hierzu gehdren die Konstrukte R908Q und P979L.
Der Austausch von Arginin zu Glutamat an Position 908 fiihrt zu einer auffallig verminderten
Proteinexpression in der Plasmamembran (Abbildung 3.5), was auch der Grund daflr sein kénnte,
weshalb diese SHM-Mutation im Mittel geringere stationdre Pumpstrome aufweist, obwohl weder
Turnover-Zahl noch Vo5, und auch keine Veranderungen der Q/V-Kurve beobachtet werden konnten.
Gleichermalien waren die reziproken Zeitkonstanten identisch im Vergleich zu den Konstanten des
Wildtyps. Die R908Q-Punktmutation befindet sich in der Schleife zwischen den beiden
Transmembrandomanen TM8 und TM9 und ruft offenbar eine Beeintrachtigung im Targeting bzw. in der
Integration in die Plasmamembran oder in der mittleren Verweildauer des Proteins in der
Plasmamembran hervor, wobei die Proteinmenge in Ganzzell-Lysaten gegentiber dem WT-Protein nicht
verringert war (Abbildung 3.5). Auf eine verringerte Plasmamembran-Expression lasst sich auch
unabhangig von den Western Blots schlieBen. Die Ladungswerte (Qmax — Qmin) des Wildtyp-Proteins
lagen im Durchschnitt bei ~19 nC, wahrend R908Q einen durchschnittlichen Wert von 4.35 nC aufwies.
Die P979L-Mutante hingegen zeigte mit allen verwendeten Methoden zur Charakterisierung der
Funktionalitat in keiner Weise eine nennenswerte Abweichung der Enzymeigenschaften im Vergleich
zur unmutierten Na*/K*-ATPase. Da in Oozyten-Experimenten, die bei einer Raumtemperatur von etwa
20-22°C durchgefiihrt wurden, absolut keine funktionellen Veranderungen zu erkennen waren, sind die
Untersuchungen auf hohere Temperaturen ausgedehnt worden. Hierbei wurde die Maglichkeit in
Betracht gezogen, dass bei verschiedenen Temperaturen unterschiedliche Schritte im Reaktionszyklus
temperaturabhéngig werden, so dass dadurch Unterschiede in der Temperaturabhangigkeit der
Turnover-Rate verursacht werden konnten. Die Pumpstrome des Konstrukts P979L und des Wildtyps
wurden in einem Temperaturbereich von 18 bis 34°C untersucht und jeweils in Form einer Arrhenius-
Auftragung dargestellt (Abbildung 3.10). Die Analyse ergab, dass die Pumpstrome beider Konstrukte
identische Aktivierungsenergien (Ea) besitzen. In einem Temperaturbereich von 18-26°C weisen der
WT eine Aktivierungsenergie von 132 + 14 kdJ/mol und P979L eine Ea von 124 £6 kJ/mol auf. Bei
Temperaturen zwischen 26 -34°C zeigten die beiden Enzyme ebenfalls keinen signifikanten
Unterschied bezlglich ihrer Aktivierungsenergien: 87 15 kd/mol (WT) versus 80 + 2 (P979L). Die
Unterteilung in zwei Temperaturbereiche bzw. das Auftreten solcher ,Knickstellen® in Arrhenius-
Diagrammen ist gemaRB friherer Publikationen charakteristisch fur naturliche Membransysteme und
resultiert aus der Gegebenheit, dass es in der Lipid-haltigen Zellmembran zu Phasenibergéngen

zwischen einer fllissig-kristallinen und einer Gelphase kommt [FRIEDRICH et al., 1996].
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Abbildung 3.10

Représentative Arrhenius-Diagramme fir das WT-Protein und die ATP1A2-Mutante P979L. Entsprechend exprimierende
Xenopus laevis-Zellen wurden bei verschiedenen Temperaturen (18-34°C) untersucht. Die Aktivierungsenergien wurden
durch lineare Anpassungen ermittelt.

Des Weiteren wurden Experimente mit S&ugerzellen der Zelllinie ,HEK293FT* anstelle des
Expressionssystems ,Oozyte“ durchgefiuhrt. Dies war erforderlich, um die Auswirkungen der
physiologischen Kérpertemperatur von 37°C untersuchen zu konnen. In diesem Zusammenhang wurde
vermutet, dass faltungsbedingt eine temperaturabhdngige Proteindegradierung auftreten konnte.
HEK293FT-Zellen, die bei zwei verschiedenen Temperaturen (28°C und 37°C) kultiviert wurden,
zeigten in Western Blots von Ganzzell-Lysaten tatsachlich unterschiedliche Bandenintensitaten
(Abbildung 3.11). Wahrend die Proteinmenge des Konstrukts P979L bei einer Kultivierungstemperatur
von 28°C identisch zur WT-Proteinexpression war, zeigte sie bei 37°C eine schwachere Bande. Die
Ergebnisse von insgesamt funf unabhangigen Experimenten lieBen sehr deutlich erkennen, dass die
Proteinmenge der ATP1A2-Mutante P979L bei einer Temperatur von 37°C im Vergleich zum Wildtyp
stets bedeutend geringer ausfiel. Ein reprasentativer Western Blot ist in Abbildung 3.11 dargestellt. Als
Kontrolle diente einerseits das WT-ahnlich exprimierende ATP1A2-Konstrukt I1883L (ein sich nicht
pathologisch auswirkender Polymorphismus), und das B-Aktin, ein endogen zytosolisch exprimiertes

Strukturprotein, welches als Ladekontrolle fir die aufgetragene Gesamtproteinmenge fungierte.
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Abbildung 3.11

Reprasentativer Western Blot mit Proben aus Ganzzell-Lysaten (je 15 ug Protein), die aus transient transfizierten
HEK293FT-Zellen stammen und bei Temperaturen von 28°C bzw. 37°C kultiviert wurden. Untersucht wurden mit Wasser
(= MOCK), mit WT, P979L und 1883L transfizierte Zellen. Die -Aktin-Bande diente als Kontrolle der aquivalenten Beladung
der Geltaschen. I883L ist ein nicht Krankheit verursachender Polymorphismus, der ebenfalls zur internen Kontrolle

aufgetragen wurde.

Es ist weitestgehend bekannt, dass in samtlichen Expressionssystemen die a-Untereinheit der Na*/K*-
ATPase das Endoplasmatische Retikulum nicht ohne die Assemblierung mit der [B-Untereinheit
verlassen kann [NoGucHI et al., 1987]. Die Degradierung hingegen geschieht bei diesen beiden Na*/K*-
ATPase-Untereinheiten separat: Die B-Untereinheit wird schneller abgebaut als die a-Untereinheit
[YosHIMURA et al., 2008]. Auch wenn die molekulare Natur der Faktoren, die die Degradierung von nicht
intakten Proteinen vermitteln, im Falle der oligomeren Membranproteine nicht vollstandig verstanden ist,
wird davon ausgegangen, dass der Abbau sowohl auf proteasomalem/lysosomalen als auch uber den
endozytotischen Weg stattfindet. Der proteasomale bzw. lysosomale Abbau ist eine Degradierungsform,
der Uber mehrere Schritte verlauft und mit Anhédngen des als Signalsequenz dienenden 8,5 kDa
schweren Proteins Ubiquitin initiiert wird. Je nach Anzahl der angehéngten Ubiquitinmolekile wird
zwischen verschiedenen Ubiquitinierungsarten unterschieden: Mono-, Oligo-, Multi- und Poly-
Ubiquitinierung [MUKHOPADHYAY und RiEzmAN, 2007]. Abhangig davon, Uber welches Lysin die Molekile
verknupft sind, wird der Zielort festgelegt. Bei der Verkettung ber das Lysin 48 wird das ubiquitinierte
Protein zum Proteasom und bei der Verkettung Uber das Lysin 63 zum Lysosom transportiert [HERSHKO
und CIECHANOVER, 1992, BARRIERE er al, 2007]. Die beiden Abbauwege kdnnen mit entsprechenden

Inhibitoren untersucht werden. Wahrend der lysosomale Abbau uber Inhibitoren wie beispielsweise
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Chloroquin und Ammoniumchlorid gehemmt werden kann, sind MG-132 und Lactacystin zwei Beispiele
als Inhibitoren fir das Proteasom.

In der vorliegenden Arbeit kamen sowohl MG-132 als auch Lactacystin zum Einsatz. Leider lieBen sich
Xenopus laevis-Oozyten nicht Gber einen langeren Zeitraum bei Temperaturen um 37°C lagern, so
dass bei diesem Expressionssystem keine temperaturabhangige Degradierung der Na*/K*-ATPase
untersucht werden konnte. In HEK293FT-Zellen fuhrte die Zugabe von MG-132 und Lactacystin zu
keiner erhohten Anreicherung des mutierten Proteins (Abbildung 3.12). Daher scheint der proteasomale
Abbauweg unwahrscheinlich zu sein, so dass fir kiinftige Experimente andere Mdglichkeiten, wie

beispielsweise die lysosomale und die endozytotische Inhibition, noch offen bleiben.

mock
P979L
I883L

WT

28 °C
- oW 37 °C

-. oo 37 °C + Lactacystin

Abbildung 3.12
Western Blots vorlaufiger Untersuchungen der proteasomalen Inhibition mittels Lactacystin. HEK293FT-Zellen, die mit dem

Konstrukt P979L transfiziert wurden, zeigten bei Temperaturen von 28 °C keine Degradierung, wahrend das bei 37 °C
inkubierte Protein eine schwachere Bandenintensitat aufwies. Diese jedoch lies sich nach der dreistiindigen Behandlung mit
Lactacystin (10 uM) keine Anreicherung des mutierten Proteins erkennen. Aufgetragen wurden je 15 ug Gesamtprotein
(quantitative Bestimmung nach Bradford). 1883L wurde als nicht krankheitsverursachende FHM2-Mutation zur internen
Kontrolle eingesetzt. Verwendete Antikdrper: anti-HA (monoklonal, Klon 3F10) als Erst-Antikérper, anti-Ratte (Peroxidase-

konjugiert) als zweiter Antikdrper.
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4 Diskussion

Seit der Entdeckung und Veréffentlichung der ersten Mutationen im Gen ATP1A2 hat die Na/K*-
ATPase aus humangenetischer Sicht ein verstarktes Interesse an ihrer Erforschung erlangt. Die mit
Familiarer Hemiplegischer Migrane des Typs 2 assoziierten Mutationen sind in unterschiedlichen
Domanen der humanen Na*/K*-ATPase ao-Untereinheit lokalisiert. Im Rahmen der Struktur-Funktions-
Untersuchungen wurden insgesamt 14 ATP1A2-Mutationen aus diversen Regionen des Enzyms
ausgewahlt. Die Selektion konzentrierte sich dabei auf Mutationen in hochkonservierten Kernregionen,
die fur alle P-Typ-ATPasen charakteristisch sind bzw. in allen Py-Typ-ATPasen vorkommen (Na*/K*-,
H*/K*- Ca2*-ATPase).

A-DomANE: Bislang sind in der Aktuator-Domane nicht viele FHM2-Mutationen bekannt geworden.
T263M beispielsweise ist in der intrazelluldren L2/3-Schleife lokalisiert. Diese Region ist deswegen
interessant, weil sich die Positionierung der A-Domanenschleife auf die ATPase-Aktivitat auswirkt. Die
L2/3-Schleife bildet mit dem N-Terminus eine regulatorische Einheit, die wiederum mit der L4/5-Schleife

interagiert [SEGALL et al., 2002].

N-DomANE: Eine direkt an der Scharnierstelle zwischen der N- und P-Domane lokalisierte Mutation
ist R383H. Neben der Tatsache, dass diese Mutation eine Art “Gelenkstiick® zwischen diesen beiden
Domanen bildet, liegt sie zudem nur neun Aminosauren von der Phosphorylierungsstelle D374 entfernt.
Hier ist es Uberaus aufschlussreich, inwieweit sich der Aminosaureaustausch auf die Dynamik von

Konformationsanderungen auswirkt.

P-DomANE: Die FHM2-Mutation T376M betrifft das Threonin im DKTG-Motiv und ist lediglich zwei
Aminosauren vom Aspartat (D374) entfernt, das wahrend der ATP-Hydrolyse phosphoryliert wird. Da es

sehr wahrscheinlich ist, dass Mutationen in diesem hochkonservierten Motiv die enzymatische Funktion
beeinflussen, ist es von fundamentaler Bedeutung, die strukturellen und funktionellen Auswirkungen des

Aminosaureaustauschs (Threonin—Methionin) an dieser Position zu untersuchen.

TRANSMEMBRAN-REGION: G301R befindet sich im Transmembran-Segment TM3. Der Austausch von

einem Glycin gegen ein Arginin konnte aufgrund der langen Seitenkette des Arginins sterische
Probleme hervorrufen. Die Position der Mutante G301R st hinsichtlich ihrer regionalen Lokalisation
zunachst unauffallig. Phanotypisch hingegen stellt diese Mutation eine besonders schwere Form der

FHM2-Erkrankung dar. Neben der hemiplegischen Migrane kommt es auflerdem zu starken
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sensorischen Defiziten und transienten oder permanenten zerebellaren Anzeichen, wie Ataxie

(Storungen der Bewegungskoordination), Nystagmus (Augenzittern) und Dysarthrie (Sprechstorungen).

UBERGANGSREGION TRANSMEMBRAN-BEREICH UND P-DOMANE: Die Mehrheit der naher betrachteten
FHM2- und SHM-Mutationen liegt in dieser Region. Insgesamt sind hier vier Mutationen ausgewahit

worden, die einer funktionellen Charakterisierung unterzogen wurden: A606T, R763H, M829R und

R834Q. R763 liegt unmittelbar benachbart zur Aminosaure L764, die bei einer Mutation zu Prolin zu
einem vollig inaktiven Protein fuhrt [KOENDERINK et al., 2005]. M829R und R834Q sind die einzigen
FHM2-Mutationen, die in der intrazellularen Schleife L6/7 zwischen den Transmembrandomanen TM6
und TM7 lokalisiert sind. Diese Schleife ist wahrend der Bindung der Kationen malgeblich an der
Konformationsanderung des TM6-Segments beteiligt. A606 wird ebenfalls eine essentielle Funktion in

der Stabilisierung der P-Domane mit der L6/7-Scheife zugeschrieben.

EXTRAZELLULARER BEREICH: Bisher ist nur eine kleine Anzahl an Mutationen im extrazellularen
Bereich bekannt. Hier sind aus zwei unterschiedlichen Schleifen drei Mutationen untersucht worden:
R908Q (SHM) in L7/8, P979L (FHM) und S966X (FHM) in L9/10. R908Q ist eine in der extrazellularen
Schleife zwischen TM7 und TM8 lokalisierte Mutation. Diese Schleife ist von essentieller Bedeutung flr
die Interaktion der a- und B-Untereinheit. Im Falle der S966X-Mutation handelt es sich um eine
Frameshift-Mutation, die aufgrund eines friihzeitigen Stopp-Codons anstelle der aus den (blichen
1020 Aminosauren aufgebauten zu einem lediglich aus 997 Aminosauren bestehenden Enzym fihrt.
Daher stellt sich die Frage, wie sich in diesem Fall die veranderte Aminosduresequenz auf die
nachfolgenden Transmembrandomanen auswirkt. P979L ist eine zu Beginn des TM10-Segments
extrazellular gelegene Mutation, die relativ nahe am C-Terminus lokalisiert ist und einen Einfluss auf die

Proteinstruktur mit méglichen funktionellen Konsequenzen haben kdnnte.

SWITCH-REGION UND C-TERMINUS: Bei den drei zytoplasmatisch positionierten Mutationen in der
sogenannten Switch-Region bzw. am duBersten Ende des C-Terminus handelt es sich einerseits um
eine typische Punktmutation (R937P), des Weiteren um eine Deletion (Deletion von finf Aminosauren)

mit simultaner Insertion einer einzelnen Aminosaure (A(K935-S940)insI, insgesamt 1015 AS) und

auferdem um eine Mutation, die fur die Addition 28 zusatzlicher Aminosauren am C-terminalen Ende
des Proteins verantwortlich ist (X1021R). Im Falle dieser drei Mutationen sind strukturelle
Veranderungen und somit auch funktionelle Abweichungen zu erwarten. Der Austausch des Arginins
gegen ein Prolin (R937P), einem potentiellen Helixbrecher, lasst vermuten, dass eine Storung der
ATPase-Sekundar- und Tertiar-Struktur auftritt. AuBerdem ist zu erwarten, dass die amino-

aromatischen Wechselwirkungen zu den Tyrosinen am C-Terminus beeintrachtigt werden.
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Diese mit besonderem Augenmerk ausgewahlten ATP1A2-Mutanten wurden mit Hilfe von
elektrophysiologischen, spektroskopischen und biochemischen Methoden eingehend auf ihre
Funktionalitat untersucht. Vorweg lassen sich die Auswirkungen der Mutationen anhand der Resultate
zahlreicher Untersuchungen in zwei Gruppen zusammenfassen. Zur ersten Gruppe gehoren
Mutationen, die entweder eine verschwindend geringe katalytische Aktivitat oder sogar den
vollstandigen Verlust jeglicher Funktion aufwiesen, aber auch die, die einen beeintrachtigten Transport
zur Plasmamembran zeigten. Als Diskussionsgrundlage wird fir diese Gruppe von Mutationen ihre
strukturelle Bedeutung mit Hilfe von Grafikprogrammen zur Darstellung von Makromolekiilen betrachtet
und hinsichtlich ihrer mutmaRlichen Auswirkungen erértert. Der zweiten Gruppe werden Mutationen
zugeordnet, die mit den angewendeten Methoden als leicht bis relativ stark in ihrer Funktionalitat
beeintrachtigt oder verandert beurteilt wurden. Zu diesen Aberrationen gehdren Veranderungen in
apparenten Affinitaten flr die transportierten Kationen (Rb*, Na*, K*) und Abweichungen hinsichtlich
ihrer Kinetik und Spannungsabhangigkeit. In diesem Fall ist eine detaillierte Diskussion beziiglich

Struktur-Funktions-Beziehungen durchfiihrbar.

4.1 Auswirkung auf die katalytische Aktivitat und die Plasmamembran-Expression

Verschwindend geringen bzw. keinen stationaren Pumpstrom zeigten die Mutationen T263M, G301R,
T376M, A(K935-S940)insl, R937P und S966X, und auch in Experimenten zur Untersuchung der
Rubidiumaufnahme wiesen sie teilweise eine ausgepragt reduzierte Pumpaktivitat auf. Im Falle der
Mutanten T263M, G301R, T376M und R937P war die Menge an Total- und Plasmamembranprotein
gegenuber dem Wildtyp unverandert, so dass hier der beobachtete Funktionsverlust mit grofiter
Wahrscheinlichkeit auf einen stark reduzierten oder gar vollig aufgehobenen katalytischen Umsatz bei
unbeeintrachtigter Proteinfaltung und Plasmamembran-Expression zurlckzufuhren ist (siehe 4.1.1).
Sowohl die beiden verbleibenden Mutationen, die Deletions- und Frameshift-Mutante, als auch R908Q
hatten hingegen eine beeintrachtige Plasmamembran-Expression. Bei A(K935-S940)insI und S966X
sind diese Effekte sehr wahrscheinlich durch die verkirzte bzw. stark veranderte Sequenz bedingt.
Untersuchungen der durch diese beiden Mutationen bewirkten Aminosauresequenzen mit Hilfe des
Transmembran-Vorhersageprogramms TMMOD zeigten, dass bei S966X die zehnte Transmembran-
Domane vollstandig fehlt (Abbildung 4.1). Durch das Wegfallen von zwei Basen des Serin kodierenden
Tripletts an Position 966 kommt  es zu folgender ~ Aminosauresequenz:
LLPRHGCSPPVPAQSHLVVVRLPLQPPHLHL. Die hier vorkommenden sieben Proline haben
erheblichen Einfluss auf die Proteinfaltung, da es durch das Vorhandensein der cis-Amidbindung zu
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Unterbrechungen der lokalen Sekundarstruktur (a-Helices und B-Faltblatter) kommt. Die zentrale
Bedeutung des C-Terminus wird im Zusammenhang mit der Mutante X1021R eingehend diskutiert.

WT

—_
.

T T
I II I IV V VI vl VII IX X
i

!

om @&

[ LI S e L R ]
T 1T T
=

@ zaa 48 668 sae 1@6a
AK935-5940insl

1 1
I 1I III IV VVI VI VIIIX X |

DD @&
L B L O U R
T T 17

a =351 4EE =351 =35 1] laga

V VI VII VIII IX |

L I R ]
L U S« e T ]
T T T 17

a 1eg zea je1s 1] 4Qd SEd =351 ] el =3a 1] =1al]

Abbildung 4.1
Mit Hilfe von im Internet verfiigbarer Software (TMMOD: Hidden Markov Model for Transmembrane Protein Topology

Prediction  http://liao.cis.udel.edu/website/servers/ TMMOD/scripts/frame.php?p=submit)  erstellte ~ Vorhersagen  lber
transmembranére Helices (rot) und ihre Topologie. In blau dargestellt ist der intrazellulare und in griin der extrazellulére
Bereich. Untersucht wurden der Wildtyp und die Mutanten A(K935-S940)insI und S966X.

Auch bei der Mutanten A(K935-S940)insI kann in der Vorhersage beobachtet werden, dass die
bereits recht kurze intrazellulére Schleife zwischen TM8 und TM9 noch kurzer wird (Abbildung 4.1). Das
Fehlen der sechs Aminosauren KTRRNS scheint einen gewichtigen Einfluss auf die korrekte
Proteinfaltung und die Plasmamembran-Expression und wahrscheinlich ebenso auf die katalytische
Aktivitat zu haben. Da in dieser Region auch die FHM-Mutation R937P (KTRRNS) gelegen ist, wird auf
die Bedeutung von diesem Sequenzabschnitt in einem spateren Teil der Diskussion naher
eingegangen.

R908Q hingegen zeigte in den untersuchten Plasmamembran-Praparationen zwar ebenfalls keine
WT-aquivalente Proteinmenge, doch konnten auBer den reduzierten Pumpstromen keine weiteren
Veranderungen der funktionellen Eigenschaften beobachtet werden. Demnach ist das fehlerhafte
Plasmamembran-Targeting sehr wahrscheinlich der Grund fiir die verminderte lonentransport-Aktivitat.

Das Arginin in Position 908 befindet sich in der extrazellularen Schleife zwischen den beiden

68



Diskussion

Transmembrandomanen TM7 und TM8, welche sich lediglich acht Aminosauren entfernt von dem hoch
konservierten 88SYGQ-Motiv  befindet (Positionen entsprechen der humanen a-Isoform,
Abbildung 4.2). Wie bereits eingangs erwahnt, ist dieses Motiv fur die einwandfreie Faltung der
a-Untereinheit und die effiziente a/B-Interaktion notwendig. In einer Studie von Béguin und Kollegen
wurde beschrieben, dass dieses Motiv zwar wichtig aber nicht alleinig ausreichend fir das korrekte
Aneinanderfligen der beiden Untereinheiten ist [BEGUIN et al., 2000]. Mdglicherweise dient das SYGQ-
Motiv als priméare Interaktionsstelle flr die B-Untereinheit und gewahrleistet das Eintreten von

nachfolgenden sekundaren Interaktionsablaufen.

intrazellular

Na*t/K* oy 83 [ DDRWINDVE [ DSYGQQWTY ] EQR ] KIVEFTCHTA®3
Na*t/K* oy 88 [ DDRTMNDLE [ DSYGQEWTY ] EQ# ] KVVEFTCHTA9®
Na*t/K* a3 87 [ DDRTVNDLE [ DSYGQQOWTY ] EQ® ] KVVEFTCHTA
HY/K* 90 [ EDHHLQDLQ [ DSYGQEWTF | GOR] LYQQYTCY TV90

Abbildung 4.2
Schematische Darstellung (oben) und Sequenz-Vergleich (unten) der Region TM7/TM8 der humanen Na*/K*-ATPase

az-Untereinheit. In diesem Bereich befindet sich sowohl das SYGQ-Motiv als auch dieses umgebend weitere Aminosauren,
die ebenfalls unmittelbar an der Bindung der 8- an die a-Untereinheit beteiligt sind. Griin abgesetzt ist die Sequenz, welche
sich stabilisierend auf die a-Untereinheit auswirkt. In rot dargestellte Aminosduren sind an darauf folgenden

Faltungsprozessen beteiligt. Die untersuchte Mutation R908Q befindet sich genau in dieser bedeutsamen Region.

Eine wichtige funktionelle Bedeutung wird der Verbindungsschleife zwischen den Transmembran-
Doméanen TM7 und TM8 zugeschrieben: hierbei handelt es sich um einen Abschnitt von etwas mehr als
20 Aminosauren. Es wird vorgeschlagen, dass die Assemblierung der B-Untereinheit an einen
Teilbereich von insgesamt neun Aminosauren (ao: D897-Y905, Abbildung 4.2, grine Banden) bereits
wahrend der Proteinsynthese wichtig flr die Stabilisierung der a-Untereinheit ist. Die um wenige

Aminoséuren langere Sequenz (a2 D888-R908 in Abbildung 4.2, rote Banden) ist an weiteren
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Faltungsereignissen beteiligt, die erst nach der Interaktion mit der B-Untereinheit stattfinden. Solche
sekundaren intramolekularen Interaktionen konnten (a) die korrekte Verpackung der C-terminalen
Membrandomane und (b) eventuell auch deren Integration in die Lipiddoppelschicht sein [BEGUIN et al.,
2000]. Wie bereits erwahnt, wird dieser vormals eingehend unter Punkt 4.4 beschriebenen C-terminalen
Membrandomane eine zentrale Rolle beim lonentransport zugeschrieben.

Interessanterweise wurde von Béguin und Kollegen dem in Abbildung 4.2 dargestellten
hochkonservierten Sequenzabschnitt die Funktion eines Degradierungssignals zugesprochen, das von
der luminalen Seite im Endoplasmatischen Retikulum erkannt wird [BEGUIN et al., 2000]. Das bedeutet,
dass die Sequenz unmittelbar nach Anlagerung der B-Untereinheit an die extrazellulére Schleife L7/8
,verdeckt* wird und so die a-Untereinheit vor einer vorzeitigen Degradierung schitzt. Die Anwesenheit
der Mutation R908Q in diesem Sequenzbereich rechtfertigt die Annahme, dass der Austausch des
basischen Arginins durch ein saures Glutamin in dieser hochkonservierten Region zu einem verfriihten
Abbau der Na*/K*-ATPase beitragt.

Eine weitere Moglichkeit zur Erklarung der Integritatsstorungen der a-Untereinheit im Falle der
Mutation R908Q konnte das Ausbleiben einer eventuell vorhandenen Wasserstoffbriicke zwischen der
Guanidingruppe des Arginins und dem Sauerstoff des L797-Riickgrats (extrazellulare Schleife zwischen
TM5 und TM6) sein (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3
Strukturelle Darstellung der beiden (iber eine potentielle Wasserstoffbriicke (rot gestrichelt) miteinander wechselwirkenden

extrazellularen Schleifen der Transmembrandomanen TM5/TM6 und TM7/TM8. Die Carboxylgruppe des Leucin-Riickgrats
und eine der terminalen Guanidingruppe des Arginins bilden die einzig mégliche Wasserstoffbriicke zwischen den beiden
genannten extrazellularen Schleifen (dunkel eingezeichneter Pfeil). Zugrunde liegt die PDB-Datei 3B8E, wobei die
Beschriftung der homologen Aminosaurepositionen der humanen az-Unteinheit entspricht. In der PDB-Datenbank
hinterlegten Na*/K*-ATPase-Struktur liegen zwei Rb*-lonen (rot) in der Kationen-Bindungsstelle gebunden vor. Zur

anschaulichen Darstellung wurde das Grafikprogramm PyMOL verwendet.
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4.1.1 Elektrophysiologisch nicht charakterisierbare Konstrukte

Wie zuvor erwahnt, gibt es auch FHM2-Mutationen, die trotz ihrer einwandfreien Integration in die
Plasmamembran absolut keine stationaren Pumpstrome aufwiesen. Die Mutationen G301R und T376M
zeigten selbst in den hochsensitiven Atom-Absorptions-Spektroskopiemessungen keine bzw. nur eine
sehr niedrige Rb*-Aufnahme, die der von uninjizierten Oozyten entsprach. Dieser Effekt, dass
uninjizierte Zellen ebenfalls eine geringe Menge an Rb* aufnehmen, ist auf unspezifische Aufnahme
zurickzuflihren. Fir die Mutanten T263M und R937P liegt die gemessene Rb*-Aufnahme lediglich
geringfligig Uber dem Hintergrund der uninjizierten Oozyten. Demnach sind diese vier Mutanten
strukturell derart beeintrachtigt, dass sie zwar richtig gefaltet und in die Plasmamembran eingebaut
werden, es sich aber dabei um nichtfunktionsfahige Proteine handelt. Dieser vollige Funktionsverlust

lasst sich gut mit einer durch die entsprechende Punktmutation beeintrachtigten Struktur erklaren.

T263M: Der Austausch von einem Threonin zu einem Methionin fihrt zu einem Wegfall der
terminalen Hydroxyl-Gruppe und somit auch zum Verlust einer moglichen Ausbildung einer
Wasserstoffbriickenbindung. Das Threonin an der Position 263 befindet sich unmittelbar vor einem
Glycin (G264), welches in allen P-Typ-ATPasen vorkommt. Anscheinend duldet die hochkonservierte
Kernsequenz in dieser Region nicht die kleinste Veranderung. Obwohl die Seitenkette des Methionins
im Vergleich zu der des Threonins nur geringfiigig groBer ist, wird durch den Austausch die lokale
Struktur offenbar so stark beeintrachtigt, dass die Interaktion zwischen den Anteilen der A-Domane, die
aus der L2/3-Schleife und dem N-Terminus zusammengesetzt ist, gestort wird und keine regulatorische
Einheit (A-Doméne) gebildet werden kann. Daher konnte zusatzlich auch die Interaktion mit der
N-Domane (L4/5-Schleife) betroffen sein [SEGALL et al., 2002]. Im Falle der homologen Ca2*-ATPase
SERCA existieren bereits diverse Kristallstrukturen beider Konformationszustande E4 und E», aus
denen sich schlieRen Iasst, dass sich im Bereich des T263-Aquivalents T230 das a-helikale Muster im
Verlauf der E+-E,-Konformationsénderung teilweise entwunden bzw. unterbrochen wird [ToyosHivA et
al., 2000, TovosHiMA und NomurA, 2002]. Womaglich ist dies auch bei der Na*/K*-ATPase der Fall,
weshalb es folglich zur Beeintrachtigung bzw. zum Ausbleiben der notwendigen Interaktionsschritte

kommt.

G301R: Durch den Austausch der kurzkettigen Aminosaure Glycin gegen die positiv-geladene
Aminosaure Arginin mit relativ langer Seitenkette treten zwei Wasserstoffatome auf (Guanidingruppe
des Arginins), die potentiell zur Ausbildung von weiteren Wasserstoffbriicken beitragen konnen. Glycin
G301 konnte lediglich Wasserstoffbriicken-Bindungen zu Aminosauren innerhalb der Transmembran-

domane TM3 ausbilden. Die Mutante G301R hingegen ware imstande weitere Bindungen auszubauen,
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wie beispielsweise zur nahe gelegenen Helix M5. Ein Glycin in einer Transmembran kann entweder
einen leichten Knick bewirken oder ist dort anzutreffen, wo es raumlich beengt ist. Im Falle dieser
Mutation durfte die Storung der lokalen Struktur und somit des Kationen-Transports durch eine sterische

Hinderung hervorgerufen sein.

T376M: Wie bei T263M handelt es sich hierbei ebenfalls um einen Austausch von einem Threonin
zu einem Methionin, wodurch die Wasserstoffbriicken-bildende OH-Gruppe verloren geht. Thr-376
befindet sich inmitten des DKTGT-Motivs und tragt entscheidend zur Mg2*-Koordination und somit zur
ATP-Spaltung bei. T376 bildet (ber den Stickstoff der Hauptkette eine Wasserstoffbriicke zum
terminalen Sauerstoff des D374 - der Aminosaure, auf die das y-Phosphat des Adenosintriphosphats
uber eine Phosphoanhydrid-Bindung Ubertragen wird. Mit Hilfe des Grafikprogramms Swiss-PDBViewer
und dem PDB-File 3B8E kann dargestellt werden, dass das in der Kristallstruktur der Na*/K*-ATPase
befindliche Magnesium von insgesamt drei Aminosauren koordiniert wird: T374, T376 und D714
(AS-Position entspricht der ax-Isoform). Der Abbildung 4.4 kann entnommen werden, dass T376 eine
Wasserstoffbriicken-Bindung mit E219 eingeht. Durch die Mutation zu einem Methionin entfallt die
Wasserstoffbriicken-Bindung von der terminalen OH-Gruppe des T376 und es wird stattdessen eine
Bindung vom Schwefel des Methionins zum Sauerstoff des E219 ausgebildet (Abbildung 4.4 B). Die mit
dem Swiss-PDBViewer simulierte Mutation von Threonin zu Methionin deutet auf keine Beeinflussung
der Magnesium-Koordination hin. Jedoch muss hierbei der Verzicht auf Optimierungen wie
beispielsweise Energie-Minimierungen bericksichtigt werden.

Es ist auch durchaus denkbar, dass die endstandige Methyl-Gruppe des Methionins einen grofien
Beitrag zum Funktionsverlust der Na*/K*-ATPase leistet. Bonn und Kollegen haben herausgefunden,
dass die Reorientierung von Wassermolekulen, die eine Methyl-Gruppe umgeben, von 2.5 ps bis mehr
als 10ps verlangsamt wird [Bonn et al., 2009]. Eine einzige Methyl-Gruppe kann die
Reorientierungsdynamik von bis zu finf Hydroxylgruppen in ihrer Umgebung beeinflussen [HAupPTS et
al., 1999]. Zwar handelt es sich bei den Untersuchungen von Bonn und Kollegen nicht explizit um
Protonen, deren Mobilitat durch die Anwesenheit einer Methyl-Gruppe verringert wird. Dennoch ist die
Méglichkeit einer Beeintrachtigung der Orientierung bzw. Koordination des Magnesium-lons und des
Phosphats durch die neu erworbene CHs-Gruppe und des daraus resultierenden vollstandigen Verlusts
der ATPase-Aktivitat nicht auszuschlieBen. Bedauerlicherweise konnte die Kristallstruktur der Na*/K+*-
ATPase im Es-Zustand noch nicht aufgeklart werden. Denn mdglicherweise sind Wasserstoffbriicken-
Bindungen bzw. andere molekulare Wechselwirkungen, die im E2P-Zustand vorliegen, erst gar nicht in

der E4-Konformation vorhanden bzw. umgekehrt.
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Abbildung 4.4

(A) T376 und die in einem Umkreis von 5 A lokalisierten Aminosauren mit den zugehdrigen Wasserstoffbriicken-Bindungen.
In (B) ist Threonin an Position 376 mit Hilfe des Programms Swiss-PDBViewers zu Methionin mutiert worden, wodurch neue
Wechselwirkungen entstehen. T376 koordiniert mit D374 und D714 das Magnesium-lon, das zur ATP-Hydrolyse bendtigt
wird. Turkis = Phosphatanalogon (Magnesiumtetrafluorid), magenta = Magnesium, rot = Sauerstoff, blau = Stickstoff, gelb =
Schwefel, anthrazit = Kohlenstoff.
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R937P: Seit der Veroffentlichung der Na*/K*-ATPase-Struktur im Dezember 2007 wird Arg-937 eine
elementare Rolle in der korrekten Positionierung des C-Terminus zugeschrieben. Das sich in der
intrazelluldren Schleife L8/9 befindliche Arginin bildet zu den beiden terminalen Tyrosinen Y1019
(OH-Gruppe der aromatischen Seitenkette) und Y1020 (Sauerstoff der terminalen COOH-Gruppe des
Ruckgrats) Wasserstofforlicken aus (Abbildung 4.5) und ist unter Beteiligung einer weiteren
Wasserstoffbriicke (Y1020 <« K770) darin involviert, die dritte Natrium-Bindungsstelle zu bilden [MorTH
et al., 2007]. Sowohl Toustrup-Jensen und Kollegen als auch Meier und Kollegen fanden heraus, dass
die Hydroxylgruppen der Tyrosine einen geringeren Einfluss auf die strukturelle und funktionelle
Verbindung zwischen dem C-Terminus und der dritten Na*-Bindungsstelle haben als die aromatischen
Ringe der Tyrosine [TousTRUP-JENSEN et al., 2009, Meier et al., 2010]. Die amino-aromatischen
Wechselwirkungen werden durch den Austausch des Arginins durch Prolin eliminiert, so dass auch hier

ein volliger Funktionsverlust die Folge ist.

—
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Abbildung 4.5
Strukturelle Detail-Darstellung des Arg-937 und der entsprechenden Wasserstoffbriicken-Bindungen zu den beiden

Tyrosinen Y1019 und Y1020. In orange ist die Helix M5 dargestellt und in rot die Sequenz kurz vor dem C-Terminus,

inklusive des C-Terminus (Grafikprogramm = PyMOL, Protein-Datenbank-Eintrag = 3B8E).

4.2 Vernetzung via R1-Xi-HeeeX>-R2 zwischen der Schieife L6/7, der P- & TM-Domane
Neben der Tatsache, dass die ATP1A2-Mutationen AG06T, R763H, M829R und R834Q allesamt
reduzierte Turnover-Zahlen aufwiesen, gehdéren zu weiteren Gemeinsamkeiten erhohte apparente
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der transienten Strome und diverse Veranderungen
spannungsabhangiger Eigenschaften bzw. der Kationen-Affinitaten. Die genannten vier Mutationen
betreffen ausnahmslos hoch konservierte Aminosauren, die vermutlich sehr stark in einem Netzwerk
aus Wasserstoffbriicken-Bindungen (Ri-Xi-He+*X2-R2) eingebunden sind. In Abbildung 4.6 ist zu
erkennen, welche Transmembrandomanen bzw. Schleifen hierbei involviert sind. R763 (Helix M5) bildet
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die zentrale Aminosaure, die uber Wasserstoffbricken mit A606 (P-Domane), M829 (Schleife L6/7) und
G365 (P-Domane) in Verbindung steht (Abbildung 4.6 A). Durch diese Anordnung wird die relative
Position der L6/7-Schleife, der P-Domane und der M5-Helix stabilisiert. Die ATP1A2-Aminosauren
A606, R763 und M829 entsprechen den SERCA-Aminosauren A617, R751 und M817, bei denen
ebenfalls das Auftreten eines solchen Netzwerks von Wasserstoffbricken-Bindungen beschrieben
wurde [ToyosHIMA et al., 2000, ToyosHIMA und NoMuRrA, 2002]. Wahrend der Konformationsanderung der
SERCA von der E4- (Protein-Datenbank Eintrag 1SU4, [ToyosHiMA et al., 2000]) zur E2-Struktur (Protein-
Datenbank Eintrag 1IWO, [TovosHiMA und Nomura, 2002]) werden die Wasserstoffbriicken zwar neu
angeordnet, jedoch bleiben sie dabei zwischen R751 und A617 oder M817 im Wesentlichen intakt. Dies
deutet auf die Notwendigkeit einer sehr strikt stabilisierten lokalen Struktur wahrend des katalytischen

Zyklus hin.

Abbildung 4.6

In Netzwerken von Wasserstoffbriicken-Bindungen im Zentralbereich des Proteins involvierte ATP1A2-Aminosauren.
(A) R763 bildet die Verkniipfungsstelle zwischen der Schleife L6/7 (M829) und der P-Domane (A606 und G365).
(B) Wasserstoffbriicken-Bindungen (rot gestrichelt) von R834 zu D839 (L67/) und S366 (P-Domane). Potentielle

Wasserstoffbriicken sind bis zu einer Lénge von 3,3 A beriicksichtigt.

In Abbildung 4.6 B ist zu erkennen, dass R834 sowohl zur Aminosaure D839 (Schleife L6/7) als auch zu
S366 (P-Domane) Wasserstoffbriicken ausbilden kann. Die hierzu entsprechende SERCA-Aminosaure
R822 ist unter Vermittlung eines Wassermolekils ber Wasserstoffbriicken mit einem
hochkonservierten Glutamat verknipft, das sich innerhalb der ersten a-Helix der P-Doméne befindet
[TovosHivA et al., 2000]. Anhand von Vergleichen mit der Ca2*-ATPase ist davon auszugehen, dass im
Falle der Na*/K*-ATPase die entsprechenden Aminosauren A606, R763, M829 und R834 wahrend des
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katalytischen Zyklus ebenfalls fur die komplexe strukturelle Stabilisierung der Verknlpfungsstellen
zwischen den verschiedenen Doméanen verantwortlich sind. Die vier FHM2-Mutationen A606T, R763H,
M829R und R834Q scheinen das Netzwerk aus Wasserstoffbriicken-Bindungen so stark zu storen,
dass eine abnorme Flexibilitdt wahrend der Konformationsanderung des E4P- in den E,P-Zustand
erreicht wird.

Ein bedeutender Befund dieser Untersuchung ist, dass die unterschiedlichen Mutationen innerhalb
der Wasserstoffbriicken-Netzwerke, die die diversen Domanen des Enzyms miteinander verbinden,
nicht zu einer vollstandigen Inaktivierung der Na*/K*-ATPase flihren, es aber zu Veranderungen der
Kinetiken des E1P/E;P-Konformationsiibergangs und/oder der spannungsabhangigen Eigenschaften
kommt, die von komplexen Effekten auf die Wechselwirkung mit den transportierten Kationen begleitet
werden. Da sich die Kationen-Bindungsstellen nicht in unmittelbarer Nachbarschaft zur ,Netzwerk-
Region* befinden, kann die Veranderung der Kationen-Affinitat nicht durch eine direkte Stérung der
Struktur der Kationen-Bindungsstellen begriindet werden. Vielmehr kann das Gleichgewicht der
spannungsabhangigen Verteilung zwischen den beiden Zustinden E+«P und EP durch
auBergewohnlich hohe apparente Ratenkonstanten der Vorwarts- und/oder RUckwartsreaktion
beeinflusst sein. In der Tat weisen die verschobenen Q/V-Kurven auf Veranderungen der
spannungsabhangigen Verteilung zwischen den Zustanden E+P und E2P hin. Deshalb kann in
Anlehnung an die von Jargensen und Kollegen angestellten Uberlegungen [JORGENSEN et al., 2001]
davon ausgegangen werden, dass die beobachteten Veranderungen der apparenten Kationen-
Affinitaten lediglich eine sekundare Konsequenz der Verschiebung des Konformationsgleichgewichts
sind. Allerdings sind die beobachteten langreichweitigen Effekte auf die Kationen-Bindungsstellen sehr
komplex, da die Verschiebungen des dynamischen EP-E,P-Gleichgewichts scheinbar nicht konsistent
mit den Veranderungen der apparenten Kationen-Affinitaten korrelieren. Das bedeutet, dass sich keine
,vorzugsweise Richtung* der Effekte erkennen Iasst, da sowohl negativ als auch positiv verschobene
Q/V-Kurven und neben erhdhten auch reduzierte Kationen-Affinitdten vorzufinden sind. Obwohl die
Mutationen raumlich eng benachbarte Aminoséuren betreffen, beeinflussen sie in differenzieller Weise
die apparenten Affinititen an den Kationen-Bindungsstellen. In diesem Zusammenhang ist die
unterschiedliche Benennung der drei Bindungsstellen zu erwahnen. Die beiden Kationen-
Bindungsstellen, die sowohl K*- als auch Na*-lonen binden, werden in der Literatur meist als ,common
cation binding sites* (manchmal auch ,shared sites®) und die dritte Bindestelle als ,unique Na* binding
site“ bezeichnet. In Anlehnung an kirzlich publizierte Arbeiten [YARAGATUPALLI et al., 2009, MEIER et al.,
2010], die den Einfluss von diversen Deletionen und Mutationen am C-Terminus der Na*/K*-ATPase
ax-Untereinheit auf die entsprechenden Bindungsstellen beschreiben, kénnen die hier beobachteten

Effekte ebenfalls mit den Auswirkungen auf die ungleichen Bindungsstellen erklart werden. AGO6T wies
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Q/V-Kurven auf, die relativ stark zu positiven Potentialen verschoben waren, was auf eine erhohte
Na*-Affinitat hindeutet. In Kombination mit einer niedrigeren Affinitat fur K* lasst sich schlielen, dass die
,common sites“ betroffen sind. Wenn an diesen Bindungsstellen die Na*-Affinitat hoher ist, wird die
K*-Affinitat geringer und umgekehrt. Denn positivere Potentiale als der halbmaximale Spannungswert
Vos Dbegunstigen die Na*-Freisetzung von der dritten Bindungsstelle, was wiederum die
Na*-Freisetzung an den beiden anderen Bindungsstellen ermdglicht. Bei R763H hingegen ist die
K*-Affinitat erhoht, ohne dass eine Verschiebung der Q/V-Kurve beobachtet werden kann. Dies kdnnte
den Schluss zulassen, die ,common sites* waren betroffen, nicht aber die ,unique site“. Die beiden
FHM-Mutationen M829R und R834Q zeigten keine veranderten Affinitdten fur K*, jedoch fur Na*
(M829R = Reduktion der apparenten Affinitaten fiir extrazellulares Na*, R834Q = Erhdhung der
apparenten Affinitaten fir extrazelluldres Na*). Hier scheint sich die jeweilige Mutation nicht auf die
beiden Na*- und K*-transportierenden Bindungsstellen (,common sites*), sondern ausschlielich auf die
dritte Na*-Bindungsstelle auszuwirken.

Hochstwahrscheinlich sind die ermittelten Affinitatsveranderungen eine Kombination aus komplexen
Uberlagerungen der langreichweitigen strukturellen Auswirkungen der Beeintrachtigung von Kationen
koordinierenden Aminosaureresten einerseits und anderseits der veranderten Kinetik, mit denen der
E1P-E2P-Konformationsubergang stattfindet. Die konsistent beobachtete Erhohung der apparenten
Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten der transienten Strome sind ein Hinweis darauf, dass die
Mutanten A606T, R763H, M829R und R834Q eine abnorm hohe Flexibilitdt wahrend der E4P-E2P-
Konformationsanderung aufweisen. Obwohl all diese Veranderungen die Beeintrachtigung der
Na*/K*-ATPase-Funktion unter physiologischen Bedingungen begriinden kdnnen, wird es in Zukunft
immer wieder eine Herausforderung sein, die beobachteten Funktionsabnormitaten mit strukturellen

Uberlegungen konsistent zu vereinbaren.

4.2.1 Mutation in der Region des Gelenkstiicks zwischen der P- und N-Domane

Das hochkonservierte Arginin R383 (SERCA-Homolog: Q360 im TNQMS-Motiv) befindet sich im flnften
Kernmotiv [AXELSEN und PALMGREN, 1998] der P-Typ-ATPasen und ist Bestandteil des Gelenkstiicks,
das die N-Domane flexibel mit der P-Doméane verbindet (Abbildung 4.7). Da die N-Doméne wahrend
des katalytischen Zyklus beachtliche Bewegungen relativ zur P-Domane vollzieht, konnte die Mutation
R383H die Flexibilitat der Konformationsanderung behindern. Aufgrund der Histidin-Substitution sind
sowohl die apparenten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten wahrend der Spannungssprung-
induzierten EsP«—E;P-Konformationsanderung als auch die Turnover-Zahl sehr stark reduziert. Die
auBerdem beobachtete Verschiebung der Q/V-Kurve um ca. +26 mV weist auf eine Beeinflussung des
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Konformationsgleichgewichts hin, wobei bei physiologischen Potentialen die E1P-Konformation
stabilisiert zu sein scheint. Eine ebenfalls in dem zweiten Gelenkstiick zwischen der N- und P-Domane
lokalisierte FHM2-Mutation (R593W) ist zwar funktionell nicht im Detail charakterisiert worden, aber es
konnte immerhin gezeigt werden, dass in sogenannten ,cell survival assays* mit diesem Konstrukt das
Uberleben der Zellen stark beeintrachtigt war, was ebenfalls die kritische Rolle dieser Gelenkstiicke fiir
die Pump-Aktivitat und die Flexibilitdt der Konformation hervorhebt. Der Funktionsverlust Iasst sich

durch die beobachtete Reduktion der Wechselzahl hervorragend erklaren.
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Abbildung 4.7
Lokalisation von R383 in der Na*/K*-ATPase-Struktur. Das hochkonservierte Arginin an Position 383 (a2-Untereinheit) liegt

exakt im Gelenkstiick zwischen der N- und P-Domane.

4.3 Temperaturabhangige Instabilitat des Na*/K*-ATPase-Proteins

Die ATP1A2-Mutation P979L zeigte in elektrophysiologischen Experimenten keinerlei Abweichungen im
Vergleich zum Wildtyp, weshalb fur dieses Konstrukt eine Erweiterung des Methodenspektrums
notwendig wurde. Hierfir kamen ein weiteres Expressionssystem und hohere Temperaturen zum
Einsatz. Es ist durchaus bekannt, dass die Temperatur die Proteinfaltung, die Proteinstabilitat und die
zellularen Qualitatskontrollmechanismen beeinflusst. Erst kiirzlich wurde in einem Artikel veroffentlicht,
dass unterschiedliche Temperaturen bei dem Polyglutamin-reichen Protein Huntingtin (huntingtin-
exont, thtt), welches flr die Erkrankung an Chorea Huntington verantwortlich ist, zu unterschiedlichen

Strukturen des Polypeptids flhren. Wahrend es bei 4°C zu einer etwas lockereren Form der Fibrillen-

78



Diskussion

Anordnung kommt, (B-Fibrillen: unldsliche Ablagerungen in Form kleiner Fasern, so genannter Fibrillen,
die als Amyloid bezeichnet werden), wird die Polypeptid-Sequenz bei 37°C in eine Amyloid-Form
gefaltet, die weniger auffallig und toxisch ist (Abbildung 4.8) [NEBOOKI-MACHIDA et al., 2009]. Die bei
niedriger Temperatur gebildeten Amyloide weisen neben ihrer Detergens-Empfindlichkeit und der
signifikant hoheren Zelltodrate eine hohere Affinitat zu Marker-Farbstoffen auf. Demnach kann ein und
dasselbe Protein, in Abhangigkeit der vorliegenden Temperatur, in zwei verschiedene Strukturen mit

vollig unterschiedlichen Eigenschaften gefaltet werden.

4°C conformation

Fragile amyloid containing
more exposed and flexible regions
--> High toxicity

thtt monomer some loops/turns

. . ith tly B-sheet

37°C conformation

Rigid amyloid containing
more buried and fixed regions
--> Low or no toxicity

extended pB-sheets

Abbildung 4.8
Die Faltung des Proteins Huntingtin in zwei verschiedene Amyloid-Konformationen. Bei 4°C entsteht eine toxische, fragile

Struktur, wahrend in Gegenwart von Temperaturen um 37°C stabilere und weniger toxische Fibrillen gebildet werden.
Abbildung entstammt der Verdffentlichung von [NEBOOKI-MACHIDA et al., 2009).

Ein weiteres, sehr grindlich erforschtes Beispiel fur den Einfluss der Temperatur auf die
Proteinexpression und das Targeting zur Plasmamembran ist die AF508-Mutation im CFTR-
Chloridkanal (Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Ublicherweise werden wahrend
der Faltung zellulare Qualitatskontrollmerkmale an das naszierende CFTR-Protein angefugt. Im Falle
der AF508-Mutation wurde in Zellkulturversuchen gezeigt, dass das Protein rasch und effizient
abgebaut wird, noch bevor es das Endoplasmatische Retikulum der Saugerzellen verlasst [SHARMA et
al., 2001]. Es konnte ebenfalls die Temperaturempfindlichkeit dieses Effekts gezeigt werden [DENNING et
al., 1992], was auch erklart, weshalb CFTR-AF508 in Xenopus-Zellen (18°C) aufgrund des Erreichens
der Plasmamembran funktionell exprimiert werden kann, aber nicht in Zellkultur (37°C), da das Protein

vor Erreichen der Plasmamembran abgebaut wird [DRumM et al., 1991].
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Die ATP1A2-Mutante P979L gelangt in Xenopus laevis-Zellen ebenfalls erfolgreich in die
Plasmamembran und wird dort auch vollig funktionsfahig eingebaut. Temperaturen von 37°C jedoch,
wie sie in der Zellkultur vorzufinden sind, fihren offensichtlich zu einer reduzierten Proteinmenge in der
Plasmamembran. Es ist wahrscheinlich, dass es bei P979L ebenfalls zu einer vorzeitigen Degradation
kommt. Solch eine temperaturabhangige Degradation scheint in der Tat bei P979L vorzuliegen.
Wahrend es bei HEK293FT-Zellen, die bei 28°C kultiviert wurden, zu aquivalenten Proteinmengen der
Mutante und des Wildtyps fiihrt, ist die Gesamtproteinmenge von P979L bei 37°C sehr stark reduziert.

Im Allgemeinen werden Proteine auf unterschiedliche Weise abgebaut; entweder Uber die
Lysosom- oder die Proteasom-vermittelte Proteolyse. Exogene Proteine gelangen iber Endozytose
(aber auch Uber Phagozytose) in die Zelle und werden durch lysosomale Proteasen (Cathepsine) im
Inneren der Lysosomen zerlegt. Diese Zellorganellen haben einen Durchmesser von 0,2 - 0,5 um und
enthalten eine Vielzahl (>50 Typen) an sauren Hydrolasen (Nukleasen, Proteasen, Lipasen,
Phosphatasen, u.v.m.), die unter aziden Bedingungen (pH~5,0) aktiv sind. Der niedrige pH-Wert wird
uber eine ATP-getriebene Protonen-Pumpe (V-Typ-ATPase) aufgebaut und aufrechterhalten. Auch
endogene Proteine werden auf lysosomalem Weg verdaut, was als ,Autophagie” bezeichnet wird. Im
Vergleich zum proteasomalen Abbau wird hier dem zu degradierenden Protein ein einziges Ubiquitin-
Molekul angeheftet (Ubiquitinierung tber Lys-63). Je mehr Ubiquitin-Molekile angehangt werden, umso
schneller wird das zu degradierende Protein abgebaut. Beim proteasomalen Abbau handelt es sich um
eine Multi-Ubiquitinylierung (ubiquitiniert wird Uber Lys-48) - das impliziert auch, dass dieser
Proteolyseweg schneller stattfindet als der lysosomale. Die Entdeckung der Ubiquitin-vermittelten
Proteindegradation und die entsprechende Grundlagenforschung in den 80er Jahren erbrachten Aaron
Ciechanover, Avram Hershko und Irwin Rose den Nobelpreis flr Chemie [NANDI et al., 2006]. Durch die
schnelle Degradation von geschwindigkeitsbestimmenden Enzymen ist die ATP-abhangige Protease,
das Proteasom, in der Lage, regulatorisch auf eine Vielzahl zelluldrer Prozesse einzuwirken. 1997
wurde an COS-7-Zellen erstmals gezeigt, dass die Na*/K*-ATPase a1- und az-Untereinheit ubiquitiniert
wird [CopPl und GuiDOTTI, 1997]. In der Plasmamembran werden die beiden Untereinheiten a und B
unterschiedlich abgebaut: lysosomale Degradation der a-Untereinheit und proteosomale der B-
Untereinheit [YosHIMURA und TAkeyAsu, 2003]. Es gibt aber auch den Ubiquitin-unabhéngigen
proteasomalen Proteinabbau. Fehlgefaltete Proteine werden umgehend transloziert, d. h. zuriick ins
Zytosol transportiert, und durch das Proteasom degradiert.

Die Behandlung von Zellen mit Proteasom-Inhibitoren fiihrt zur Verlangerung der Halbwertszeit der
Proteine und somit zu deren Akkumulation in den entsprechenden Zellkompartimenten. In der
vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe der beiden Proteasom-Inhibitoren MG-132 und Lactacystin gezeigt

werden, ob und inwieweit das Konstrukt P979L vom proteasomalen Abbau betroffen ist, wenn es bei
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Temperaturen von 37°C inkubiert wird. Der Abbau von P979L in Gegenwart hoher Temperaturen
scheint entweder keiner Ubiquitinylierung zu bedurfen, da auch unter Verwendung des anti-Ubiquitin-
Antikorpers keine Akkumulation des Na*/K*-ATPase-Proteins zu sehen war, oder er geschieht nicht
uber den proteasomalen Weg (nicht gezeigt). Die nicht signifikanten Ergebnisse dieser Arbeit deuteten
darauf hin, dass im Falle der P979L vermutlich der Abbau Uber den endosomal/lysosomalen Weg
stattfindet. Um den Mechanismus der FHM2-Mutation P979L einzugrenzen, konnten die diversen
Proteolyse-Varianten mit entsprechenden Inhibitoren beeinflusst werden. Brefeldin A beispielsweise
hemmt den Proteintransport vom Golgi-Apparat zum ER, so dass das Protein innerhalb des
Endoplasmatischen Retikulums akkumuliert wird. Eine ganze Reihe von verschiedenartigen
Hemmstoffen, wie zum Beispiel Bafilomycin A1, Amantadin, Concanamycin A, Concanamycin B,
Chloroquin, Ammoniumchlorid und N-Acetylcystein, u.v.m., kann den endo-/lysosomalen Abbauweg
ganzlich inhibieren. Auf diese Weise konnte ein Hinweis darauf erlangt werden, in welchem
Kompartiment die temperatursensitive Mutation P979L zur Degradation fiihrt. Mdglicherweise kénnte
das Protein bereits im Golgi-Apparat oder im ER zurlickgehalten werden oder aber auch erst kurz vor
oder nachdem sie in die Plasmamembran eingebaut wird. Die Ergebnisse von Untersuchungen der
posttranslationellen Regulation der Na*/K*-ATPase-Mutation P979L in Gegenwart verschiedener
Temperaturen wirden einen wichtigen Beitrag dazu leisten, einen bedeutsamen Zusammenhang
zwischen der Proteindegradation/Temperatursensitivitat von ATP1A2-Mutationen und der Erkrankung
an Familiarer Hemiplegischer Migrane des Typs Il aufzuzeigen.

4.4 Expansion des C-Terminus durch Mutation des Stopp-Codons TGA

Spatestens seit Veroffentlichung der ersten Na*/K*-ATPase-Struktur im Jahr 2007 wird dem Carboxy-
Terminus eine aulerst gewichtige Bedeutung fiir die Spannungsabhangigkeit der Bindungsstellen fiir
die transportierten Kationen zugeschrieben [MorTH et al., 2007]. Diese Vermutungen wurden in jlingster
Vergangenheit von Toustrup-Jensen und Kollegen gestiitzt, die darlegen konnten, dass der C-Terminus
einen wesentlichen Beitrag zur Ausbildung und Stabilisierung der dritten Na*-Bindungsstelle leistet
[TousTRUP-JENSEN et al., 2009]. Deletionen und Mutationen im C-terminalen WVEKETYY-Motiv flhrten
zu einer enormen Herabsetzung der apparenten Na*-Affinitaten (Na*auzen Und Natinnen). Je langer die
deletierte Sequenz, umso geringer war die Na*-Affinitat der Na*-abhangigen Ei-Phosphorylierung
(AY = 2,3-fach, AYY =9-fach, ATYY=17-fach, AKETYY =26-fach, ai-Untereinheit der Ratte)

[TousTRUP-JENSEN et al., 2009]. Zu &hnlichen Resultaten kamen auch Meier und Kollegen, die zeigen
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konnten, dass die humane a,-Untereinheit bei Trunkation der beiden terminalen Tyrosine (AYY) eine
12 - 14-fach reduzierte apparente Na*-Affinitat aufweist [MEIER et al., 2010].

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass nicht nur Verkirzungen des intrazellularen
C-Terminus die Spannungssensitivitat und die Kationen-Interaktion beeinflussen, sondern auch dessen
Elongation. Die Auswirkungen der Addition von 28 Aminosauren an den C-Terminus der Na‘/K*-
ATPase, wie es bei der FHM2-Mutation X1021R zum Ausdruck kommt, sind sehr &hnlich zu den mit
biochemischen Methoden untersuchten Deletionskonstrukten: die Natrium-Affinitat sinkt ebenfalls.
Ferner sind auch die Turnover-Zahl und die apparente intrazellulare K*-Affinitat sehr stark reduziert.
Aulerdem verhalten sich die Spannungsabhangigkeiten und die Kinetiken der transienten Strome
vollkommen anders als beim Wildtyp-Protein, da die apparenten Ratenkonstanten mit depolarisierenden
Potentialen ansteigen, anstelle zu sinken. Solch ein invertiertes Verhalten wurde bereits fir die Mutation
D808E beschrieben, welche explizit eine Aminosaure betrifft, die sich in der Kationen-Bindungsstelle
befindet und fiir die Kationen-Koordination relevant ist [OGAWA und ToyosHIMA, 2002, KOENDERINK et al.,
2003]. Wahrend beim Wildtyp die extrazellulare Na*-Rickbindung spannungsabhangig ist, scheint hier
einer der vorwartsgerichteten Reaktionsschritte des Natrium-Zweiges (die intrazellulare Na*-Bindung,
der E{P-EoP-Konformationswechsel, die extrazelluldre Na*-Freisetzung) spannungsabhéngig zu sein
(Abbildung 4.9). Die Elektrogenizitat des Na*-Transports ist bei der X1021R-Mutante drastisch reduziert,
ebenso die Spannungsabhangigkeit der Ladungsverschiebung (der zg-Wert entspricht ~0,29 im

Vergleich zu ~0,82).
(__-} vorwartsgerichtete Reaktion
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Abbildung 4.9
Reaktionszyklus der Na*/K*-ATPase. In grau unterlegt sind die vorwartsgerichteten Reaktionsschritte des Natrium-Zweiges:

(1) intrazelluldre Na*-Bindung, (2) Konformationstibergang vom E:P- in den E:P-Zustand und (3) extrazelluldre
Na*-Freisetzung. Die mit dem roten Pfeil markierte Rickwartsreaktion stellt die elektrogene Na*-Riickbindung dar, die unter
hohen [Na‘le- und K*-freien Bedingungen elektrophysiologisch untersucht werden kann. Beim WT-Protein ist diese
Rickwértsreaktion maRgebend spannungsabhangig, wohingegen die X1021R-Mutante in einer der Vorwartsreaktionen des

Na*-Zweiges elektrogen zu sein scheint.
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Ein ahnliches Verhalten hinsichtlich der Spannungsabhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten aus
den transienten Stromen zeigten auch die beiden Deletionsmutanten AYY und AKETYY am C-Terminus
der humanen ax-Unterinheit [MEIER et al., 2010]. Hier konnte ebenfalls ein invertiertes Verhalten
beobachtet werden, d.h. ein Ansteigen der Geschwindigkeitskonstanten bei hyperpolarisierenden
Potentialen. Bei einem weiteren Vergleich dieser beiden Konstrukte mit der hier untersuchten
FHM2-Mutante X1021 scheinen die Veranderungen der apparenten Affinititen an den Kationen-
Bindungsstellen unterschiedlich zu sein. AYY wies eine veranderte Na*-Affinitat an der dritten
Na*-Bindungsstelle (,unique Na* binding site) auf, wahrend die Deletion der letzten flinf Aminosauren
(AKETYY) sowohl die ,common sites* als auch die ,unique site beeintrachtigt [MEER et al., 2010]. Die
Elongation des C-Terminus fihrt zu einer erhdhten apparenten K*-Affinitat und minimal veranderten
Reduktion der apparenten Na*-Affinitaten (1,1 - 1,9-fach), was darauf schlieRen Iasst, dass lediglich die
,common sites* betroffen zu sein scheinen, aber nicht die ,unique Na* binding site”. Trotz allem zeigt
X1021R nicht die fir die Deletionsmutanten typischen stationaren Einwartsstrome, was auf eine noch
im Wesentlichen intakt zu sein scheinende Kationen-Okklusion hindeutet. Die YY-Deletion hingegen
setzt die Energiebarriere fir die intrazelluléare Na*-Okklusionsreaktion herab und destabilisiert somit den

Na*-okkludierten Zustand, was einen stationaren Na*-Einwartsstrom zur Folge hat [Meier et al., 2010].

-Rickgrat
C-Terminus’

Abbildung 4.10
Wechselwirkungen des C-Terminus’ der humanen Na*/K*-ATPase az-Untereinheit (terminale Tyrosine Y1019 und Y1020)

mit den umliegenden Aminoséuren R937 und K770.
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Die ATP1A2-Mutante X1021R ist jedoch nicht die einzige FHMZ2-verursachende Mutation, die sich
in der sogennanten Switch-Region befindet. Neben der bereits erwahnten Aminosaure R937P
(4.1.1 Elektrophysiologisch nicht charakterisierbare Konstrukte, Abbildung 4.5) befinden sich auch die
Mutationen D999H, R1002Q und Y1009X in dieser Region. Bei Betrachtung der strukturellen
Anordnung des Carboxy-Terminus ist erkennbar, dass die Aminosaure Arg-937 eine strategisch
wichtige Position einnimmt und fir die strukturelle Stabilisierung des C-Terminus und die durch ihn
kontrollierte Natrium-Bindung an der dritten Kationen-Bindungsstelle verantwortlich ist (Abbildung 4.10).
Toustrup-Jensen und Kollegen konnten durch Mutagenese-Studien zeigen, dass der Austausch des
positiv geladenen Arginins gegen ein Alanin (R937—R937A) zu einer 5-fachen Reduktion der
apparenten Na*-Affinitat fiihrt [TOUSTRUP-JENSEN et al., 2009]. Ahnliches tritt auf, wenn das endstandige
Tyrosin gegen ein Alanin ausgetauscht (5-fache Reduktion) bzw. es vollstandig entfernt wird (2,3-fache
Reduktion).

Gleichermalien interessant ist die Tatsache, dass die Aminosaure Lys-770, die mit dem terminalen
Tyr-1020 potentiell eine Wasserstoffbriicken-Bindung eingeht und somit auch an der Ausbildung der
dritten Na*-Bindungsstelle beteiligt ist (Abbildung 4.10), bei einem Austausch zu einem Alanin (K770A)
eine flinffache Reduktion der apparenten Na*-Affinitat bewirkt [TousTRUP-JENSEN et al., 2009]. Die
Reduktion der Na*-Affinitaten sowohl durch Deletionen bzw. Elongation als auch durch die Stérung der
ausgebildeten Quervernetzungen zum C-Terminus beschrankt sich nicht nur auf die a.-Untereinheit,
sondern betrifft auch andere Na*/K*-ATPase a-Isoformen. Blanco-Arias und Kollegen konnten sogar
eine 50-fache Reduktion der Na*-Affinitat verursacht durch die Duplikation des terminalen Tyrosins der
as-Untereinheit (WVEKETYYY) zeigen [BLANCO-ARIAS et al., 2009]. Diese Mutation wird mit der
vererbbaren Form der Parkinson-Krankheit assoziiert (RDP, rapid-onset dystonia-parkinsonism).

Durch Untersuchungen von Struktur-Funktions-Beziehungen und Kausalzusammenhéngen wird
etwas deutlicher, weshalb Veranderungen in der Switch-Region und direkt am C-Terminus zu
pathophysiologischen Auswirkungen filhren konnen. Die Erforschung der Atiologie der erblichen

Migraneformen bleibt weiterhin von grolRer Relevanz.

45 Zusammenhang zwischen Funktionsstorungen der Na‘/K*-ATPase

az-Untereinheit und Migrane

Nahezu alle untersuchten ATP1A2-Mutationen fiihrten entweder zu partiellem oder gar vollstandigem
Funktionsverlust. Die funktionellen Veranderungen sind hierbei recht vielfaltig und reichen von leichten

Abweichungen der Kationen-Affinitaten bis hin zu voéllig entgegengesetzter Spannungsabhangigkeiten
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und Kinetiken der transienten Strome. Nun stellt sich die Frage, wie sich die FHM2-Mutationen unter
physiologischen Bedingungen auswirken? Was passiert in der Zelle und wie kann ein funktionell
beeintrachtigtes Enzym zum Auftreten von Migrane fuhren? Diese und weitere Fragen lassen sich
einerseits anhand des einleitend beschriebenen Phanomens der Cortical Spreading Depression und
andererseits durch die Betrachtung der in vivo stattfindenden Prozesse eingehend erlautern. Die
Natrium-Kalium-Pumpe ist in zahlreichen zellularen Vorgangen sowohl im Gehirn als auch in anderen
Organen involviert. Viele sekundare Transporter, wie beispielsweise die astrozytischen Glutamat-
Transporter GLAST und GLT-1, nutzen als Energiequelle den elektrochemischen Na*-Gradienten, der
durch die Na*/K*-ATPase aufgebaut und aufrechterhalten wird. Unter pathologischen Bedingungen ist
der gekoppelte Mechanismus zwischen der neuronalen Aktivitat und dem Energie-Metabolismus in der
Astrozyte und somit zwischen der Na*/K*-ATPase und Glutamat-Transportern GLAST und GLT-1
enorm beeintrachtigt. Chatton und Kollegen konnten bereits im Jahr 2000 durch eine quantitative
Analyse aufzeigen, dass die intrazellulare Natrium-Konzentration sowohl durch die Glutamat-Aufnahme
als auch durch die Na*/K*-ATPase-Aktivitat in Astrozyten beeinflusst wird [CHATTON et al., 2000]. Die
rasche Entfernung von Glutamat aus dem synaptischen Spalt ist eine Voraussetzung fiir die neuronale
Informationstibertragung. Sie verhindert die Desensitivierung neuronaler Glutamat-Rezeptoren und die
Ubererregung umgebender Neuronen. Wenn nun die Na*/K*-ATPase einen durch eine Mutation
bedingten Funktionsdefekt aufweist, so kommt es zum Zusammenbruch des Na*-Gradienten und die
dadurch erhdhte Glutamat-Konzentration fiihrt schlieRlich ebenfalls zur Ubererregbarkeit der
Nervenzellen und folglich zur Streudepolarisation.

Weiterhin sei die Bedeutung der ar-Untereinheit genauer betrachtet. Diese a-Isoform besitzt eine
geringfugig hohere Affinitat fur intrazellulares Natrium (moglicherweise bedingt durch die Verschiebung
in Richtung der E1-Konformation), was bei niedrigen Na*-Konzentrationen in nicht-erregbaren Gliazellen
enorm von Vorteil ist [SEGALL et al., 2001]. Dies ist ebenso aulerst bedeutsam flr das effiziente
Entfernen von extrazellularem Kalium, um weitere Depolarisationen der umgebenden Zellen zu
vermeiden. ATP1A2-Knockout-Mause ohne die ao-Untereinheit sterben sofort nach der Geburt aufgrund
ihrer Unfahigkeit mit der Atmung beginnen zu kénnen [JAvES et al., 1999, IKEDA et al., 2003]. Die
az-Untereinheit wird, wie bereits erwahnt, hauptséchlich in neuronalem Gewebe exprimiert, genauer in
Gliazellen (Astrogliazellen oder Astrozyten). Ihr Anteil an der gesamten Na*/K*-ATPase-Aktivitat im
Gehirn betragt weniger als 10 %, weshalb es relativ unwahrscheinlich ist, dass der dominante
Krankheitsphanotyp durch die globale Veranderungen der Konzentrationen von monovalenten Kationen
im Zytosol oder im extrazellularen Raum herbeigefiihrt wird [GARGUS, 2009]. Vielmehr beeinflusst die
reduzierte Pumpaktivitdt Gber den Natrium-Gradienten und den funktionell gekoppelten Na*/Ca2*-

Austauscher NCX (der sowohl in Neuronen als auch in Gliazellen vorkommt) die Ca%*-Homoostase.
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NCX kann abhangig von dem vorliegenden Natrium-Gradienten Ca2* entweder in die Zelle hinein oder
aus der Zelle heraus transportieren. Wie in Abbildung 1.5 dargestellt ist, wird in den als
PlasmERosomen bezeichneten Mikrodomanen neben dem NCX auch die PMCA (in der
Plasmamembran vorkommende Ca?*-ATPase) exprimiert. Die beiden Transporterarten unterscheiden
sich hinsichtlich ihrer Eigenschaften. Wahrend PMCA eine hohe Ca2*-Affinitat und eine geringe
Turnoverzahl besitzt, hat NCX eine niedrigere Affinitdt fir Ca2* und eine um einiges hohere
Turnoverrate, was darauf hindeutet, dass NCX durch nicht-transportiertes intrazellulares Ca2+ aktiviert
wird [BLAUSTEIN et al., 2002]. Als Folge einer stark verringerten Na*/K*-ATPase-Aktivitat wird intrazellular
angereichertes Ca?* in speziellen Depots gespeichert. Sofern in den PlasmERosomen auch
Inositoltriphosphat-Rezeptoren (IP3-Rezeptor = Liganden-aktivierter Ca2*-Kanal) vorhanden sind, kann
die erhohte intrazelluldre Ca2*-Konzentration den IP3-Rezeptor fir Inositioltriphosphat sensibilisieren
[ARNON et al., 2000]. Das wiederum bewirkt die verstarkte Freisetzung von Ca?*-lonen aus dem
Endoplasmatischen Retikulum. Eine Dysfunktion der Na*/K*-ATPase hat somit einen sehr
weitreichenden Einfluss auf zahlreiche physiologische Prozesse. Im Folgenden ist anhand des
Zytoskelett-Proteins Ankyrin B ein Beispiel fiir phanotypische Modifikationen aufgefiinrt. Ankyrin B
interagiert Uber nicht-kovalente Bindungen mit diversen lonen-Pumpen und lonen-Kanalen (Na*/K*-
ATPase, Na*/Ca2*-Austauscher, IP3-Rezeptor) und ist an ihrer Verankerung in der Plasmamembran und
in speziellen Mikrodomanen in Membranen von Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten) beteiligt, die am
Caz*-Signaling mitwirken [MOHLER et al., 2003, MoHLER et al., 2005]. Mutationen im LQT4-Gen, welches
das Protein Ankyrin B kodiert, fuhren zur Long-QT-Krankheit, bei der es zu lebensbedrohlichen
Herzrhythmusstorungen kommen kann. Ein charakteristisches Merkmal ist die namensgebende
Verlangerung der QT-Zeit im Elektrokardiogramm (EKG). Die QT-Zeit ist die Zeitspanne des EKGs,
wahrenddessen der Herzmuskel elektrisch repolarisiert und in Vorbereitung fiir die nachste
Depolarisation relaxiert, was zur Kontraktion und zum Ausstromen des Blutes in die Hauptarterien fuhrt.
Dieser Prozess beinhaltet die Inaktivierung der depolarisierenden Na*- und Ca2*-Kanalstrome und die
Aktivierung der K*-Kanalstrome. Mutationen in diesem GerUst stéren ebenfalls in extremer Weise das
Zusammenspiel der verschiedenen lonen-Arten. Diese Fehlfunktion verursacht eine Verlangerung der
Repolarisationsphase des Aktionspotentials in Herzmuskelzellen und dadurch die Verlangerung der
QT-Zeit im Elektrokardiogramm. Die Ca?*-Homdostase unterliegt einer sorgfaltigen Feinregulierung:
Durch das Ausstromen von Caz* kommt es zur Kontraktion der Zelle. Das eingestromte Ca?* wird durch
den Na*/Ca2*-Austauscher aus der Zelle beférdert und im Antiport werden Na*-lonen in die Zelle
transportiert. Na*-lonen kdnnen dann wiederum (ber die Na*/K*-ATPase wieder aus der Zelle befordert
werden. Ankyrin B, der Na*/Ca2*-Austauscher, die Na*/K*-ATPase und der IPs-Rezeptor bilden einen

Multienzym-Komplex und sorgen auf diese Weise fur ein exaktes Zusammenspiel, um elektrische
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Erregungen von der Zelloberflache ins Zellinnere weiterzuleiten. Hierbei wird deutlich, wie es zur
englischen Begriffsentstehung ,Channelopathy“ bzw. ,Calciumopathy* kommt und welche Bedeutung
sie haben. Mutationen in allen bisher bekannten FHM-Genen zeigen solch einen prototypischen
neuronalen ,Channelopathy-Phanotyp“. Da die Na*/K*-ATPase den Interaktionspartner einer Vielzahl
von Proteinen darstellt, konnen bereits sehr leichte Veranderungen an den beteiligten
Interaktionsstellen zu enormen pathologischen Ereignissen und Prozessen flihren. Die nahere
Betrachtung diverser genetischer Modifikationen im ATP1A2-Gen und die hier dargelegten Kausalitaten
zwischen Mutationsart, elektrophysiologischer und struktureller Charakterisierung verdeutlichen die
Notwendigkeit weiterer systematischer Untersuchungen von Struktur-Funktions-Beziehungen. Das

Verstandnis dieser Zusammenhange steht an einem viel versprechenden Anfang.
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5 Zusammenfassung

Die aus drei verschiedenen Untereinheiten (a-, -, y-) aufgebaute Na*/K*-ATPase ist ein ubiquitares
Membranprotein, das zu den P-Typ-ATPasen gehért und maligeblich an der Bildung und Erhaltung des
Transmembranpotentials beteiligt ist. Als omniprasente lonenpumpe transportiert sie unter Verbrauch
eines ATP-Molekuls drei Natrium-lonen aus der Zelle und im selben Zyklus zwei Kalium-lonen ins
Zellinnere. Durch diesen aktiven Transport wird auch das Ruhepotential in Neuronen aufrechterhalten,
das kritisch fur die Erregbarkeit ist. Mutationen in der Na*/K*-ATPase a-Untereinheit konnen
wesentliche Proteinfunktionen massiv beeintrachtigen. Von den bisher bekannten vier humanen
a-Untereinheiten sind die beiden Isoformen a, und as mit neurologischen Erkrankungen assoziiert.
Wahrend Mutationen in der Na*/K*-ATPase as-Untereinheit zu der seltenen Erbkrankheit “Dystonie-
Parkinsonismus-Syndrom* flihren, kommt es bei genetischen Veranderungen in der ao-Untereinheit zu
einer autosomal-dominant vererbbaren Form der Migrane mit Aura, der “Familidren Hemiplegischen
Migrane* des Typs Il (FHM-2).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss 14 migrane-relevanter Mutationen auf Struktur-Funktions-
Beziehungen der Na*/K*-ATPase ap-Untereinheit untersucht. Uberwiegend handelte es sich hierbei um
typische Punktmutationen, wobei auch je eine Deletions- und eine Frameshift-Mutation néher betrachtet
wurden. Die Auswahl der ATP1A2-Mutanten erfolgte nach ihrer Lokalisation in funktionell wichtigen

bzw. hochkonservierten Regionen der Na*/K*-ATPase a.-Untereinheit.

Mit Hilfe des Expressionssystems der Xenopus laevis-Oozyten konnten die Konsequenzen der
unterschiedlichen Aminosaure-Austausche eingehend charakterisiert werden. Hierflir standen neben
elektrophysiologischen auch biochemische und spektroskopische Methoden zur Verfugung.
Ausgenommen von zwei ATP1A2-Mutationen konnten die ubrigen erfolgreich in der Plasmamembran
nachgewiesen werden. Die beiden Mutationen S966X (Frameshift) und del(K935-S940)insI (Deletion)
befinden sich unmittelbar in der Nahe der C-terminal gelegenen Transmembrandoméne TM9 und
verursachen starke strukturelle Veranderungen, die dazu filhren, dass ein verkiirztes und nicht korrekt
in die Plasmamembran integrierbares Protein entsteht. Vier weitere FHM2-Mutationen (T263M, G301R,
T376M und R937P) wiesen ebenfalls keine stationaren Pumpstrome auf, trotz ihrer fehlerfreien
Integration in die Plasmamembran. Durch die strukturelle Veranderung in den hochkonservierten
Regionen ist die Na*/K*-ATPase-Funktion dieser Mutanten schwerwiegend beeintrachtigt. Anhand der
Na*/K*-ATPase-Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass hier essentielle Wasserstoffbriicken-
Netzwerke destabilisiert werden, die die Transportaktivitat massiv beeintrachtigen.

Bei acht der untersuchten FHM2-Mutationen lieRen sich diverse Parameter, wie Spannungswerte fur
halbmaximale Ladungsverschiebungen, Wechselzahlen, sowie Na*- und K*-Affinitaten im Detail
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bestimmen. Nennenswert sind hierbei insbesondere die zwei Mutanten: P979L und X1021R. Die
Charakterisierung der P979L-Mutation flhrte zu der Erkenntnis, dass sie sich funktionell wie das
Wildtyp-Enzym verhalt und keinerlei Abweichungen aufweist. Allerdings lasst sich diese Beobachtung
lediglich bei Xenopus laevis-Oozyten machen, die bei etwa 18°C kultiviert und analysiert werden. In
Saugerzellen, die bei einer Temperatur von 37°C wachsen und untersucht werden, zeigte sich, dass die
Mutation bei Korpertemperatur offensichtlich zu einem degradierten Protein flhrt.

Durch die FHM2-Mutation X1021R ist der C-Terminus um 28 Aminosdauren elongiert.
Elektrophysiologische Messungen ergaben ein vollkommen kontroverses Verhalten des veranderten
Proteins gegentiber dem Wildtyp. Die Addition von zusatzlichen Aminosauren an den C-Terminus flihrt
zu gravierenden Veranderungen in der Natrium-Interaktion und der Spannungssensitivitat. Strukturell
betrachtet leisten der C-Terminus und die zugehdrige Switch-Region einen erheblichen Beitrag zur

Bildung der dritten Natrium-Bindungsstelle.
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