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1. Einleitung

1.1 Aufbau des Skelettmuskels

Quergestreifte Muskelfasern bestehen aus einer vielkernigen Zelle mit einem Durchmesser
von 5-100 pM, die mehrere Zentimeter lang sein kann, und enthalten zahlreiche Myofibrillen
in denen die Aktin- und Myosinfilamente organisiert sind. Sarcomere bilden die funktionellen
Einheiten in den Myofibrillen. Sie sind in einer Muskelfaser so angeordnet, daf sie der Faser
ein im Lichtmikroskop sichtbares, quergestreiftes Aussehen verleihen. Das Sarcomer ist in
mehrere Banden, Scheiben und Zonen aufgeteilt, die sich je nach Kontraktionszustand der
Zelle mehr oder weniger weit Tiberlappen. Die an der M-Scheibe lokalisierten
Myosinfilamente verbinden sich wéihrend der Kontraktion iiber Querbriicken mit den an der
Z-Scheibe befestigten Aktinfilamenten. Das aktive Gleiten (‘sliding filaments’) der diinnen
Aktinfilamente zwischen die dicken Myosinfilamente fithrt zu einer Verkiirzung der
Myofibrille. Bei der Erschlaffung oder Dehnung des Muskels wird das Ausmall der

Uberlappung durch Lésen der Bindungen wieder reduziert.

1.2 Sarcoplasmatisches Reticulum (SR)

Muskelzellen verfiigen iiber ein spezielles Membransystem, das der Speicherung von
Calcium-ionen dient und deren schnelle Freisetzung in das Cytoplasma sowie den
Riicktransport in das SR-Lumen wihrend des Erregungs-Kontraktions-Zyklus gewihrleistet.
Die Bezeichnung sarcoplasmatisches Reticulum leitet sich aufgrund seiner morphologischen
Verwandtschaft zu dem endoplasmatischen Reticulum (ER) und seines Vorkommens in den
Sarcomeren ab.

Das SR ist wie ein hohler Kragen um jede Myofibrille von einer Z-Scheibe zur anderen
gewickelt und befindet sich neben dem System der transversalen Tubuli (T-Tubuli), die
Ausstiilpungen des Sarcolemmas darstellen und somit ein anatomisches Bindeglied zwischen
der Oberflichenmembran und den tief in der Muskelfaser befindlichen Myofibrillen bilden.
Die longitudinalen Tubuli sind jeweils auf der Hohe der Z-Scheiben lokalisiert und
umspannen die Myofibrillen netzartig liber die gesamte Sarcomerlédnge. Sie erweitern sich an
den Enden jedes Sarcomers zu Ausstiilpungen, die man terminale Cisternen nennt. Die
terminalen Cisternen zweier aneinandergrenzender Sarcomere stehen im Bereich der I-Bande
iber einen schmalen Spalt in engem Kontakt mit einem T-Tubulus und bilden eine Triade. In

elektronenmikroskopischen Studien zeigt sich, da3 dieser Spalt von ‘feet structures’ durch-
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spannt wird, bei denen es sich um tetramere Komplexe des Ca’'-Release-Kanals mit
assoziierten Proteinen handelt (Chu et al. 1986, Chu et al. 1987, Ahern et al. 1994). Der Kanal
wird aufgrund seiner hohen Affinitdt zu dem Alkaloid Ryanodin auch als Ryanodin-Rezeptor
(RyR) bezeichnet.

SR-Vesikel lassen sich durch differentielle Zentrifugation (Hasselbach und Makinose 1961
und 1963, Portzehl 1957) funktionsfahig isolieren. Durch anschlieende Saccharosedichte-
gradienten-Zentrifugation erhélt man zwei unterschiedliche Vesikel-Populationen. Die ‘light’
Vesikel (LSR) stammen aus dem longitudinalen Bereich des SR und enthalten zu 90% Ca*'-
ATPase und nur geringe Mengen RyR (Meissner 1975). Die ‘heavy’ Vesikel bestehen aus den
terminalen Cisternen und enthalten auBer der Ca*"-ATPase (55-65%) zahlreiche Ryanodin-
Rezeptoren (Louis 1980, Campbell et al. 1980).

Die Vesikel haben einen Durchmesser von 50-200 nm (Eich 1987) und ein Volumen von 3-7

ul/mg Protein (Herbette et al. 1981).
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Abb. 1-1 Schematische Darstellung des sarcoplasmatischen Reticulums eines quergestreiften Muskels (Eckert

1986)
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1.3 Erregungs-Kontraktions-Kopplung (EKK)

Die Depolarisation des Sarcolemmas fiihrt in den transversalen Tubuli zur Aktivierung von
integralen spannungsabhingigen Ca’"-Kanilen, den Dihydropyridin-Rezeptoren (DHPR oder
L-Typ Ca*-Kanile), die hiufig mit dem Ryanodin-Rezeptor des sarcoplasmatischen
Reticulums assoziiert sind. Der DHPR dndert seine Konformation und aktiviert {iber eine
cytoplasmatische Schleife den RyR (Lu et al.1994), der iiber seine FuBlstrukturen mit den T-
Tubuli in Kontakt steht. Das mechanische Signal zur Offnung des Kanals wird direkt iiber
diese Strukturen vermittelt. Die Ca**-Konzentration im Cytoplasma wird sehr schnell von
unter 107 auf 10™ molar erhéht.

Die Ca*"-Bindung an Troponin C fiihrt zu einer Konformationsinderung im Actin-Troponin-
Tropomyosin-Komplex und beeinfluflt die Aktin-Myosinwechselwirkung (Gordon et al. 2000,
Payne und Rudnick 1989), wodurch der Kontraktionszyklus eingeleitet wird.

Der RyR bleibt aktiv, solange die Depolarisation der Membran andauert. Die Ca’"-ATPase
beginnt dann sofort mit dem aktiven Riicktransport von Ca®" in das SR-Lumen und fiihrt
somit zur Relaxation des Muskels.

Das Membranpotential des sarcoplasmatischen Reticulums bleibt sowohl wihrend der
schnellen Calcium-Freisetzung durch den RyR als auch bei dem aktiven Riicktransport durch
die Ca**-ATPase konstant bei etwa 0 mV (Fink und Veigel 1996). In vitro Untersuchungen an
rekonstituierten Vesikeln zeigen allerdings, daB durch den Ca’’-Release und die Ca’'-
Aufnahme  grofe  Potentialdifferenzen  entstehen.  Die Ca’’-ATPase  bewirkt
Membranpotentiale von bis zu -60 mV, die eine weitere Ca’"-Aufnahme behindern wiirden
(Martonosi 1984, Zimniak und Racker 1978, Morimoto und Kasai 1986, Hartung et al. 1987,
Kometani und Kasai 1978, Yu et al. 1993). Unter physiologischen Bedingungen muf
demnach ein Ladungsausgleich durch die Wanderung von Kationen entgegen oder Anionen
mit den Ca*"-Ionen erfolgen (Yu et al. 1994, Chu et al.1983a und 1983b, Meissner und
McKinley 1976).

1.4 Proteine des sarcoplasmatischen Reticulums

Die Hauptkomponente bildet die Mg**-abhiingige Ca*"-ATPase (110 kDa). Sie besteht aus
1001 Aminosduren und transportiert pro hydrolysiertem ATP 2 Mol Ca*" vom Cytoplasma in
das Lumen des SR (MacLennan et al. 1985). Sie gehdrt zu den ionentransportierenden
ATPasen vom P-Typ (Inesi und Kirtley 1992), zu denen ebenfalls die Na'/K'-ATPase, die

H'/K'-ATPase sowie die K'-ATPase aus E. Coli zdhlen. Ihnen gemeinsam ist ein Wechsel
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zwischen der E1- und E2-Form, die Hemmung durch Vanadat sowie die Phosphorylierung
eines Aspartatrests im aktiven Zentrum.

Calsequestrin (63 kDa), Calreticulin (46 kDa), Calmodulin (16.7 kDa), Glycoprotein 53 (GP-
53, 53 kDa) und das ‘histidine-rich Ca’*-binding protein® (HCP, 170 kDa) binden Ca’" und
halten die luminale freie Ca’’-Konzentration gering, so daB die Speicherkapazitit des SR
erhoht wird (Leberer et al. 1990, Campbell und Mac Lennan 1983, Michalak et al. 1980,
Tuana und Mac Lennan 1988).

Calsequestrin ist zudem fiir die Aktivitdt bzw. Ca®'-Sensitivitit des RyR notwendig
(Kawasaki et al. 1994). GP-53 (Campbell und Mac Lennan 1981) zeigt Homologien zu einem
160 kDa Glycoprotein, dem Sarcalumenin, das durch die Casein Kinase II phosphoryliert wird
und modulierend auf den RyR einwirkt (Shoshan-Barmatz et al. 1996b). Fiir HCP werden
dhnliche Eigenschaften diskutiert (Damiani et al. 1995).

1.5 Tonenkaniile

Ionenkanile bilden hochselektive, hydrophile Poren durch die Membran. Im Gegensatz zu
Carrier-Proteinen lassen sie sich nicht energetisch koppeln und erlauben lediglich einen
passiven Transport entlang des elektrochemischen Gradienten. Dafiir ist die Transportaktivitat
etwa um das 1000fache beschleunigt. Die Regulation der Durchtrittspore wird als ‘gating’
bezeichnet und erfolgt durch Spannungsinderungen (‘voltage-dependent’), durch
mechanische Reize (Dehnungsreize) oder durch die Bindung von Signalmolekiilen (Liganden-
kontrolliert). Als physiologische Liganden konnen Neurotransmitter, intrazellulére
Botenstoffe wie Ionen und Nucleotide sowie bestimmte Signalproteine (G-Proteine) agieren.
Zusiatzlich konnen Phosphorylierungen bzw. Dephosphorylierungen eine Rolle spielen. Eine
Modifikation der Kanaleigenschaften durch Ionenkanal-Inhibitoren und -Aktivatoren erfolgt
entweder durch direkte Blockade der Pore (‘open channel block™) oder durch Modulation des

‘gating’-Mechanismus.

Neben Ca”" ist die SR-Membran fiir K, Na*, H", Mg*", HPO,* und CI permeabel (Young et
al. 1981, Morimoto und Kasai 1986, Tanifuji 1987, Hals 1989, Thinnes 1992, Hudson et al.
1995, Dulhunty et al. 1996, Colombini et al.1996). Aber auch organische Anionen und
Polyanionen wie Nucleotide und andere Metabolite kénnen die Membran {iberwinden

(Shoshan-Barmatz et al. 1996a, Salama und Scarpa 1985, Kasai und Ide 1996).
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1.5.1 Ca**-Release-Kanal

Der Ca’'-Release-Kanal (RyR) des Skelettmuskels besteht aus einem Homotetramer mit
Untereinheiten von je 595 kDa. Mit einer GroBe von fast 2.4 MDa kann man ihn in
elektronenmikroskopischen Aufnahmen als ‘feet structure’ erkennen (Saito et al. 1988).
Durch ihn erfolgt die Freisetzung von Ca’" aus dem SR-Lumen (Meissner 1994). Ryanodin
bindet mit hoher Affinitdt und Spezifitit (Franzini-Armstrong und Protasi 1997, Zucchi und
Ronca-Testoni 1997) und aktiviert den Kanal in niedrigen Konzentrationen (10-50 nm), in
hoheren Konzentrationen (10-300 pM) dagegen fiihrt es zur Hemmung (Valdivia und
Coronado 1989, Hasselbach und Migala 1992). Der RyR weist verschiedene Bindungsstellen
fiir Nucleotide und regulatorische Proteine wie Sarcalumenin und Calmodulin auf. Der Kanal
wird durch Ca®", Coffein und ATP aktiviert und durch Mg>", Procain sowie Rutheniumrot
gehemmt (Nagasaki und Kasai 1983, Yamamoto und Kasai 1982).

Ca”'-freies Calmodulin fithrt nach Bindung an eine der wahrscheinlich 24 Calmodulin-
Bindungsstellen zur Aktivierung, Ca’"-Calmodulin dagegen zur Hemmung des Kanals.
Suramin, ein polysulfonierter Naphthylharnstoff, stellt durch Wechselwirkung mit einer
Calmodulin-Bindedoméne einen starken und direkten Aktivator des RyR dar (Chen und Mac

Lennan 1994, Klinger et al. 1999, Sitsapesan 1999).

1.5.2 Kaliumkaniile

Kaliumkanéle befinden sich vorwiegend in der Membran des longitudinalen SR und werden
durch Ca®"- und Mg*"-Tonen konzentrationsabhingig gehemmt (Soler et al. 1994, Ide et al.
1991). Der Transport einwertiger Kationen ist weniger effektiv als der von Anionen
(Kometani und Kasai 1978), weshalb Kaliumkanile wahrscheinlich nicht zum
Ladungsausglseich ~ wihrend des  Ca’"-Fluxes  beitragen.  Zudem ist ihre
Offenwahrscheinlichkeit Py bei 0 mV und negativen Potentialen sehr gering (Miller 1978,
Coronado et al. 1980).

1.5.3 Anionenkaniile

Chloridkanile sind in verschiedenen Zelltypen in unterschiedliche physiologische Funktionen
involviert. Sie spielen eine essentielle Rolle bei der Osmoregulation, inhibitorischen
Neurotransmission, pH-Balance, Salz- und Fliisssigkeitssekretion und der Regulation des

Zellvolumens (Hille 1992, Guggino 1994, Al-Awqati 1995). Im Skelettmuskel stabilisert der
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spannungsabhéngige Cl'-Kanal das Membranpotential des Sarcolemmas (Blatz und Magleby
1983 und 1985).

Im SR ist die physiologische Rolle von CI" noch nicht vollstindig gekldrt. Man geht davon
aus, dafl Chloridionen an dem Ladungsausgleich wihrend der EKK beteiligt sind und den

Ca’’-Release regulieren (Allard und Rougier 1994, Berman 1999).

Durch Isotopen-Flux-Experimente konnte gezeigt werden, da3 SR-Vesikel aus Herz- und
Skelettmuskulatur fiir Chlorid durchldssig sind (Meissner und McKinley 1976 und 1982). Die
Permeabilitit von CI” ist 50mal hoher als die von K™ (Kometani und Kasai 1978), weshalb es
eine grofere Rolle bei der Ladungsbalance wihrend der Ca*'-Freisetzung spielen konnte.
Neben der hohen Permeabilitét fiir CI" und einige andere anorganische Anionen ist die SR-

Membran auch fiir Nucleotide, Oxalat und andere Dicarboxylationen durchléssig.

Die unterschiedlichen Anforderungen verschiedener physiologischer Prozesse erkldren die
Diversitit von Cl'-Kanilen in SR-Membranen des gleichen Gewebes, deren physiologische
Rolle sich von ihren biophysikalischen Eigenschaften ableitet. Eine hohe Leitfahigkeit hat
z.B. den Vorteil, daB groe Mengen von Anionen flir die Ladungskompensation und
Zerstorung des Membranpotentials, das wihrend des Ca’’-Fluxes entsteht, transportiert

werden konnen.

Die elektrischen Eigenschaften der SR-Membran wurden hauptséchlich durch Verwendung
der ‘planar lipid bilayer’-Technik (PLB-Technik) untersucht. Diese Methode ergab, daf3 die
SR-Membran mindestens drei verschiedene Anionenkanile enthélt, die sich hinsichtlich ihrer
Leitfahigkeit, Kinetik, Spannungsabhéngigkeit und Pharmakologie unterscheiden:

den BCI (‘big chloride channel’), den SCl (‘small chloride channel’) und den VDAC
(‘voltage-dependent anion-selective channel’). Zudem ist ein 100 kDa Protein aus dem
longitudinalen SR bekannt, das in PLB-Experimenten Chloridkanile ausbildet (Ide et al.
1991). In der Literatur werden noch weitere Kanile beschrieben, die sich in ihrer
Leitfahigkeit, Selektivitdt und Sensitivitit zu Hemmstoffen unterscheiden. Da sie in PLB-
Experimenten nur selten auftreten, konnten sie jedoch noch nicht ndher charakterisiert
werden. Es besteht allerdings auch die Moglichkeit, da3 es sich hierbei um Verunreinigungen

durch Sarcolemma und T-Tubuli-Membranen handelt (Mitchell et al. 1983).
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1.5.3.1 BCl (‘big chloride channel’)

Der BCI édhnelt in Bezug auf lonenselektivitit, Leitfahigkeit sowie seiner Sensivitit zu Sulfat
und DIDS dem von Tanifuji et al. (1987) beschriebenen Kanal. Die Leitfahigkeit fiir CI
betriagt 210-250 pS (Kourie 1997b). Der Kanal ist in Lipid-Doppelmembranen meist gedffnet
(Offenwahrscheinlichkeit P, liegt nahe bei 1) und reagiert nicht auf Anderungen der Spannung
(Kourie 1996a) und der cytoplasmatischen Ca®*-Konzentration (Ahern und Laver 1998). Der
Kanal ist selektiv fiir Chlorid und wird durch 30-70 mM Sulfat von der cytoplasmatischen
Seite gehemmt.

CI'-Kanal-Inhibitoren stellen wichtige Hilfsmittel bei der Untersuchung des Ionentransports
dar. Die Stilbendisulfonat-Derivate SITS und DIDS hemmen die Anionenpermeabilitét
skelettaler SR-Vesikel in millimolaren Konzentrationen (Kasai und Taguchi 1981). DIDS-
Konzentrationen in mikromolaren Bereichen zeigen partielle Effekte auf einzelne CI'-
Kanalaktivititen und nur eine um 10-25% reduzierte Permeabilitit (Rousseau 1989).

8 uM DIDS bewirken im BCI keinen Effekt, 80 uM senken die Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals, dagegen fithren 120 uM DIDS zu einer absoluten Hemmung des Kanals.

ATP hemmt den Kanal von der luminalen Seite, jedoch nicht von der cytoplasmatischen Seite.
Der BCI konnte deshalb dhnlich dem VDAC einen Transportweg fiir Polyanionen darstellen
(Kourie 1997a). Nucleotide werden fiir Phosphorylierungs-abhéngige Funktionen im SR-
Lumen benétigt (Shoshan-Barmatz et al. 1996a). Die kinetischen Eigenschaften sowie die

fehlende Spannungsabhingigkeit der Aktivitét unterscheiden ihn allerdings vom VDAC.

1.5.3.2 SCI (‘small chloride channel’)

Der ‘small chloride channel’ unterscheidet sich in seinen Transporteigenschaften von den
bekannten Anionenkanélen des SR, der T-Tubuli und des Sarcolemmas (Kourie et al. 1996a),
dhnelt allerdings einem Cl'-Kanal des SR im Herzmuskel (Rousseau 1989). Die Leitfdahigkeit
des SCI liegt fiir CI" und SO4* bei 65-95 pS (Kourie 1996a), was auf eine geringere
Anionenspezifitit hinweist. Er zeigt spannungsabéngige Aktivierungs- und Inaktivierungs-
Kinetiken bei negativen Potentialen, die Aktivitit mull jedoch durch einen Prad-Puls zu
positiven Potentialen induziert werden.

Die Funktion des Kanals ist abhéingig von der cytoplasmatischen Ca**-Konzentration, weshalb
er auch als Ca*'-induzierter CI'-Kanal beschrieben wird. 1 pM Ca®>" sind zur Stimulation

erforderlich (Kourie 1996b).
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DIDS hemmt den Kanal reversibel und in mikromolaren Konzentrationen (8 uM DIDS).
Inositolpolyphosphate reduzieren die Cl'-Permeabilitit des Kanals durch Bindung an eine
Polyanionen-Bindungsstelle auf der cytoplasmatischen Seite (Kourie 1997a).

Ahnlich wirken Adenosinphosphate und deren Derivate wie AMP-PNP. Die ATP-induzierte
Hemmung von der cytoplasmatischen Seite ist konzentrations- und spannungsunabhéngig. Die
Effektivitit der Hemmung nimmt mit steigender Ladung zu (ATP*>ADP*>>>AMP?)
(Kourie 1998). Sie erfolgt liber einen ‘open channel block’ (Kourie 1997a, Ahern und Laver
1998). In vivo ist deshalb bei niedrigen physiologischen ATP-Konzentrationen die
Offenwahrschein-lichkeit des Kanals sehr gering (Terzic et al. 1995), was die Rolle des SCI
als Ladungs-Kompensator vor allem in Gegenwart des fast stindig gedffneten BCl in Frage
stellt. Jedoch geben die biophysikalischen Parameter der Ionenkanal-Aktivitit aus PLB-
Experimenten keine quantitative Aussage iiber die regulatorischen Mechanismen in vivo. Die
ATP-Sensivitit des Kanals konnte unter physiologischen Bedingungen durch den pHcy -Wert,
das ATP/ADP-Verhiltnis, Lactat oder metabolischen Stre3 modifiziert werden. Zudem
arbeiten lonenkanile wesentlich effizienter als Pumpen und Carrier, weshalb auch wenige, fiir
kurze Zeit gedffnete Kanile einen ausreichenden Transportausgleich fiir die Ca’’-ATPase
schaffen konnen (Kourie 1999).

In PLB-Experimenten wurde der Einflul des pH-Wertes auf die Funktion des SCI getestet
(Kourie 1999). Niedrige cytoplasmatische pH-Werte (pHc,-Werte) verdndern die
Leitfihigkeit und die Kinetik des Kanals und fithren zu einem verminderten Ionenstrom. Ca”"-
Release-Kanile werden ebenfalls durch niedrige pH.,-Werte moduliert (Ma und Zhao 1994,
Rousseau und Pinkos 1990), so dafl eine funktionelle Kopplung des SCI mit dem RyR
diskutiert wird (Kourie 1999). Die beiden Kanile kdnnten bei ungiinstigen physiologischen

Bedingungen (Hypoxie, Erschopfung) den Ca**-Einstrom in das Myoplasma verhindern.

BCI und SCI konnten in PLB-Experimenten gleichermallen in den terminalen Cisternen und
im longitudinalen SR nachgewiesen werden. Da die Rekonstitution meist gleichzeitig erfolgt,

wird eine Co-Lokalisation beider Kanéle postuliert (Kourie et al. 1996a).
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1.5.3.3 VDAC (‘voltage-dependent anion-selective channel’)

Der VDAC wurde zuerst in der du3eren Mitochondrienmembran detektiert (Colombini 1979).
Lange Zeit ging man davon aus, daf} er nur dort lokalisiert ist. Seit einiger Zeit gibt es sehr
viele Hinweise fiir eine extramitochondriale Expression des VDAC. Der Kanal wurde in der
Plasmamembran verschiedener Zellen (Bureau et al. 1992, Cole et al. 1992, Puchelle et al.
1993, Lisanti et al. 1994, Jakob et al. 1995, Reymann et al. 1995), in der Kernmembran
(Konig et al. 1991, Junankar et al. 1993) und im SR (Junankar et al. 1995, Shoshan-Barmatz
et al. 1996a) nachgewiesen. Porin 31HL aus der Membran humaner B-Lymphozyten ist
ebenfalls mit dem mitochondrialen VDAC identisch (Benz et al. 1992, Kayser et al. 1989,
Thinnes et al. 1989).

Man geht davon aus, da3 der VDAC in Mitochondrien den Hauptweg fiir die Diffusion von
Ionen und Metaboliten durch die &dulere Membran darstellt und den Transport von
Adeninnucleotiden reguliert (Hodge und Colombini 1997, Rostovtseva und Colombini 1997).
Der VDAC scheint in der Mitochondrienmembran noch zusétzliche Funktionen auszuiiben, da
er mit verschiedenen cytosolischen und mitochondrialen Proteinen wie Hexokinase (Fiek et al.
1982, Linden et al. 1982), MAP2, einem Protein des Cytoskeletts (Linden und Karlsson
1996), und Cytochrom ¢ (Mannella et al. 1987, Stanley 1994) in Wechselwirkung tritt.

Der 31 kDa mitochondriale VDAC bildet nach der Rekonstitution in Lipid-Doppelmembranen
einen ‘large-conductance’ lonenkanal mit einer CI'- Leitfahigkeit von 4-4.5 nS aus (Schein et
al. 1976, Colombini 1979).

Bei niedrigen Membranpotentialen (< 20 mV) ist der Kanal schwach Anionen-selektiv. Bei
hoheren Membranpotentialen (> 30-40 mV) wechselt er zu teilweise geschlossenen Kationen-
selektiven Stadien (Benz et al. 1990, 1988).

Sequenz- und Strukturanalysen suggerieren eine porindhnliche FaB3struktur, das sogenante ‘[3-
barrel’. Es konnten jedoch bis jetzt keine Sequenzhomologien zu den bakteriellen Porinen
gefunden werden, obwohl die Eigenschaften in Einzelkanal-Messungen sehr dhnlich sind
(Forte et al. 1987). Eine allgemeine strukturelle Eigenschaft bakterieller Porine, deren Struktur
durch Rontgenkristallographie aufgekldrt wurde, ist ein intraluminales Segment, das mit
Resten des ‘B-barrels’ wechselwirkt, die Selektivitdt der Pore mitbestimmt und zu deren
Stabilisierung beitrdgt (Cowan et al. 1992, Weiss und Schulz 1992). In mitochondrialem
VDAC konnte dieses Segment nicht detektiert werden. Der VDAC bildet auch keine dicht-

gepackten symmetrischen trimeren Komplexe wie die bakteriellen Porine (Mannella 1998).
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Jeder Kanal besteht wahrscheinlich aus einer Polypeptidkette (Mannella 1987, Thomas et al.
1991, Peng et al. 1992a), jedoch gibt es auch Hinweise auf eine Dimerisierung (Linden und
Gellerfors 1983, Krause et al. 1986). Das ‘fB-barrel’ wird aus 12-16 antiparallenen [3-
Faltbléttern gebildet (De Pinto et al. 1991, Rauch und Moran 1994, Dolder et al. 1999), mit
einem o-helikalen N-Terminus, dessen Funktion zur Zeit noch nicht geklért ist (Mannella
1998, Blachly-Dyson et al. 1990). Der Porendurchmesser betrdgt im gedffneten Zustand 2-3
nm (Colombini 1980, Mannella 1981, Sorgato und Moran 1993, Benz 1994).

Es werden verschiedene Mechanismen diskutiert, die das ‘gating’ des Kanals bewirken.
Mannella und Guo (1992) nehmen an, dal sich die N-terminale o-Helix in oder iiber das
Innere der Pore bewegt, was zum partiellen VerschluB3 des Kanals fiihrt. Punktmutationen in
der N-terminalen Doméne deuten jedoch darauthin, daB8 der o-helikale Bereich im offenen
Zustand einen Spannungssensor und einen integralen Teil des Lumens darstellt (Blachly-
Dyson et al. 1990, Thomas et al. 1993, Popp et al. 1996, Koppel et al. 1997). Ein Zwei-
Stufen-Mechanismus (Mannella 1998), bei dem sich die N-terminale Doméne im elektro-
physiologischen offenen Zustand in einem Spalt in der Lumenwand befindet, scheint im
Moment das akzeptabelste Modell darzustellen. Durch ‘gating’-Stimuli wird sie aus der
Furche verdrangt. Dies filihrt zur Destabilisierung des ‘B-barrels’ und zu einem partiellen
Verschlul des Kanals. Antikorper gegen die N-terminale Doméne des VDAC zeigen
allerdings keinen Einflufl auf die Kanaleigenschaften, wodurch eine mogliche Beteiligung am
‘gating’-Mechanismus zweifelhaft ist (Benz et al. 1992).

Bis jetzt ist noch unklar, ob der VDAC in situ auch durch Membranpotentiale in einen fast
geschlossenen Zustand wechselt, wie es in PLB-Experimenten induziert wurde (Hodge und
Colombini 1997, Zizi et al. 1998), da die Mitochondrienmembran (wie auch die SR-
Membran) nicht signifikant elektrogen ist. Wahrscheinlicher aber ist, dal der VDAC in vivo
mit endogenen Liganden wechselwirkt. B-NADH senkt die Spannungsabhingigkeit des
VDAC und konnte somit die Permeabilitidt der dufleren Mitochondrienmembran regulieren
(Zizi et al. 1994, Holden und Colombini 1993). AuBlerdem vermindert es die Permeabilitét der
Membran fiir Adeninnucleotide um den Faktor 6 (Lee et al. 1994). a-NADH und B-NAD"
bewirken diese Effekte nicht.

Synthetische Polyanionen modulieren ebenfalls die Spannungsabhingigkeit des Kanals
(Colombini et al. 1987, Heiden et al. 1996) und schrinken die Diffusion von Adenin-

nucleotiden ein (Benz et al. 1990, Liu und Colombini 1992). Eine vollstaindige Hemmung
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konnte nur durch Konigs Polyanion erzielt werden (Colombini et al. 1987 und 1996,
Colombini 1989).

Zn*" reduziert die Spannungsabhingigkeit des Kanals, wohingegen Bariumionen keinen
Effekt zeigen (Hellmann et al. 1999).

Der Cl'-Kanal-Inhibitor DIDS hemmt den VDAC in PLB-Experimenten, indem er dessen
Spannungsabhéngigkeit vermindert. Diese Studie gab erste Hinweise darauf, da3 der VDAC
Teil eines Cl'-Kanal-Komplexes darstellt (Thinnes et al. 1990). Man geht davon aus, daf
euka-ryotisches Porin die Kanalkomponente des ORDIC- (‘outwardly-rectifying
depolarisation-induced chloride channel’) Komplexes bildet (Thinnes und Reymann 1997).
Jedoch konnte auch eine Komplexbildung mit dem Benzodiazepin-Rezeptor und dem
Adeninnucleotid-Translokator sowie diversen Kinasen beobachtet werden (McEnery et al.
1991, Kinally et al. 1993, Brdiczka 1991).

Neben der Bindung des Stilben-Derivats (Thinnes et al. 1994) konnte auch die von ATP iiber
eine Nucleotid-Bindungsstelle (GY GFG) nachgewiesen werden (Florke et al. 1994).

Der VDAC wird in vivo durch die Wechselwirkung mit einem oder mehreren Modulatoren
reguliert, die sich im Intermembran-Spalt der Mitochondrien befinden (Benz 1994 und
Colombini et al. 1996). Strukturelle und funktionelle Anderungen durch niedrigen pH-Wert
und Membranpotentiale imitieren in vitro die Effektor-induzierten Konformationsianderungen.
Ein mitochondriales Modulator-Protein wurde von Liu und Colombini postuliert (1994), das
den Wechsel zu Stadien mit niedrigerer Leitfahigkeit (‘lower-conducting substates’)

erleichtert.

Vor kurzem wurde das Vorkommen des VDAC im SR von verschiedenen Arbeitsgruppen
demonstriert (Lewis et al. 1994, Shoshan-Barmatz et al. 1996a, Junankar et al. 1995). Jiirgens
et al. (1995) konnten den Kanal allerdings nur in den transversalen Tubuli und nicht im
longitudinalen SR nachweisen.

Die Funktion des VDAC in SR-Membranen ist noch nicht vollstédndig geklart. Wahrscheinlich
minimiert er Potentialinderungen, die wéhrend der Calcium-Freisetzung und -Aufnahme
entstehen. Zudem erlaubt er den Austausch von ATP/ADP und anorganischem Phosphat
zwischen dem SR-Lumen und dem Cytoplasma. ATP wird z.B. fiir die Phosphorylierung
luminaler Proteine (Sarcalumenin, Calsequestrin und HCP) benotigt (Shoshan-Barmatz et al.

1996b).
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Der Kanal wird, wie der mitochondriale VDAC, spannungsabhingig durch DIDS und DCCD
gehemmt und dadurch der ATP-Transport in native SR-Vesikel reduziert (Shoshan-Barmatz
1996a).

1.6 G-Proteine im SR

Heterotrimere G-Proteine koppeln membranstindige, heptahelicale Rezeptoren an ihre
zelluldren Effektorsysteme wie Ionenkanile oder Enzyme. Nach der Stimulation durchlaufen
die G-Proteine einen Aktivierungs- und Deaktivierungs-Zyklus. Der Agonist-Rezeptor-
Komplex tritt in Wechselwirkung mit der Go-Untereinheit und fiihrt zum Austausch von GDP
durch GTP. Die Gg-Untereinheit dissoziiert von dem B/y-Dimer ab, und beide modulieren
iiber ‘second messenger’ die Aktivitdit von Effektorproteinen. Durch Hydrolyse des
gebundenen GTP kommt es zur Reassoziation des trimeren Komplexes und somit zur
Deaktivierung.

Seit einiger Zeit wird allerdings auch eine direkte Wechselwirkung von G-Proteinen mit
Calcium-, Kalium- und Chloridkanilen diskutiert (Dolphin 1990, Somasundaram und Tregear
1993, Sun et al. 1993, Ismailov et al. 1996).

Gg-Untereinheiten werden in vier Gruppen unterteilt: o, Olot, Og, Oli2/13, die sich jeweils in
ihren biochemischen und strukturellen Eigenschaften dhneln. Die B- und y-Untereinheiten
bilden stabile Dimere, die erst durch Denaturierung getrennt werden konnen. Bis jetzt wurden

5 B- und 12 y-Untereinheiten beschrieben (Freissmuth et al. 1999).

In den T-Tubuli und in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums konnten sowohl
heterotrimere als auch ‘kleine’ G-Proteine nachgewiesen werden (Doucet und Tuana 1991,
Scherer et al. 1987).

Einige Gy-Untereinheiten konnen durch Pertussistoxin und Choleratoxin spezifisch ADP-
ribosyliert werden. Weitere Nachweismethoden bieten die Photoaffinitdtsmarkierung durch
[*?P]-GTP, die Immunodetektion sowie die Wirkung verschiedener GTP-Derivate. Im LSR
konnten die Gyo-Untereinheit und mehrere kleine G-Proteine detektiert werden (Kutchai et al.
1993). Gig, Gso und Ggq sind in HSR- und LSR-Vesikeln lokalisiert (Carrasco et al. 1994). Die
T-Tubuli enthalten den groBten Anteil GTP-bindender Proteine.

Man geht davon aus, dall G-Proteine in die Erregungs-Kontraktions-Kopplung involviert sind,

da GTPYS den Ca’"-Release stimuliert (Carney-Anderson und Donaldson 1994, Villaz et al.
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1989) und eine Co-Lokalisation mit spannungsabhingigen Ca’"-Kanilen (DHPR)
nachgewiesen werden konnte (Toutant et al. 1990). Welche regulatorischen Funktionen G-
Proteine in den Vesikeln des HSR und besonders des LSR einnehmen, konnte bis jetzt noch
nicht geklart werden.

Suramin, ein bekannter P2-Purinoceptor-Antagonist, und dessen Derivate hemmen G-Proteine
in mikromolaren Konzentrationen, indem sie die spontane Freisetzung von GDP durch die
Gg-Untereinheit verhindern. Aulerdem zerstoren sie die terndre Komplexbildung zwischen
Agonist-Rezeptor-G-Protein.

Eine Wirkung von Fettsduren auf G-Proteine ist ebenfalls bekannt. Arachidonsiure
vermindert die GTPase-Aktivitit von G-Proteinen in der Apikalmembran der Lunge
(Mukhopadhyay et al. 1997). Auch andere ungesittigte Fettsiiuren wie Linolsiure und Olsiure
zeigen diesen Effekt.

Zielsetzung dieser Arbeit:

Ziel der Arbeit war die Aufreinigung und eindeutige Identifizierung des VDAC aus den
Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums. Weiterhin sollte dessen Funktion im SR
untersucht werden. Durch Affinitidtschromatographie und -markierung mit speziell
synthetisierten Anionenkanal-Inhibitoren sollten potentielle Kanalproteine detektiert und
isoliert werden. Besondere Beachtung fand hierbei eine mogliche Regulation von

Anionenkanélen durch direkte Wechselwirkung mit G-Proteinen.
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2. Ergebnisse
2.1 Isolierung und Charakterisierung von Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums

2.1.1 Isolierung von SR-Vesikeln

Die Préiparation nativer Vesikel des sarcoplasmatischen Reticulums (SR) aus der Skelett-
muskulatur von Kaninchen erfolgte durch differentielle Zentrifugation nach einer von de Meis
und Hasselbach modifizierten Methode (De Meis und Hasselbach 1971).

Das Muskelfleisch der Hinterldufe eines frisch geschlachteten Kaninchens wurde zerkleinert, in
einem EDTA- und Kaliumchlorid-haltigen Phosphatpuffer aufgenommen und homogenisiert.
Durch eine Zentrifugation bei niedriger g-Zahl wurden Sehnen, Fett und Myofibrillen
sedimentiert. Durch erneute Zentrifugation des Uberstandes mit hdherer g-Zahl konnten die
Mitochondrien entfernt werden. Bei dem dritten Zentrifugationsschritt trennten sich die SR-
Vesikel von den 18slichen Muskelproteinen Aktin, Tropomyosin und Troponin, die im Uberstand
verbliecben. Das Sediment wurde dann in einen KCl-haltigen Triethanolamin-Puffer
aufgenommen, homogenisiert und erneut zentrifugiert, um weitere Muskelproteine zu entfernen.
Die SR-Vesikel wurden in einem Saccharose-, Mg**-ATP- und Kaliumchlorid-haltigen Puffer
stabilisiert und durch vier Ultrazentrifugationsschritte weiter aufgereinigt.

Das die SR-Vesikel enthaltende Sediment wurde in einem KCl-haltigen Triethanolamin-Puffer
homogenisiert, portioniert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Das den Puffern zugesetzte B-Mercaptoethanol (1 mM) sollte die Proteine und Lipide des SR
wihrend der Praparation vor der Oxidation durch Sauerstoff schiitzen. Der letzte Puffer enthielt
kein Reduktionsmittel, um eventuell storende Einfliisse bei den folgenden Experimenten
auszuschlieen. Auch der Protease-Inhibitor Leupeptin (0.5 pg/ml) wurde im letzten Schritt nicht
zugesetzt.

Die Proteinkonzentration der isolierten Vesikel wurde nach einer modifizierten Biuret-Methode
(Gornall et al. 1949) ermittelt und lag priaparationsabhéngig zwischen 15 und 23 mg/ml bei einer
Gesamtausbeute von 200-430 mg je 500 g Muskelfleisch.

2.1.2 Reinheit der SR-Priparation

Durch Probenentnahme der jeweiligen Sedimente und Uberstinde wihrend der Aufreinigung
konnte der Verlauf der Préparation mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

analysiert und die Reinheit der SR-Priparation iiberpriift werden. Die nach dem letzten
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Aufreinigungsschritt entnommene Probe zeigt das charakteristische Proteinmuster nativer SR-
Vesikel. Die Ca*"-ATPase erscheint als Hauptbande mit einem Molekulargewicht von 110 kDa
(Mac Lennan et al. 1985), die Dimerform bei 220 kDa ist dagegen nur schwach zu erkennen.
Weitere prominente Banden bilden der Ryanodin-Rezeptor (RyR) und das 53 kDa Glycoprotein
(GP-53). Gelegentlich kann eine Verunreinigung der Praparation durch Phosphorylase b (97 kDa)
auftreten, die dann direkt unterhalb der Ca’"-ATPase erscheint.

Praparationen mit dem in Abb. 2-1 gezeigten Bandenmuster wurden weiteren Kontroll-

h—/ RyR
=3

experimenten unterzogen, um die Intaktheit der Vesikelmembranen zu {iberpriifen.

......

P3 U4 P4 U5 P5 U6 P6 U7 SR

Abb. 2-1 SDS-PAGE (7.5% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Firbung) der Priparationsschritte
U: Uberstand, P: Pellet, SR: aufgereinigte SR-Vesikel

2.1.3 Bestimmung der Hydrolyseaktivitit der Ca’*-ATPase

Calciumionen werden unter ATP-Verbrauch in das Lumen der SR-Vesikel transportiert. Die
Phosphorylierung des Transporterproteins und die nachfolgende Abspaltung von anorganischem
Phosphat fithren zu Konformationsdnderungen innerhalb des Molekiils, die den Transport
ermoglichen. Das bei der ATP-Hydrolyse freigesetzte anorganische Phosphat ist der Menge des
transportierten Calciums proportional und wurde mit der Methode von Fiske und SubbaRow
(Fiske und SubbaRow 1925) bestimmt. Die zunehmende Besetzung luminaler Ca®'-
Bindungsstellen der Ca’’-ATPase hemmt den Transport. Die Hydrolyseaktivitit betrigt bei
intakten Vesikeln und einer freien Calciumkonzentration von 50 uyM und 1 mM ATP
durchschnittlich 0.3 uMol Phosphat pro mg und Minute.

Durch Zugabe des Calciumionophors Calcimycin (A 23187) wird die Calcium-Anreicherung in

den Vesikeln verhindert und somit die luminale Hemmung ausgeschaltet. Dies fiihrt zu einer 2-3
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fach verstirkten Hydrolyseaktivitit der Ca’"-ATPase im Vergleich zu intakten Vesikeln. Bei
undichten Vesikeln ist dagegen durch ihre ohnehin gesteigerte Hydrolyseaktivitit keine weitere

Zunahme zu erkennen.
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Abb. 2-2  Hydrolyseaktivitit der Calcium-ATPase in An- und Abwesenheit
des Calciumionophors A 23187

2.1.4 Transportaktivitit der ATPase

Die Intaktheit der SR-Vesikel sowie ihre Speicherkapazitit konnte durch die Aufnahme von
*[Ca?*]-Ionen getestet werden. Die maximale Calciumaufnahme liegt bei 100-200 nMol/mg
Protein und 146t sich durch Zugabe von Oxalat (SmM), das Calcium prézipitiert, um das 50-100
fache steigern (Hasselbach und Makinose 1963).

Der Transport wurde mit der Filter-Assay-Methode nach Martonosi und Feretos (1964) gemessen.
In intakten Vesikeln lag die Calciumtransportrate bei 0.7-0.9 pMol/mg Protein pro Minute und
einer maximalen Calciumakkumulation von 5-10 pMol/mg Protein. Bei undichten Vesikeln

stromt das Calcium bereits nach ca. 15 Minuten wieder aus.
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2.1.5 Auftrennung der Vesikelpriaparation in ‘heavy’ und ‘light’ SR

Die Vesikelprdaparation konnte mittels diskontinuierlicher Saccharosedichtegradienten-
Zentrifugation weiter aufgetrennt werden. Es bildeten sich dabei zwei Fraktionen, das ‘heavy’ SR
(HSR) und das ‘light’ SR (LSR). Die ‘light’-Vesikel setzen sich aus dem longitudinalen Bereich
des SR zusammen (Meissner 1975) und enthalten zu ca. 90% die Ca’"-ATPase. Die ‘heavy’-
Vesikel bestehen vorwiegend aus den terminalen Cisternen des SR (Mitchell et al. 1983) und
enthalten nur 55-65% Ca’"-ATPase. Der Anteil an Calcium-Release-Kanilen (RyR) ist in dieser
Population am hochsten. In einigen Priaparationen trat noch eine dritte Vesikel-Population auf, die
als ‘intermediate’ bezeichnet wird (Meissner 1975). Sie setzt sich aus den Bereichen des

longitudinalen SR und der terminalen Cisternen zusammen.

<+— RyR
200 kDa ——p 4
4—
116 kDa e —m
97 kDa — <«— Ca’-ATPase
66 kDa —— i
- GP-53
45 kDa — .I I: -
P
of E
T
31 kDa —
M LSR HSR

Abb. 2-3  SDS-PAGE (10% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Firbung) der HSR- und LSR-Fraktionen
Das Proteinmuster der beiden SR-Populationen ist weitgehend identisch. Der Calcium-Release-Kanal
(RyR) ist in den HSR-Vesikeln jedoch stirker vertreten. Auch in anderen Bereichen treten

Intensitdsverschiebungen einzelner Banden auf, die durch Pfeile gekennzeichnet sind.
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2.2 Detektion, Isolierung und Sequenzierung des VDAC

Der VDAC (‘voltage-dependent anion-selective channel’) wurde zuerst in der &dulleren
Mitochondrienmembran detektiert, wo er den Transport verschiedener Metabolite, wie Succinat,
Phosphat, Citrat und Adeninnucleotide, reguliert (Hodge und Colombini 1997, Benz et al. 1988,
Rostovtseva und Colombini 1997). Neuere Studien gaben jedoch Hinweise auf die Expression
des Kanals in anderen Zellkompartimenten (Thinnes et al. 1989, Bureau et al. 1992, Cole et al.
1992, Puchelle et al. 1993, Lisanti et al. 1994, Jakob et al. 1995, Reymann et al. 1995). Kurz vor
dem Beginn dieser Arbeit konnte der VDAC auch in der Membran des sarcoplasmatischen
Reticulums nachgewiesen werden (Junankar et al. 1995, Shoshan-Barmatz et al. 1996a). Andere
Untersuchungen deuteten jedoch darauf hin, daB3 der Kanal nur in den transversalen Tubuli (T-
Tubuli) lokalisiert ist (Jiirgens et al. 1995). Deshalb sollte das Vorkommen des VDAC in den in

unserem Arbeitskreis isolierten Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums iiberpriift werden.

2.2.1 Detektion des VDAC in SR-Vesikeln

Die Vesikel des SR sowie die durch Saccharosedichtegradienten-Zentrifugation gewonnenen
HSR- und LSR-Vesikel wurden mittels 12% iger SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Membran wurde ohne vorheriges Abséttigen mit Magermilchpulver
eine Stunde mit einem monoklonalen Antikorper gegen den VDAC 1 aus humanen B-
Lymphozyten (Porin 31HL) inkubiert (Verd. 1:150000) (Winkelbach et al. 1994, Babel et al.
1991). Das Epitop des Antikorpers ist im N-terminalen, «-helikalen Bereich des VDAC
lokalisiert. Dieser Teil ragt im mitochondrialen VDAC in das Cytosol (Thinnes et al. 1989). Nach
dem Entfernen iiberschiissiger Antikdrper wurde die Membran mit einem zweiten Antikorper, der
gegen den F.-Teil des ersten Antikorpers gerichtet und mit Peroxidase gekoppelt ist (Verd.
1:15000), inkubiert. Die Membran wurde erneut gewaschen, und die Lokalisation des VDAC-
Antikorpers durch verstiarkte Chemilumineszenz auf Rontgenfilmen detektiert.

Der monoklonale Antikorper reagierte mit einem Protein bei 35 kDa. In manchen SR-
Préaparationen trat zusitzlich eine Markierung bei 28 kDa auf. Ob es sich dabei um eine andere
VDAC-Isoform oder lediglich um ein proteolytisches Fragment des VDAC handelt, ist noch
unklar, da die Bande aufgrund geringer Proteinmengen nicht sequenziert werden konnte. Der
VDAC ist jedoch gegeniiber dem Verdau durch Proteasen sehr resistent (De Pinto et al. 1991,
Shoshan-Barmatz et al. 1996a). Zudem wurden wéhrend der Aufreinigung zwei verschiedene

Protease-Inhibitoren eingesetzt. Die Vermutung liegt demnach nahe, daf3 es sich bei der 28 kDa
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Bande um eine weitere Isoform des VDAC handelt, die jedoch wesentlich schwécher in den SR-
Priparationen vertreten ist.

Die LSR-Fraktion =zeigte im Gegensatz zu der HSR-Fraktion nur eine schwache
Antikorpermarkierung. Dies 146t darauf schlieBen, da3 der VDAC vorwiegend in den terminalen
Cisternen lokalisiert ist. Da der VDAC jedoch in beiden SR-Fraktionen nachgewiesen werden
konnte, wurde bei den folgenden Aufreinigungsschritten auf eine Auftrennung der SR-Vesikel in

HSR und LSR verzichtet.

VDAC —»

LSR HSR SR M LSR HSR SR M

Abb. 2-4  Detektion des VDAC in den Fraktionen des SR, HSR und LSR
A: PVDF-Membran nach Amidoschwarz-Férbung
B: Chemiluminogramm von A nach Inkubation mit einem monoklonalen anti-VDAC Antikorper

M: Molekulargewichtsstandard
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2.2.2 Isolierung des VDAC aus SR-Vesikeln

Nach der Detektion des VDAC in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums sollte das
Protein aufgereinigt und isoliert werden, um durch Sequenzanalyse eine weitere
Charakterisierung vornehmen zu kénnen. Zudem sollten Anionentransportmessungen an dem
Kanal nach der Rekonstitution in kiinstliche Vesikel durchgefiihrt werden.

Die Aufreinigung erfolgte leicht modifiziert nach einer Methode von Shoshan-Barmatz et al.
(1996a). Die SR-Vesikel wurden mit dem nicht-ionischen Detergenz Nonidet P-40 solubilisiert,
und die verbleibenden Membranbestandteile durch Ultrazentrifugation abgetrennt. Die
Membranproteine wurden dann auf eine Spermin-Agarose-Séule aufgetragen. Der grofite Teil der
SR-Proteine wurde an der Sdulenmatrix adsorbiert. Der VDAC jedoch befand sich im Durchlauf
(100-150 pg/ml). Die Elution der restlichen Proteine erfolgte mit 300 mM NaCl.

Die einzelnen Fraktionen wurden mittels 12% iger SDS-PAGE analysiert. Das Auftreten des
VDAC in den einzelnen Fraktionen wurde durch Immunodetektion tiberpriift.

Die VDAC-enthaltenden Fraktionen sollten durch Verwendung des Kationenaustauschers
Carboxymethyl-Cellulose (CM-Cellulose) weiter aufgereinigt werden. Zur Elution des Proteins
wurden verschiedene Stufen- und lineare Gradienten getestet. Unabhédngig von den verwendeten
Gradienten erfolgte die Elution des VDAC immer diffus {iber mehrere Fraktionen hinweg. Die
einzelnen Proben muflten deshalb stark aufkonzentriert werden, was wiederum zu hohen
Verlusten fiihrte. Mit dieser Methode konnte nur ca. 0.5 pg aufgereinigter VDAC pro mg SR-
Vesikel erhalten werden.

Auch durch die Verwendung anderer Sdulenmaterialien (Hi Trap Heparin-Sdule, DEAE-

Sepharose, CM-Sephadex) liel3 sich keine verbesserte Ausbeute erzielen.
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200 kDa

116 kDa

97 kDa

66 kDa

45 kDa
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Abb. 2-5 Aufreinigung des VDAC aus den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums
A: SDS-PAGE (15% Polyacrylamid; Coomassie Blau-Farbung)
B: Entwickelter Rontgenfilm nach dem Elektrotransfer von A auf eine PVDF-Membran und Detektion
mit einem monoklonalen VDAC-Antikorper.
D: Durchlauf der Spermin-Agarose-Siule
E: Eluat der CM-Cellulose-Sdule nach Methanol-Chloroform-Féllung
AK: Affinitdtschromatographie mit einem anti-VDAC Antikorper (s. 2.2.2.1).

2.2.2.1 Affinititschromatographie mittels immobilisiertem anti-VDAC Antikorper

Durch Affinitdtschromatographie sollte eine spezifische Anreicherung des nativen VDAC erzielt
werden. Als Ligand diente ein monoklonaler anti-VDAC Antikorper, der kovalent an Bromcyan-
aktivierte Sepharose 4B gebunden wurde. Der Durchlauf der Spermin-Agarose-Sdule wurde
mittels Vakuumkonzentration eingeengt und mit dem S&ulenmaterial inkubiert. Nach dem Spiilen
der Séule konnte mit einem pH-Shift auf pH 4 der VDAC eluiert werden. Eine Erhdhung der
Ionenstérke auf 1 M NaCl fiihrte nicht zur Elution des VDAC. Der Nachweis erfolgte wie unter
2.2.1 beschrieben.
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2.2.2.2 Affinititschromatographie mit 4-Acetamido-4 -isothiocyanatostilben-2.2 -disulfonat
(SITS)

Das Stilbenderivat 4.4’-Diisothiocyanatostilben-2.2 -disulfonat (DIDS) gilt bislang als eines der
starksten Inhibitoren der Anionentransportsysteme des SR mit einer halbmaximalen Hemm-
konzentration (Isp) von 4 uM und einer Restaktvitit von 5-10% der Kontrolle (Schuster 2001).
Der VDAC bindet die Stilbendisulfonatgruppe dieses Chloridkanal-Inhibitors (Thinnes et al.
1994). Durch Affinititschromatographie mit dem N-acetylierten DIDS-Analogon 4-Acet-amido-
4’-isothiocyanatostilben-2.2 -disulfonat (SITS) sollte eine effektivere Aufreinigung des VDAC
erzielt werden. DIDS hemmt jedoch nicht nur Anionenkanile im SR, sondern auch die Ca*'-
Akkumulation durch die Ca*-ATPase in rekonstituierten Vesikeln (Hemling 1994, Schuster
1995), vermutlich indem es eine intramolekulare Quervernetzung zweier Lysinreste im
Nucleotidbindungsbereich bewirkt (Campbell und Mac Lennan 1980, Kasai und Taguchi 1981,
Kasai 1981, Dupont 1977). Lange Zeit ging man davon aus, daB die Ca’’-ATPase selbst als
Vermittler des Anionentransports im SR fungiert, da mit der Ca’"-Akkumulation auch eine
stochiometrische Anreicherung von Anionen in das SR-Lumen einherging (Hasselbach und
Makinose 1963). Jedoch wiesen rekonstituierte Vesikel, die aufgereinigte Ca**-ATPase entlielten,
keine Permeabilitit fir SO, auf (Schuster 2001). Eine direkte Vermittlung des
Anionentransports durch die Ca’"-ATPase ist demnach auszuschlieBen. Auch die Wirkung von
DIDS scheint auf beide Systeme unterschiedlich zu erfolgen.

Bei der Affinitdtschromatographie mit SITS-Sepharose wurde in einem Vorversuch vorwiegend
die Ca*"-ATPase an der Siule adsorbiert. Da die Ca’"-ATPase den Hauptproteinanteil des SR
ausmacht, konnen dadurch die Bindungsstellen sehr schnell abgesattigt werden und somit fiir die
in wesentlich geringeren Konzentrationen auftretenden Anionenkanéle nicht mehr zugénglich
sein. Um die Ca**-ATPase zu eliminieren, wurde das SR nach der Solubilisierung iiber eine
Spermin-Agarose-Siule aufgetrennt und mit dem Durchlauf weitergearbeitet.

SITS wurde iiber die Thiocyanatgruppe an EAH-Sepharose 4B gekuppelt und der Durchlauf der
Spermin-Agarose-Siule aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradienten von O-
300 mM NacCl. Die Analyse der Fraktionen ergab, dal der VDAC nicht an dem S&ulenmaterial
redardiert wurde und deshalb nur im Durchlauf detektiert werden konnte. Auch Anderungen der
Puffersysteme und die Reduktion der Detergenz-Konzentration fiihrten nicht zur Bindung des
VDAC an die Siule.

Die Aufreinigung mittels SITS-Affinitdtschromatographie eignete sich nicht zur Isolierung des

VDAC aus den Membranen des sarcoplasmatischen Reticulums, obwohl sie von verschiedenen
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Arbeitsgruppen bei der Isolation des VDAC aus den Membranen humaner B-Lymphozyten und
des mitochondrialen VDAC beschrieben wurde (Jiirgens et al. 1991, Thinnes et al. 1994). Die
Moglichkeit, daB3 der Kanal vollstindig von den Detergenz-Micellen verdeckt wird und deshalb
keine Bindung mit dem Sdulenmaterial eingehen kann, ist sehr unwahrscheinlich. Dieses Problem
trat zwar Detergenz-abhéngig bei der Aufreinigung des mitochondrialen VDAC auf (Palmieri und
De Pinto 1989, De Pinto et al. 1989), jedoch nicht mit dem Detergenz Nonidet P-40. Die
Anreicherung des solubilisierten VDAC aus den Vesikeln des SR iiber Affinitdtschromatographie
mit dem VDAC-Antikorper als Liganden sowie die Adsorption an CM-Cellulose sprechen zudem
gegen diese Annahme.

Das Eluat enthielt geringe Mengen Ca”-ATPase und eine Bande bei ca. 50-55 kDa, bei der es
sich um das Glycoprotein GP-53 handeln konnte. Da die einzelnen Proteine im Eluat nur sehr
schwach sichtbar waren, gelang es nicht, andere Proteine ausfindig zu machen, die eine Affinitét
zu SITS aufweisen und eventuell am Anionentransport des SR beteiligt sind. AuBlerdem ist nicht
auszuschliefen, da3 diese Proteine bereits im ersten Aufreinigungsschritt eliminiert wurden. Es
miissen deshalb effiziente Anionenkanal-Inhibitoren gefunden werden, die nicht oder nur in
geringem Male mit der Ca’’-ATPase wechselwirken, um eine gezielte Aufreinigung von

Anionenkanélen zu ermoglichen.

2.2.3 Aufreinigung des VDAC durch praparative SDS-PAGE

Da die durch sdulenchromatographische Auftrennung erzielten Proteinmengen fiir eine
Sequenzierung zu gering waren, wurde eine Anreicherung des VDAC iiber priparative Gele
gewdhlt.

Der Durchlauf der Spermin-Agarose-Sdule wurde durch Vakuumkonzentration und Methanol-
Chloroform-Féllung eingeengt und mittels préparativer SDS-PAGE aufgetrennt. Die VDAC-
Banden wurden ausgeschnitten und durch Elektroelution zuriickgewonnen. Um den
Proteinverlust bei der Riickgewinnung aus den Gelstiicken moglichst gering zu halten, wurde bei
der Férbe- und Entfarbelosung auf Essigsdure verzichtet (Baumgértner 1998).

Vor dem Start der Elektroelution wurden die Gelstiicke in Riickelutionspuffer adquilibriert
(Hunkapiller et al. 1983). Bei einer angelegten Spannung von 300 V konnte das Protein in 5

Stunden zuriickgewonnen werden.
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2.2.4 Spaltung des VDAC mit Bromcyan

Ein Sequenzierungsversuch ergab, dall der VDAC N-terminal blockiert ist, was auch von anderen
Arbeitsgruppen beschrieben wurde. Wahrscheinlich handelt es sich um eine Acetylierung
(Jiirgens et al. 1991, Thinnes und Reymann 1997).

Nach der Sequenzanalyse bekannter VDAC-Isoformen aus Mensch, Maus und Ratte sollten nach
der Spaltung mit Bromcyan (BrCN) zwei bis vier unterschiedliche Fragmente entstehen. Die
Spaltung findet hochspezifisch auf der C-terminalen Seite von Methionin statt, wobei der
nucleophile Angriff durch den Schwefel der Thioethergruppe des Methionins am C-Atom des
polarisierten Bromcyans erfolgt.

Nach der Elektroelution wurde die Proteinlosung mittels Chloroform-Methanol gefillt. Danach
wurde das Protein in 70% iger Ameisensdure geldst und Bromcyan (15 mg/ml) zugegeben. Die
Spaltungsdauer betrug 17 Stunden. Nach AbschluB3 der Reaktion wurden unter Zugabe von
Wasser fliichtige Bestandteile wie Bromcyan und seine Reaktionsprodukte durch Vakuum-
konzentration eliminiert. Zur Auftrennung der Proteinfragmente wurde eine 18% ige SDS-PAGE
verwendet. Nach der Gelelektrophorese wurden die Proteinfragmente auf eine PVDF-Membran
elektrotransferiert und mit Coomassie Blau angefarbt. Durch die Bromcyanspaltung entstanden
zweil Fragmente mit einem Molekulargewicht von 14 kDa und 21 kDa. Eine weitere Proteinbande

trat bei 35 kDa auf. Hierbei handelt es sich um ungespaltenen VDAC.

97 kDa Pa—

66 kDa 3
F—q

45 kDa P

VDAC

<«— 21 kDa Fragment

21 kDa e — =

14kDa |EEE— e — e <«— 14 kDa Fragment

6.5kDa _Jii——
M VDAC-Fragmente

Abb. 2-6 Identifizierung der VDAC-Fragmente nach Spaltung mit Bromcyan
PVDF-Membran nach Elektrotransfer (Coomassie Blau-Farbung), M: Marker
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2.2.5 Identifizierung der Bromcyan-Fragmente des VDAC

Die beiden Banden wurden ausgeschnitten und einer Partialsequenz-Analyse unterzogen. Die
Proteinsequenzierungen wurden von Dr. K.-H. Mann, MPI fiir Biochemie, Abt. Proteinchemie in
Martinsried durchgefiihrt. Die erhaltenen Partialsequenzen stimmten mit der fast zeitgleich
erschienenen Sequenz des VDAC 1 aus dem Cornea-Endothel von Oryctolagus cuniculus
(Kaninchen) tiberein (EMBL AF209725). Das sich aus der cDNA ergebende Molekular-gewicht
dieser Isoform betrdgt 30.7 kDa. Abweichungen zu dem apparenten Molekulargewicht des
VDAC aus den Vesikeln des SR konnen durch posttranslationale Modifikationen wie
Glycosylierungen hervorgerufen werden.

Das 21 kDa-Fragment ist identisch mit dem N-Terminus des VDAC 1. Da sich die Isoformen 1
und 2 hauptsichlich in diesem Bereich unterscheiden, handelt es sich demnach sehr
wahrscheinlich um die Isoform 1 des VDAC. Die Detektion der Aminosduren war sehr schwach,
was dadurch begriindet sein konnte, dafl nur eine partielle Abspaltung der blockierten Methionine
stattgefunden hat und deshalb wenige Peptid-Fragmente einer Sequenzierung zuganglich waren.

Es konnten 10 Aminosduren mit folgender Sequenz detektiert werden.

Partialsequenz des 21 kDa- Fragmentes:

AVPPTYADLG

Bei der unteren Bande lieBen sich dagegen 35 Aminosduren ermitteln.

Partialsequenz des 14 kDa-Fragmentes:

NFETAKSRVTQSNFAVGYKTDEFQLHTNVNDGTEF

2.2.6 Sequenzvergleich von VDAC-Isoformen verschiedener Organismen

21 kDa-Fragment *AVPPTYADL G

Rabbit VDAC 1 'MAVPPTYADL GKSARDVFTK GYGFGLIKLD
Human VDAC 1 'MAVPPTYADL GKSARDVFTK GYGFGLIKLD
Rat VDAC 1 'MAVPPTYADL GKSARDVFTK GYGFGLIKLD

Human VDAC 2 'M ATHGQTCARP MCIPPSYADL GKVARDIFNK GFGFGLVKLD
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Rabbit VDAC 1
Human VDAC 1

Rat VDAC 1
Human VDAC2

Rabbit VDAC 1
Human VDAC 1

Rat VDAC 1

Human VDAC 2

Rabbit VDAC 1
Human VDAC 1

Rat VDAC 1

Human VDAC 2

14 kDa-Fragment

Rabbit VDAC 1
Human VDAC 1

Rat VDAC 1

Human VDAC 2

14 kDa-Fragment

Rabbit VDAC 1
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Rat VDAC 1

Human VDAC 2
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Abb. 2-7
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Sequenzvergleich von VDAC-Proteinen verschiedener Organismen
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Rabbit VDAC 1 (Oryctolagus Cuniculus, Cornea-Endothel) (Rae subm 2000; Medline-Zugriffsnummer
AF209725), Human VDAC 1 (Homo sapiens, Mitochondrion) (Jiirgens et al. 1991; Swiss-Prot
Datenbank-Zugriffsnummer P21796), Rat VDAC 1 (Rattus Norvegicus, Mitochondrion) (Anflous et al.

subm. 1998, Medline-Zugriffsnummer AF048828), Human VDAC 2 (Homo sapiens, Mitochondrion)

(Blachly-Dyson et al. 1993, Medline-Zugriffsnummer 93131931).
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2.2.7 Rekonstitution des VDAC in kiinstliche Vesikel

Um die Eigenschaften eines Kanals zu untersuchen, ist es von Vorteil, wenn dieser isoliert
vorliegt. Die Rekonstitution aufgereinigter Proteine in kiinstliche Vesikel ermoglicht die
Beobachtung einzelner Kanile, dhnlich den Messungen an planaren Lipidmembranen. Da die
Funktion des VDAC in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums noch nicht eindeutig
geklart ist, war es von grofem Interesse, das Protein in kiinstliche Asolektinvesikel zu
rekonstituieren und diese Vesikel in Anionentransport-Experimenten einzusetzen. Die so
erhaltenen Ergebnisse sollten dann mit denen an SR-Vesikeln verglichen werden. Als Anleitung
diente leicht modifiziert die Rekonstitution der Ca’’-ATPase in kiinstliche Asolektinvesikel
(Schuster 1995).

Als Ausgangsmaterial fiir die Vesikel-Herstellung diente Asolektin, ein aus Sojabohnen
gewonnenes Lipidgemisch. Es enthélt die drei Hauptkomponenten der SR-Membran wie Lecithin
(74%), Phosphatidylethanolamin (14%) und Phosphatidylinositol (8%) zu etwa gleichen Teilen
(Lee et al 1994). Dadurch sollte sichergestellt werden, da3 die Lipidkomposition der Vesikel
wihrend der Rekonstituion weitgehend beibehalten wird.

Aus den freien Asolektinlipiden entstanden durch Beschallung Liposomen, die durch
mehrmaliges Pressen durch eine Polycarbonatmembran (400 nm) eine einheitliche Grof3e
erhielten.

Der VDAC wurde wie unter 2.2.2 aufgereinigt und zunichst der Durchlauf der Spermin-Agarose-
Saule fiir die Rekonstitution eingesetzt. Dessen Proteingehalt wurde anhand des Elutionsprofils
abgeschitzt und lag bei ca. 150 ng/ml. Um eine gute Rekonstitution zu erzielen, sollte das Lipid-
Protein-Verhéltnis 20:1 bis 30:1 betragen.

Nach Inkubation des Ansatzes mit einer entsprechenden Menge Vesikelsuspension begann die
Detergenzentfernung durch Zugabe von Biobeads nach einer von Hemling (Hemling 1994)
entwickelten Methode. Die Bestimmung des Proteingehalts nach Entfernung der Biobeads
erfolgte nach Popov (1975). Die Ausbeute lag bei 200-240 pg pro ml. Nur etwa 1/5 der
eingesetzten Proteine wurde in die Asolektinvesikel rekonstituiert.

Die Vesikel wurden portioniert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.7.1 Analyse der rekonstituierten Vesikel

Um zu iberpriifen, ob tatsdchlich der VDAC in die kiinstlichen Asolektinvesikel eingebaut

wurde, erfolgte eine Auftrennung der rekonstituierten Vesikel mittels SDS-PAGE und
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nachfolgend eine Detektion des VDAC durch monoklonale Antikorper wie unter 2.2.1

beschrieben. Der VDAC konnte in den rekonstituierten Vesikeln bei 35 kDa nachgewiesen

werden.
A B
Abb. 2-8 Nachweis des VDAC in den
200 kDa Asolektin-Vesikeln
116 kDa - a— A: SDS-PAGE (15% Poly-
97 kDa e —
acrylamid, Coomasie Blau-
66 kDa Féarbung).
B: Entwickelter Rontgenfilm
45 kDa [ e—
von A nach Elektrotransfer
VDAC —» auf eine PVDF-Membran und
31 kD Detektion durch einen
a
monoklonalen Antikorper.
M: Marker
D: Durchlauf der Spermin-
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Agarose-Siule

R: Rekonstituierte Vesikel

14 kDa an—
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Im Anschlufl daran wurden die Vesikel in Anionentransport-Experimenten (siche 2.4) eingesetzt.
Es konnte jedoch kein Sulfat-Efflux gemessen werden. Die Radioaktivitét in den Vesikeln war fiir
alle Zeitwerte etwa gleich und zudem sehr niedrig. Dies konnte einerseits daran liegen, daf die
Vesikelmembran undicht ist, und deshalb kein Sulfat in den Vesikeln akkummulieren konnte.
Hemling (1994) konnte jedoch zeigen, daB3 dies nicht der Fall ist. Es konnte allerdings auch sein,
daB3 der VDAC nicht an dem Transport von Sulfat durch die Vesikelmembran beteiligt ist. Es ist
zudem bekannt, daf} sich die Transporteigenschaften des Kanals in kiinstlichen Phospholipid-
Membranen von denen im Mitochondrium unterscheiden. Dies ist auch auf das Fehlen moglicher
Regulationsfaktoren zuriickzufiihren (Bathori et al. 1993). Die fehlende Transportaktivitdt des
VDAC konnte somit auch auf die artifizielle Umgebung zurlickzufiihren sein. Die
Rekonstitutionsexperimente wurden aufgrund der sehr komplexen Bedingungen nach
mehrmaligen Versuchen eingestellt, so da3 die Frage, ob der VDAC den von uns gemessenen

Sulfat-Efflux direkt beeinfluf3t, nicht geklirt werden konnte.
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2.3 Untersuchung des Oligomerisierungsgrades des VDAC

Die Frage, ob der VDAC als Monomer oder als Dimer vorliegt, konnte bis jetzt noch nicht
eindeutig gekldrt werden. Mittlerweile geht man davon aus, dafl der Kanal durch ein VDAC-
Monomer gebildet wird (De Pinto et al. 1991, Thomas et al. 1991, Peng et al. 1992a),
Quervernetzungsexperimente und die Affinititsaufreinigung des VDAC mit MAP2 geben jedoch
Hinweise auf eine Dimerbildung (Linden und Karlsson 1996, Krause et al. 1986).

Es ist bekannt, daB3 der mitochondriale VDAC unter anderem mit Hexokinase, Glycerol-Kinase
(Adams et al. 1991, Mc Cabe 1994) und einem Modulatorprotein (Holden und Colombini 1993,
Heiden et al. 1996) wechselwirkt. AuBlerdem wird vermutet, dall er in der Plasmamembran den
Kanal-bildenden Teil des ORDIC-Komplexes (‘outwardly-rectifying depolarisation-induced
chloride channel’) darstellt, der bei der Krankheit Mukoviszidose fehlreguliert ist (Thinnes und
Reymann 1997, Thinnes et al. 1990, 1991). Fiir den VDAC des sarcoplasmatischen Reticulums
wird eine Co-Lokalisation mit der Ca’"-ATPase postuliert (Shafir et al. 1998).

Eine Untersuchung des Oligomerisierungsgrades des VDAC in den SR-Vesikeln sowie eine
mogliche Assoziation des Kanals mit anderen Proteinen war deshalb besonders im Hinblick auf
seine mogliche Funktion im SR von gro3em Interesse.

Eine Methode zur Untersuchung von inter- und intramolekularen Proteinwechselwirkungen stellt
die  Quervernetzung  durch  bifunktionelle = Quervernetzungsreagenzien dar.  Als
Quervernetzungsreagenzien wurden 1.2:3.4 Diepoxybutan (DEB) und 4.4’-Diaminostilben-2.2"-
disulfonsdure (DADS) verwendet. Die Quervernetzung des VDAC sollte durch Immunodetektion
nachgewiesen werden.

Diepoxybutan wurde in Enkonzentrationen von 1-100 mM eingesetzt. Der VDAC konnte durch
einen monoklonalen VDAC-Antikdrper in den Ansdtzen von 1 mM bis 80 mM DEB bei 35 kDa
nachgewiesen werden. Bei 100 mM DEB war der Quervernetzungsgrad aller SR-Proteine sehr
hoch und es konnte keine VDAC-Bande detektiert werden. Es ist mdglich, dafl das Epitop durch
das in sehr hohen Konzentrationen vorliegende Quervernetzungsreagenz verdeckt wird und somit

nicht mehr fiir den Antikdrper zugéinglich ist.
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Abb. 2-9  Versuche zur Quervernetzung des VDAC mit Diepoxybutan (1-100 mM DEB)
A: PVDF-Membran (Amidoschwarz-Farbung)
B: Chemiluminogramm von A nach Inkubation mit einem VDAC-Antikdrper. M: Marker

Durch die Verwendung des Quervernetzungsreagenzes 4.’4’-Diaminostilben-2.2"-disulfonsdure
(DADS), das nach Diazotierung mit Tyrosinen und Histidinen reagiert, sollte eine andere
Spezifitit der Quervernetzung erzielt werden. DADS wurde vor dem Gebrauch in das
Diazoniumion {iberfiihrt und dann in Endkonzentrationen von 0.5-10 mM eingesetzt. Die Proben
wurden mittels 10% iger SDS-PAGE aufgetrennt, elektrotransferiert und die Membranen mit dem
VDAC-Antikdrper inkubiert.

Besonders die Ca®"-ATPase wurde durch DADS quervernetzt und einige Proteine im
niedermolekularen Bereich. Der VDAC konnte jedoch in allen Ansdtzen bei 35 kDa detektiert
werden. Auch mit diesem Versuch konnte weder eine Dimer- bzw. Oligomer-Bildung des VDAC

noch eine Assoziation mit anderen SR-Proteinen nachgewiesen werden.

VDAC
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Abb. 2-10 Quervernetzungsversuche mit dem Cross-Linker DADS (Inkubationszeit: 5 min.)
A: SDS-PAGE (10% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Féarbung)
B: Entwickelter Rontgenfilm von A nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran und Inkubation mit

einem monoklonalen Antikérper gegen den VDAC

2.4 Anionentransportmessungen mit der Filterassay-Methode

Das Ziel der Flux-Experimente bestand darin, Inhibitoren und Aktivatoren des Sulfattransports zu
ermitteln, die spezifisch mit Anionenkanidlen reagieren. Diese Substanzen sollten dann als
Grundlage fiir Derivate dienen, die durch kovalente Bindung zur affinitdtschromatischen
Aufreinigung verwendet werden oder durch radioaktive Markierung zur Affinitdtsmarkierung von
Kanalproteinen eingesetzt werden konnen. Zudem sollte untersucht werden, welche Rolle der
VDAC in den Sulfat-Efflux-Experimenten spielt.

Es bieten sich verschiedene Methoden an, den Anionentransport in SR-Vesikeln zu untersuchen.
Die neuesten Ergebnisse wurden durch Verwendung der planaren Lipiddoppelmembran-Technik
(PLB-Technik) erzielt. Sie ermdglicht die Messung an einem einzelnen Kanal, der in einen
kiinstlichen Membranverband rekonstituiert wird. Neben der guten zeitlichen Auflosung, die je
nach Apparatur im Bereich von Millisekunden liegt, und der seitenspezifischen Wirkstoffzugabe
bietet diese Technik jedoch auch Nachteile. Die artifizielle Umgebung kann leicht zur Bildung
von Artefakten fiihren, zudem muf} ein Ionengradient oder eine Spannung angelegt werden, um

den Anionentransport messen zu kdnnen.
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Mit der Filterassay-Methode konnen dagegen Anionentransporte an nativen SR-Vesikeln unter
Aufrechterhaltung der Membrankomposition vorgenommen werden. Die Interaktionen der
einzelnen SR-Proteine, aber auch Kinasierungssysteme und die Mediatoren der Signal-
transduktion bleiben dabei erhalten. Die zeitliche Auflosung des Filterassays liegt im Minuten-
Bereich. Da die SR-Membran fiir Chlorid-Ionen sehr permeabel ist, werden die Messungen mit
dem nicht-physiologischen ‘Tracer-Ion’ *°SO4* vorgenommen, das wesentlich langsamer
transportiert wird. Dadurch werden Riickschliisse auf den Transport unter physiologischen
Bedingungen erschwert. Eine weitere Schwierigkeit stellt die Heterogenitidt der Vesikel dar.
Einerseits erlaubt sie das Zusammenspiel unterschiedlicher SR-Komponenten, erschwert
andererseits aber die Zuordnung verschiedener Effekte auf einzelne Kanalproteine und die

kinetische Analyse des Transportgeschehens.

Durchfiihrung des Filterassays:

Die Anionentransportmessungen wurden nach einer Methode von Kasai und Taguchi (1981), die
von Schuster (2001) modifiziert wurde, durchgefiihrt.

SR-Vesikel wurden mit radioaktivem Sulfat (*>SO,%) (ca. 20 nM) bis zur Gleichgewichts-
einstellung vorinkubiert und durch Verdinnung der Losung in den MeBpuffer, der kein
radioaktives Sulfat enthielt, die Messung gestartet. Die im Test eingesetzten Substanzen wurden
ebenfalls in diesem Puffer vorgelegt. Zwischen 0.5 und 6 Minuten wurden Aliquots entnommen
und iiberschiissiges *>SO4” iiber einen Membranfilter abgesaugt. Die SR-Vesikel dagegen blieben
an dem Filter haften. Die Bestimmung der Radioaktivitit innerhalb der Vesikel erfolgte nach
Zugabe von Szintillationsfliissigkeit im Szintillationszéhler.

Der Befiillungsvorgang dauert im Vergleich zum Sulfat-Ausstrom, der nach wenigen Minuten
beendet ist, relativ lange. Schuster (2001) konnte zeigen, dafl die Gleichgewichtseinstellung bei
20°C nach einer Stunde erreicht ist.

Anderungen des pH-Wertes beeinflussen die Kanaleigenschaften sehr stark, da besonders im
Porenbereich Ladungen eine gro3e Rolle spielen. Die Wirkung von Inhibitoren und Aktivatoren
wird dadurch jedoch nicht beeinflult. Das pH-Optimum des Sulfat-Efflux liegt bei 6.5, weshalb
die Experimente bei diesem pH-Wert durchgefiihrt wurden (Schuster 2001).
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Auswertung der kinetischen Parameter des Filterassays.
Die Sulfat-Efflux-Kurven zeigen einen exponentiellen Kurvenverlauf erster Ordnung, der durch

folgende Gleichung beschrieben wird:
y=A*e® Xy cpm; = (cpm, - CpM..) e+ CpM..

Durch Einsetzen der entsprechenden MeBparameter 1463t sich die Radioaktivitit innerhalb der
Vesikel zu jedem beliebigen Zeitpunkt (t) bestimmen. Die Parameter cpm, und cpm.. sind von der
spezifischen Aktivitit der Sulfatlosung, der Vesikelpraparation, der Inkubationszeit und den
eingesetzten Inhibitoren bzw. Aktivatoren abhédngig. Deshalb wurde zur Auswertung der Sulfat-
Efflux-Messungen der Proportionalititsfaktor k (Geschwindigkeitskonstante/Minute) bestimmt.
Zu jeder MeBreihe wurde eine Kontrollmessung durchgefiihrt, deren ermittelter k-Wert gleich 1
gesetzt wurde. Die k-Werte der restlichen Kurven wurden mit diesem k-Wert in Beziehung
gesetzt. Die daraus resultierenden k. -Werte erlauben den Vergleich verschiedener MeBreihen
und damit die Einstufung unterschiedlicher Wirkstoffgruppen.

Liegt der k. -Wert tiber dem Wert der Kontrollkurve (>1), aktiviert die eingesetzte Substanz den
Sulfat-Efflux. Bei niedrigeren k.. -Werten (<1) kommt es zu einer Hemmung des Fluxes.

Man mufl dabei jedoch beachten, daB3 sich aktivierende und hemmende Effekte in diesem
komplexen System iiberlagern kénnen und deshalb in einigen Féllen moglicherweise nur

schwache Effekte auftreten.

2.4.1 Einflufl des VDAC auf den Sulfat-Efflux

Der VDAC 1 konnte durch Immunodetektion und Partialsequenzanalyse in den Vesikeln des SR
nachgewiesen werden (sieche 2.2.1 und 2.2.5). Shoshan-Barmatz et al. (1996a) gehen davon aus,
daB der Kanal den Transport von ATP in die SR-Vesikel vermittelt. ATP wird dort zur
Phosphorylierung verschiedener Proteine wie Sarcalumenin und Calsequestrin bendtigt, die an
der Regulation des Ca*'-Release beteiligt sind. Neben dieser Funktion ist allerdings auch eine
Beteiligung des VDAC in den Sulfat-Efflux-Experimenten in Betracht zu ziehen, die durch die

folgenden Messungen analysiert werden sollte.

2.4.1.1 Antikérperwirkung

Durch den Einsatz eines monoklonalen Antikorpers gegen den VDAC (AK-VDAC) sollte dessen

direkte Beteiligung am Sulfattransport ndher untersucht werden. Der Antikorper richtet sich
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gegen den N-terminalen Bereich des VDAC, der in Form einer o-Helix aus der Membran in das
Cytosol herausragt (Thinnes und Reymann 1997). Einige Arbeitsgruppen gehen davon aus, daf}
sich dieser Bereich in einem Spalt im Inneren der Pore befindet, durch ‘gating’-Stimuli seine
Position verdndert und bei dem VerschlieBen des Kanals eine Rolle spielt (Mannella 1998, Song
et al. 1998). Allerdings beeinflussen monoklonale Antikorper gegen den N-terminalen Bereich
des Porin 31HL aus B-Lymphozyten nicht dessen Kanaleigenschaften in PLB-Experimenten
(Benz et al. 1992). Porin-Antikérper hemmen dagegen Chloridkandle in Astrocyten und
Endothelzellen in Patch-clamp-Studien (Thinnes und Reymann 1997).

Der verwendete Antikorper zeigte in einem Konzentrationsbereich von 8-800 ng/ml keinen
EinfluB3 auf den Sulfat-Efflux im Vesikelsystem.

Da die Orientierung des VDAC in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums nicht bekannt
ist, sollte der Antikorper mit Hilfe der Liposofast-Technik in das Lumen eingebracht und somit
eine Wirkung von beiden Seiten erzielt werden. Die SR-Vesikel wurden mit 100 ng/ml AK-
VDAC versetzt und durch eine Polycarbonatmembran der Porenweite 400 nm gepre3t. Dadurch
erhielten die Vesikel einerseits eine einheitliche Gréf3e und wurden dabei gleichzeitig mit dem
Antikorper beladen. Der Vorgang wurde mehrmals wiederholt. Die SR-Vesikel der
Kontrollmessungen wurden ebenfalls dieser Behandlung unterzogen.

Auch in diesem Experiment war keine Beeinflussung des Sulfat-Efflux zu beobachten. Die
MeBkurven sowie die ermittelten k-Werte ergaben keinen signifikanten Unterschied zu den
Kontrollkurven. Da bis jetzt unklar ist, welche Rolle der a-helikale Bereich des VDAC in Bezug
auf das ‘gating’ des Kanals spielt, gibt dieses Experiment keinen Aufschlul} iiber eine mogliche

Beteiligung des VDAC am Sulfattransport im SR.

2.4.1.2 Einflufl von DCCD auf den Sulfat-Efflux

Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) ist ein hydrophobes Reagenz, das spezifisch mit
Carboxylgruppen reagiert. Im SR vermindert DCCD die Bindung von Ryanodin an den Ca®'-
Release-Kanal und setzt somit die Ca**-Freisetzung herab. Man geht deshalb davon aus, daf ein
oder mehrere Carboxylrest(e) im RyR entweder an der Bindung von Ca’" und/oder an
Konformationsinderungen beteiligt sind, die durch die Ca’**-Bindung induziert werden.
Wahrscheinlich wird dieser Rest fiir die Offnung des Kanals oder fiir die Ryanodinbindung
benotigt (Feng et al. 1996).

['*C]-DCCD markiert den VDAC aus SR- und mitochondrialen Membranen in relativ geringen
Konzentrationen (2 nmol/mg Protein). AuBerdem inhibiert DCCD den VDAC in PLB-
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Experimenten spannungs- und konzentrationsabhdgig, indem es dessen Offenwahrschein-lichkeit
vermindert. Hydrophile Carboxyl-Reagenzien wie EDAC [1-ethyl-3-(3-dimethylamino) propyl-
Carbodiimid] zeigen diesen Effekt nicht. Die durch DCCD modifizierte Carboxylgruppe konnte
demnach in die Spannungssensitivitdt und/oder die Ionenselektivitit des Kanals involviert sein
(Shafir et al. 1998).

Da in den Sulfat-Efflux-Experimenten die Spannung 0 mV betrégt, ist eine Beeinflussung des
VDAC durch den Wirkstoff eher unwahrscheinlich.

DCCD wurde dennoch in Konzentrationen von 1-100 uM in den Sulfat-Efflux-Experimenten
eingesetzt. Ab 50 uM DCCD trat eine leichte Aktivierung des Transports auf. Bei 100 uM DCCD
war die Transportrate um fast 50% erhoht. Das hydrophile EDAC zeigte dagegen keinen Einfluf3
auf den Sulfattransport.

Die stimulierende Wirkung von DCCD auf den Anionen-Efflux fiigt sich nahtlos in die
Ergebnisse von Schuster ein, der eine gegensitzliche Wirkung von RyR-Effektoren im
Anionentransport-System beobachten konnte und liefert einen weiteren Hinweis auf eine

funktionelle Kopplung von RyR und Anionenkanélen.
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Abb. 2-11 Einflufl von DCCD auf den Sulfat-Efflux
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Abb. 2-12 Konzentrationsabhiingige Aktivierung des Sulfat-Efflux durch DCCD

2.4.1.3 Einflufl von Nicotinamidadenindinucleotiden und deren Derivaten auf den Sulfat-

Efflux

NADH erhoht im mikromolaren Bereich die Spannungsabhingigkeit des mitochondrialen VDAC
und fiihrt zum VerschluB des Kanals (Hodge und Colombini 1997). NADH und NADP"
reduzieren die Permeabilitidt der Mitochondrienmembran fiir ATP (Lee et al. 1996).

o- und B-NADH, NADPH, NAD', NADP', ADP-Ribose sowie Nicotinamidribosemono-
phosphat beeinflulten in einem Konzentrationsbereich von 0.1 bis 1 mM den Sulfat-Efflux

jedoch nicht.

Die aus Einzelkanal-Messungen bekannten Effektoren des VDAC entfalten demnach im
Vesikelsystem aufgrund der unterschiedlichen Versuchsbedingungen und dem nicht vorhandenen
Membranpotential eine andere bzw. keine Wirkung. Riickschliisse auf eine mogliche Vermittlung
des Sulfat-Efflux durch den VDAC konnen deshalb durch diese Experimente nicht gezogen

werden.
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2.5 Einflufl von G-Proteinen auf den Anionentransport im SR

Sowohl in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums als auch in den transversalen Tubuli
konnten von einigen Arbeitsgruppen G-Proteine mittels Immunodetektion, ADP-Ribosylierung
und Photoaffinitdtsmarkierung mit [**P]-GTP nachgewiesen werden (Carney-Anderson und
Donaldson 1994, Villaz et al. 1989). Man geht davon aus, da sie in den Erregungs-
Kontraktionszyklus involviert sind und den Ca**-Release stimulieren. Diese Vermutung wird
durch deren Co-Lokalisation mit dem DHPR verstirkt (Toutant et al. 1990). Welche
regulatorische Funktion die GTP-bindenden Proteine in den Membranen des sarcoplasmatischen
Reticulums ausiiben, wird zur Zeit noch diskutiert. Eine Beteiligung am Ca®-Release ist dabei
ebenso in Betracht zu ziehen wie eine direkte Beeinflussung weiterer Kanidle des
sarcoplasmatischen Reticulums.

Die Regulation von lonenkanélen in der Plasmamembran verschiedener Zellen durch direkte
Wechselwirkung mit G-Proteinen wurde schon von mehreren Arbeitsgruppen beschrieben
(Dolphin 1990, Gambling et al. 1998). In dieser Arbeit sollte gepriift werden, ob auch Kanile

intrazelluldirer Membranen durch G-Proteine reguliert werden konnen.

2.5.1 Nachweis von G,-UE in den SR-Vesikeln

Mittels eines monoklonalen Antikorpers, der sich gegen eine konservierte Region der G-
Untereinheit (G,-UE) von G-Proteinen richtet, sollte deren Vorkommen in den Vesikeln des SR
untersucht werden. Es wurde ein Antikorper gewdhlt, der mehrere Klassen erkennt, da in der
Literatur sowohl stimulierende als auch inhibitorische Gg-Untereinheiten im SR beschrieben
wurden. Der hier verwendete Antikorper richtet sich gegen eine konservierte Region der GTP-
Bindungsdoméne und ist fiir folgende G,-Untereinheiten spezifisch: Gig, Goo, Gsor G Und Gy,
(Mumby und Gilman 1991, Goldsmith et al. 1987).

SR-Vesikel sowie LSR- und HSR-Vesikel wurden mittels 10% iger SDS-PAGE aufgetrennt, auf
eine PVDF-Membran transferiert und mit dem monoklonalen Antikérper, wie unter 2.1.1

beschrieben, inkubiert.



Ergebnisse 38

31 kDa

M LSR HSR SR LSR HSR SR

Abb. 2-13 Detektion der G,-UE von G-Proteinen in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums
A: SDS-PAGE (10% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Farbung)
B: Chemiluminogramm von A nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran und Immunodetektion mit

einem monoklonalen Antikdrper gegen die G,-UE von G-Proteinen.

Es konnten zwei Proteine detektiert werden, die mit dem Antikdrper wechselwirken. Eine sehr
deutliche Markierung trat bei 48 kDa in allen untersuchten Vesikeln auf. Eine weitere, aber
wesentlich schwichere Markierung bei 45 kDa. Um welche Gg-Untereinheiten es sich handelt,
lie sich nicht klidren. Kutchai et al. (1993) konnten jedoch durch ADP-Ribosylierung und
Immunodetektion in LSR- und Sarcolemma-Fraktionen ein Protein bei 45 kDa als Gsg-

Untereinheit identifizieren.

2.5.2 Einflu} eines Antikorpers gegen die Go-UE von G-Proteinen auf den Sulfat-Efflux

Um die Funktion von G-Proteinen in den SR-Vesikeln ndher zu betrachten, sollte der Einflul3
dieses Antikorpers auf den Sulfat-Efflux im Vesikelsystem untersucht werden.

Der Transport wurde durch die Zugabe von 0.2 pg/ml Antikorper leicht gehemmt. 1.5 pg/ml
Antikorper fiihrten zu einer maximalen Hemmung des Sulfat-Efflux von 17%. Bei dieser

Antikorperkonzentration sind unspezifische Wechselwirkungen jedoch nicht auszuschlieen.
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Abb. 2-14 EinfluB} eines Antikérpers gegen die G,-UE von G-Proteinen auf den Sulfat-Efflux

Als Negativ-Kontrolle wurde deshalb der Einflul unspezifischer Antikorper auf den Sulfat-Efflux

untersucht. Die Kurven lagen in allen eingesetzten Antikorper-Konzentrationen im Bereich der

Kontrollkurve, das gleiche galt fiir die k-Werte.
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Abb. 2.15 Kontrollkurven mit anti-human IgG

Dieses Experiment gibt somit einen ersten Hinweis auf eine mdgliche Wechselwirkung von G-

Proteinen mit Anionenkanilen im SR.
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2.6 Einflufl von Suraminderivaten auf den SO42'-Efﬂux

Suramin ist ein symmetrisches, polysulfoniertes Naphthylamin-Derivat, das in der
Trypanosomen-Therapie eingesetzt wurde. Mittlerweile dient es auch als effektives Anti-Krebs-
Mittel. Zudem zeigt es antagonistische Wirkungen zu ATP bei verschiedenen Ionenkanélen und
inhibiert DNA-Polymerasen sowie Rezeptoren von Wachstumsfaktoren (Freissmuth et al. 1999).
Die Wirkung von Suramin auf den Ca*-Flux im SR ist gut untersucht. Suramin aktiviert den
Ryanodin-Rezeptor konzentrationsabhingig und hemmt die Ca*"-ATPase und somit die Ca*'-
Akkumulation (Emmick et al. 1994).

Eine Wirkung von Suramin auf die G-Untereinheiten von G-Proteinen ist ebenfalls bekannt. Es
vermindert die spontane GDP-Freisetzung und zerstort aulerdem die terndre Komplex-bildung
zwischen Agonist-Rezeptor-G-Protein (Freissmuth et al. 1999, Hohenegger et al. 1998).

Diese Beobachtung und die beschriebene Wechselwirkung mit den Gy-Untereinheiten von G-
Proteinen lieferten weitere Hinweise auf eine mogliche Beeinflussung der Anionenkanéle im SR
durch G-Proteine.

Um diese Fragestellung ndher zu untersuchen, sollten einerseits auf synthetische Erfahrungen der
Arbeitsgruppe Nickel (Nickel et al. 1986) zuriickgegriffen und andererseits eigene Erfahrungen
unserer Arbeitsgruppe genutzt werden, die sich mit der Synthese von lonenkanalinhibitoren auf
der Basis von Pyridoxalphosphat beschiftigen. Von der Gruppe Nickel wurden Suraminderivate
vielfaltiger Art synthetisiert, die in der pharmakologischen Terminologie ausgedriickt als
spezifische Antagonisten von P2-Purinoceptoren wirkten, aber nicht zwischen den P2X- und den
P2Y-Subtypen zu unterscheiden vermochten (Hoyle et al. 1990).

In unserer Arbeitsgruppe wurden erstmals Pyridoxalphosphatderivate synthetisiert, die im
mikromolaren Konzentrationsbereich selektiv auf P2X-Purinoceptoren einwirken (Lambrecht et
al. 1992).

In biochemischer Terminologie gesprochen sind P2X-Rezeptoren Kationenkanile (Na', K",
Ca’"), wihrend P2Y-Rezeptoren eine Familie von G-Protein-gekoppelten Ionenkanilen
darstellen. Gemeinsam ist ihnen die Lokalisation in der Plasmamembran verschiedener Zelltypen.
In dieser Arbeit sollten der gleichzeitige Einflul von Derivaten der beiden Substanzklassen auf
den Ionentransport durch die intrazellulire Membran des sarcoplasmatischen Reticulums
untersucht werden. Der hemmende Einflul verschiedener Pyridoxalphosphatderivate auf den
aktiven Ca®"-Transport und den Sulfattransport konnten schon von Heider (1992), Brojatsch

(1987) und Volz (1987) gezeigt werden. Schuster (2001) konnte mit Suramin selbst den bisher
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stiarksten, nicht kovalent reagierenden Hemmstoff des Sulfattransports durch die SR-Membran
identifizieren.

Durch gezielte Verdnderung des Suraminmolekiils und Verkniipfung der Synthese mit der von
Pyridoxalphosphatderivaten sollten nun neue Inhibitoren synthetisiert werden, die zum einen
kovalent mit den Zielproteinen reagieren konnen, zum anderen durch radioaktive Markierung die
Identifizierung der Zielproteine erleichtern wiirden.

Angriffspunkt sollte die Abwandlung der Harnstoffbriicke im Suraminmolekiil sein, die bisher
nur selten das Ziel chemischer Modifikationen war. Es wurden zwei Strategien entwickelt: Die
Harnstoftbriicke sollte zum einen durch Trichlortriazin, zum anderen durch Nitroisophthalsdure
ersetzt werden, um so eine dritte Valenz fiir die chemische Derivatisierung einzufiihren. Der

chemischen Komplexitit wegen wurden die Derivate mit SB X abgekiirzt.

2.6.1 Synthese von SB 10 und dessen Einfluf} auf den Sulfat-Efflux
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Die Synthese dieser Substanz wurde in unserem Arbeitskreis von G. Spatz-Kiimbel entwickelt.
Dazu wurde stufenweise bei verschiedenen Temperaturen und pH 7 Trichlortriazin mit dem
‘Suraminhalbmolekiil’ umgesetzt, so daBl zwei Chloratome durch das ‘Suraminhalbmolekiil’
ersetzt werden. Die nucleophile Substitution des dritten Chloratoms ist nur unter wesentlich
stringenteren synthetischen Bedingungen durchfiihrbar. Jedoch sollte es mdglich sein, wegen der
lokalen Uberkonzentration bei Immobilisierung durch Bindung an das Zielprotein eine Reaktion
mit einer sich prasentierenden Aminosédurenseitenkette zu erreichen.

Doch zunidchst wurde die Wirkung von SB 10 auf den Sulfat-Efflux aus den Vesikeln des

sarcoplasmatischen Reticulums untersucht.
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Abb. 2-16 Einflufl von Suramin und SB 10 auf den Sulfattransport
Die Effluxkurve von Suramin (Iso = 0.9-1.16 uM, 98% maximale Hemmung) wurde von Schuster mit
freundlicher Genehmigung zur Verfiigung gestellt. SB 10 hemmt den 3S0,*-Transport halbmaximal bei

3 uM und 90% maximaler Hemmung.

In Abb. 2-16 ist die Hemmung des Sulfattransportes im Vergleich zu der durch Suramin
hervorgerufenen Inhibition dargestellt. Wie leicht ersichtlich, ist mit SB 10 ein weiterer, sehr
starker Hemmstoff gefunden worden. Die folgende Analyse zeigte jedoch, da SB 10 nicht
irreversibel mit einem Zielprotein reagiert. Auswaschen des Hemmstoffes durch Zentrifugation

erbrachte bei erneuter Transportmessung den Kontrollmessungen vergleichbare k-Werte.

2.6.2 Synthese und funktionelle Analyse von SB 22

Eine weitere Synthese hatte zum Ziel, zwei ‘Suraminhalbmolekiile’ durch die Reaktion mit 5-
Nitroisophthalsduredichlorid zu verbriicken. Sowohl dieses Produkt (SB 20) als auch das durch
katalytische Reduktion erhaltene Amin (SB 21) sind starke Hemmstoffe des Sulfattransportes bei

halbmaximaler Hemmung um 1.5 uM und 80% iger maximaler Inhibition.
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Die freie, aromatische Aminogruppe des SB 21 wurde in salzsaurer Losung durch Reaktion mit
Natriumnitrit in die Diazoniumverbindung iiberfiihrt und diese dann bei pH 8 mit
Pyridoxalphosphat gekuppelt. Die farbige Azoverbindung (SB 22) konnte sowohl mit der
Chloramin-T-Methode als auch mit J,-KJ-Lésung jodiert werden. Beide, die jodierte wie die
unjodierte Substanz wurden zunéchst wieder zu Transportmessungen eingesetzt. Abb. 2-17 zeigt,

daB3 beide Substanzen an die Hemmwirkung des parentalen Suramins heranreichen.
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Abb. 2-17 Einfluf3 von SB 22 und SB22;,4 auf den Sulfat-Efflux
SB 22 reicht mit einer Isy von 0.8 pM und einer Restaktivitdt von 7% der Kontrolle an die fiir Suramin
ermittelten Werte heran. Die Wirkung des jodierten SB 22 (SB22;,4) ist mit einer halbmaximalen
Hemmkonzentration von 1 uM und einer maximalen Hemmung von 88% etwas schwicher. Eine

Ungenauigkeit liegt allerdings in der schwierigen Ermittlung des Molekulargewichtes begriindet.
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2.6.2.1 Affinititsmarkierung von SR-Proteinen mit SB 22
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Das Suraminanalogon SB 22 erwies sich als effizienter Inhibitor des Sulfat-Effluxes, der zur
Affinititsmarkierung eingesetzt werden konnte.

SB 22 reagiert kovalent mit den Lysinseitenketten von Proteinen und ermdglicht somit die
Detektion von Bindungspartnern. Die radioaktive Markierung des Suramin-Analogons erfolgte
mit dem Radioisotop '**Jod durch Zusatz von Chloramin-T. Uberschiissiges Jodid wurde mittels
Gelfiltration abgetrennt.

Die spezifische Aktivitit der Substanz lag bei 0.004 mCi/mmol.

SR-Vesikel wurden mit SB 22 in Konzentrationen von 0.5 uM bis 100 uM unter Sulfat-Efflux-
Bedingungen inkubiert. Die bei der Reaktion mit Lysin entstandene Schiff’sche Base sollte durch
Zugabe von Natriumborhydrid (NaBH4) reduziert und somit stabilisiert werden. Es wurden
jeweils Ansdtze mit und ohne Reduktionsmittel getestet. Die Proben wurden mittels SDS-PAGE
aufgetrennt und die getrockneten Gele in einer photosensitiven Kassette 2-4 Tage exponiert. Die
Auswertung erfolgte im Phosphorimager. Als Negativ-Kontrolle diente jodiertes SB 22 ohne

Zusatz von SR-Vesikeln.
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Abb. 2-18 Markierung von SR-Proteinen mit SB 22 (0.5-100 pM, Reduktion mit NaBH,, pH 6.5)

A: SDS-PAGE (12% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Farbung)

B: Autoradiogramm von A nach 3 Tagen Exposition in einer Phosphorimager-Kassette

M: Marker

Ca%"-ATPase

48 kDa
40 kDa

45

Alle Reaktionsansitze wiesen eine radioaktive Markierung der Ca*"-ATPase auf. In den Proben

von 20-100 pM SB 22 konnten weitere Proteine mit einem Molekulargewicht von 48 kDa und 40

kDa detektiert werden.

Bei 48 kDa konnte mittels Immunodetektion auch eine G,-Untereinheit nachgewiesen werden. Es

liegt also sehr nahe, daf3 es sich in beiden Fallen um identische Proteine handelt.
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Das jodierte Suramin-Analogon wies unterhalb von ca. 20 kDa ebefalls eine starke Markierung
auf, deren Herkunft nicht geklirt werden konnte. Auch Anderungen der Jodierungs- bedingungen
ergaben dhnliche Resultate. Es war deshalb nicht moglich, in dem Molekular- gewichtsbereich
<20 kDa eine radioaktive Markierung, die nicht von SB 22 selbst stammte, auszumachen.

Eine Erhohung des pH-Wertes auf 7.4 ergab keine verdanderte Markierung. Das Gleiche galt fiir
den Zusatz von Natriumborhydrid. Auch eine ldngere Exposition in den photosensitiven
Kassetten fiihrte zu keinem deutlicheren Ergebnis.

Suramin zeigt im SR verschiedene Effekte. Es hemmt den aktiven Riicktransport von Ca®" in das
SR durch die Ca’"ATPase (Emmick et al. 1994) und wirkt agonistisch auf den RyR, wodurch der
Ca’"-Release gefordert wird. Es wurde vermutet, daB Suramin mit der ATP-Bindungsstelle des
RyR wechselwirkt, dies konnte jedoch nicht bestdtigt werden (Klinger et al. 1999). Eine
Wechselwirkung zwischen Ryanodin-Rezeptor und dem Suramin-Analogon SB 22 scheint

ebenfalls nicht vorzuliegen, da in diesem Molekulargewichtsbereich keine Affinitdtsmarkierung

detektiert werden konnte, wie Abb. 2-19 zeigt.

= _<-C_a2+—ATPase

M 2 5 10 20 50 100 SB22 2 5 10 20 50 100 SB22

Abb.2-19 Markierung von SR-Proteinen mit SB 22 (2-100 pM, Reduktion mit NaBH,, pH 6.5)
A: SDS-PAGE (7.5% Polyacrylamid, Coomassie Blau-Féarbung)

B: Autoradiogramm von A nach 2 Tagen Exposition in einer Phosphorimager-Kassette



Ergebnisse 47

2.6.3 Synthese und funktionelle Charakterisierung von SB 9

Mit dem Suraminderivat SB 9 wurde im Arbeitskreis zum ersten mal ein Hemmstoff synthetisiert,
der in einer Studie am Ratten vas deferens (Lambrecht et al. 2000) eine 10fach hohere Spezifitit
fiir P2Y - iiber P2X;-Rezeptoren aufwies, also eine hohere Spezifitit fiir G-Protein-gekoppelte
Ionenkanédle. Wie bei SB 22 wurde die Suramin- mit der Pyridoxal-phosphatchemie verbunden
und ein Molekiil synthetisiert, dal durch Diazotierung eines ‘Suraminhalbmolekiils’ und
nachfolgender Azokupplung mit Pyridoxalphosphat bei pH 8 entstand. Es wurde in unserem
Arbeitskreis im Sulfat-Efflux eingesetzt und zeigte eine halbmaximale Hemmkonzentration von

28.6 uM bei einer Restaktivitit von 20% der Kontrolle (Schuster 2001).

SB9 CH

H
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2.6.3.1 Affinititschromatographie mit immobilisiertem SB 9

Da SB 9 eine gewisse Spezifitit fiir G-Protein-gekoppelte Ionenkanédle aufweist, sollte durch
Immobilisierung von SB 9 eine neue Sdulenmatrix fiir die Affinitdtschromatographie hergestellt
werden. Dazu bot sich wegen der endstdndigen Aldehydgruppe von SB 9 eine Kupplung mit
Aminohexylsepharose an. Die entstandene Schiff’sche Base konnte mit Natriumborhydrid
stabilisiert werden. Die Bindung des tiefroten SB 9 an die Sdulenmatrix wurde mit dem Auge
verfolgt.

Nach dem Aquilibrieren der Sdule mit 10 mM TRIS-HCI pH 7.2 / 0.4% Nonidet P-40 wurde
solubilisiertes SR aufgetragen, um festzustellen, welche Proteine mit SB 9 wechselwirken. Die
Elution erfolgte mit einem kontinuierlichen Gradienten von 0-300 mM NaCl. Die Proben wurden

nach der Fallung mit Methanol-Chloroform mittels SDS-PAGE und Immunoblot analysiert.
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Es zeigte sich, dall der VDAC nicht an die Sdulenmatrix adsorbiert wurde und in allen Fraktionen
des Durchlaufs (D) nachgewiesen werden konnte. Eluiert wurden vorwiegend die Ca**-ATPase,
ein Protein bei etwa 66 kDa sowie bei 38 kDa. Es traten jedoch auch noch andere Proteine auf.
Die SB 9-Sepharose-Saule weist demnach unerwiinschte Wechsel-wirkungen auf und ist deshalb
zur spezifischen Aufreinigung eines Anionenkanals aus dem SR ungeeignet.

Da das Elutionsprofil dem des VDAC {iber die Spermin-Agarose-Sdule gleicht, wurde sie
teilweise zur Anreicherung des VDAC eingesetzt.

Es sollte aber weiterhin auch gepriift werden, ob die beiden im SR detektierten G4-Untereinheiten
an der SB 9-Sdule adsorbiert werden. Dazu wurden die Proben des Durchlaufs und des Eluats
nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran mit einem monoklonalen Antikorper gegen die Gg-
Untereinheiten inkubiert. Im Durchlauf trat keine Antikorper-Markierung auf. In den Fraktionen
von ca. 80 mM (E1) bis 100 mM (E2) NaCl konnte eine Bande bei 48 kDa nachgewiesen werden.
Offensichtlich geht eine Go-Untereinheit eine Wechselwirkung mit dem Suraminderivat SB 9 ein.
Die zweite Gy-Untereinheit bei 45 kDa konnte in den untersuchten Fraktionen nicht detektiert
werden. Moglicherweise liegt sie nach der Chromatographie sehr stark verdiinnt vor und kann
somit nicht mehr nachgewiesen werden. Aus der Literatur ist zudem bekannt, da3 verschiedene
Suraminderivate mit unterschiedlichen Gg-Untereinheiten wechselwirken (Hohenegger et al.
1998, Chahdi et al. 1998, Freissmuth et al. 1997). Eine Adsorption beider Untereinheiten an die
SB 9-Séaule ist deshalb nicht zwingend.

Dies ist ein weiterer Beweis dafiir, dal3 G,-Untereinheiten in der SR-Membran vorhanden sind,
die solubilisiert und affinitidtschromatographisch angereichert werden konnen. Die Tatsache, dal3
der VDAC nicht an der SB 9-Sepharosematrix retardiert wird und SB 9 den Sulfat-Efflux hemmt,
gibt einen starken Hinweis darauf, dall der Sulfat-Transporter ein Protein ist, das mit G-Proteinen

wechselwirken kann, und dafl der VDAC nicht der geeignete Kandidat zu sein scheint.
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Abb. 2-20 Elutionsprofil der SB9-Sepharose-Siiule nach Beladung mit solubilisiertem SR (2mg/ml)
Es werden nur Fraktionen gezeigt, die den VDAC bzw. die G,-Untereinheit (G,-UE) enthalten.
A: SDS-PAGE (12% Polyacrylamid; Coomassie Blau-Farbung)
B: Chemiluminogramm von D und E2 nach Transfer auf eine PVDF-Membran und Inkubation mit einem
anti-VDAC (VDAC)- bzw. anti-G,-UE (G,-UE) Antikorper
M: Marker, D: Durchlauf, E1: Eluat bei 80 mM NaCl, E2: Eluat bei 100 mM NacCl.

2.7 Einflufl von Nucleotiden auf den SO42'-Efﬂux

Nucleotide reflektieren das bioenergetische Stadium und thermogene Mechanismen der
Muskelfaser und spielen eine wichtige Rolle bei der Muskelkontraktion und -relaxation. Aus
PLB-Experimenten ist bekannt, dal ATP den SCI von beiden Seiten der Membran hemmt, der
BCl jedoch nur von der luminalen Seite beeinflult wird. Andere Nucleotide sowie AMP-PNP (5'-
Adenylylimidodiphosphat) zeigen dhnliche Effekte. Aus letzterem kann man schlieen, dal3 fiir
die Blockierung des Kanals keine Phosphorylierung notwendig ist (Kourie 1997b).

Ahern und Laver kamen zu dem Ergebnis, da3 cytoplasmatisches ATP den SCI nur dann hemmt,

wenn Cl'-Ionen vom Cytoplasma in das SR-Lumen wandern (Ahern und Laver 1998). Daraus
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folgern sie, da der SCI in vivo keine Chloridionen vom Cytoplasma in das SR-Lumen
transportiert und somit auch nicht zum Ladungsausgleich wihrend der elektrogenen Ca®'-
Aufnahme beitragen kann.

Auch in den Sulfat-Efflux-Experimenten entfalten Nucleotide eine inhibitorische Wirkung, wobei
ATP, gefolgt von GTP, dhnlich den Messungen an planaren Lipiddoppelmembranen die
effektivste Hemmung aufweist (Schuster 2001, Kourie 1996a). Durch die Zugabe von
Magnesiumchlorid kann die Hemmwirkung der Nucleotide verstirkt werden. Magnesiumionen
dienen bei zahlreichen katalytischen Prozessen als Cofaktoren und werden auch fiir die Aktivitét
der Ca’"-ATPase benétigt. In unserem Arbeitskreis konnte gezeigt werden, da Magnesiumionen
den Sulfattransport im Vesikelsystem stimulieren. In Einzelkanal-Messungen beeinflussen sie den
CI'-Transport jedoch nicht (Kourie 1997b).

Allerdings werden sowohl ATP als auch GTP im SR sehr schnell metabolisiert (Schuster 2001).
Deshalb ist unklar, ob die Nucleotidtriphosphate selbst oder deren Metabolite an der Regulation
von Anionenkanélen beteiligt sind. Auch AMP-PNP wird unter bestimmten Bedingungen im SR
abgebaut, was durch neuere Studien am Institut gezeigt werden konnte (Bédumert, pers. Mitteilung
2000).

Ausgehend von den zuvor beschriebenen Hinweisen auf eine G-Protein-vermittelte Regulation
von Anionentransportern in der Membran des sarcoplasmatischen Reticulums sollte nun der
inhibitorische EinfluB von Guaninnucleotiden auf den Sulfat-Efflux néher charakterisiert werden.
Dazu wurde ein GTP-Analogon (6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphat, 6-DNP-S-GTP)
synthetisiert, das einerseits mit den Cysteinseitenketten von Proteinen einen stabilen Thioether
ausbilden und andererseits mit >’Phosphat radioaktiv markiert werden kann. Mittels
anschliefender Affinitdtsmarkierung sollten SR-Proteine identifiziert werden, die mit dem GTP-
Analogon wechselwirken und eventuell an der Steuerung von Transportprozessen durch die

intrazellulire Membran beteiligt sind.
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2.7.1 Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

Die Ausgangssubstanz 2-Amino-6-mercapto-purin-ribosid (6-Thio-Guanosin) wurde in
Triethylphosphat gelost und durch Zugabe von Phosphoroxidchlorid in das Monophosphat
iiberfiihrt. Nach der Zugabe von Bariumacetat entstand durch Hydrolyse das Bariumsalz, das mit
Ethanol gefillt wurde. Die Extraktion des 6-Thio-Guanosinmonophosphats (6-Thio-GMP) aus
dem entstandenen Niederschlag erfolgte mit Wasser. Die Ausbeute lag nach dem Lyophilisieren
bei 90%.

Vor der Reaktion mit 2.4-Dinitro-1-fluor-benzol (DNFB) wurde das Bariumsalz des 6-Thio-GMP
in die freie Sdure tiberfiihrt und erneut lyophilisiert. Nach dem Losen in Wasser wurde der pH-
Wert auf 8.3-8.5 eingestellt und DNFB in zweifachem Uberschul3 zugesetzt. Die Reaktion lief
iber Nacht. Nach der Zentrifugation wurde der entstandene Thioether mit Ethanol gewaschen und
in Wasser aufgenommen.

Um die Reaktivitit des Thioethers zu iiberpriifen, wurden Modellreaktionen mit Cystein, N-
Acetylcystein und Cysteamin durchgefiihrt. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte in der
Papierhochspannungselektrophorese pH 6.5 und Diinnschichtchromatographie zeigten, daf3 der
Thioether fast vollstindig umgesetzt wurde. Als Vergleich wurde Dinitrothiophenol eingesetzt,
das ebenfalls bei der Reaktion entsteht.

Der als Natriumsalz vorliegende Thioether wurde in die freie Sdure iberfiihrt, und der
Phosphatrest durch die Zugabe von 1.1-Carbonyldiimidazol aktiviert. Uberschiissiges 1.1-
Carbonyldiimidazol wurde mit Methanol abgefangen. Um das bei der Reaktion stérende Wasser
zu entfernen, wurde die Diphosphorsdure am Rotationsverdampfer mit Dimethylformamid
getrocknet. Zu der in Dimethylformamid gelosten Diphosphorsdure wurde der Thioether
zugesetzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt
und in 0.01 M Lithiumchlorid aufgenommen. Die Auftrennung der Reaktionsprodukte erfolgte
durch Anionenaustauscher-Chromatographie. Es entstanden drei Produkte, die mittels
Papierhochspannungselektrophorese pH 3.5 analysiert wurden. Die Auswertung ergab, da3 neben
dem Triphosphat auch noch Spuren von Monophosphat und Diphosphat vorhanden sind. Die das
Triphosphat enthaltenden Fraktionen wurden eingeengt, mit Ethanol geféllt und lyophilisiert. Die
Ausbeute betrug 75% des Eduktes.

2.7.1.1 Synthese des [y-/B- 32P]-6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats
Die radioaktive Synthese des GTP-Analogons wurde mit [**P]-Diphosphorsdure (spezifische

Aktivitit 2.4 Ci/mmol) durchgefiihrt, wobei **P entweder in v- oder in B-Stellung eingebaut wird.
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Die Synthese erfolgte analog zu 2.7.1 mit einem Zehntel-Ansatz. Die Ausbeute lag bei 75%. Die
spezifische Aktivitit betrug 4 mCi/mmol.

2.7.2 Stufenweise Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

Die stufenweise Synthese des GTP-Analogons hat den Vorteil, da3 bei der radioaktiven Synthese
2pPhosphat ausschlieBlich in B-Stellung eingebracht werden kann. Damit wird bei der
nachfolgenden Affinitdtsmarkierung einerseits die Detektion von phosphorylierten Proteinen
verhindert, andererseits konnen auch nach einer Hydrolyse des [*°P]-6-DNP-S-GTP noch
Proteinmarkierungen erzielt werden.

Die Phosphorsidure wurde in Wasser geldst, mit Pyridin und tri-n-Butylamin versetzt, im
Rotationsverdampfer eingeengt und zweimal mit Dimethylformamid getrocknet. Das 6-S-
Dinitrophenyl-thioguanosin-monophosphat wurde in DMF gel6st, mit 1.1-Carbonyldiimidazol
aktiviert und die Phosphorsdure zugegeben. Nach Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz
eingeengt und in 0.1 M Triethanolamin/CO, pH 7.5 aufgenommen. Die Auftrennung der
Produkte erfolgte durch Anionenaustauscher-Chromatographie mit einem Gradienten von 0.1-0.8
M Triethanolamin/CO, pH 7.5. Das entstandene Diphosphat wurde bis zur Trockenheit eingeengt
und im Exsikkator aufbewahrt.

Der zweite Phosphorylierungsschritt erfolgte wie zuvor beschrieben. Der Reaktionsansatz wurde
nach dem Einrotieren in 0.01 M Lithiumchlorid pH 3 aufgenommen und mit einem Gradienten
von 0.01-0.6 M Lithiumchlorid pH 3 eluiert. Die beiden Produkte wurden getrennt eingeengt, mit
Ethanol gefillt und im Exsikkator {iber Phosphorpentoxid getrocknet. Bei der nachfolgenden
Diinnschichtchromatographie zeigte sich, da3 das Triphosphat erwartungsgemil3 spdter eluierte

als das Edukt. Die Ausbeute lag bei 35%.

2.7.2.1 Stufenweise Synthese des [[3-32P]-6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

Die Synthese wurde mit einem Zehntel-Ansatz der unter 2.7.2 beschriebenen Vorschrift durchgefiihrt.
Im ersten Phosphorylierungsschritt wurde jedoch [**P]-Orthophosphorséure mit einer Aktivitéit von 10
mCi/ml eingesetzt. Beide Guaninnucleotid-Analoga konnten mittels Diinnschichtchromatographie
nachgewiesen werden (Abb. 2-21). Die Ausbeute des ausschlieBlich in B-Stellung markierten GTP-
Analogons betrug 15%, die spezifische Aktivitdt 0.4 mCi/mmol.
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Lauffront

Startpunkte #

Abb. 2-21 Nachweis der GDP-/GTP-Analoga mittels Diinnschichtchromatographie
Autoradiographie der DC (Elutionsmittel 1 N LiCl, 2 M Ameisensdure) nach 0.5 h Exposition in einer
Phosphorimager-Kassette
1: 6-DNP-S-GDP nach UV-Detektion (254 nm)
2: [B-*P]-6-DNP-S-GDP
3: [B-**P]-6-DNP-S-GTP
4: 6-DNP-S-GTP nach UV-Detektion (254 nm)

2.7.3 EinfluB} von 6-DNP-S-GTP auf den SO, -Efflux

Zunéchst sollte die Wirkung des GTP-Analogons auf den Sulfat-Efflux in den Vesikeln des
sarcoplasmatischen Reticulums untersucht werden.

Fiir 6-DNP-S-GTP ergab sich eine halbmaximale Hemmkonzentration von 115 uM und eine
Restaktivitdt von 44% der Kontrolle. Durch Zugabe von Magnesiumionen konnte der Effekt
verstirkt werden (Iso = 80 uM bei 32% Restaktivitit der Kontrolle). 6-DNP-S-GTP zeigte somit
dhnliche Affinititen wie GTP, allerdings war die maximale Hemmung um ca. 30% erhoht. Es
ibertraf auch die maximale Hemmung von ATP. Vermutlich fiihrt das GTP-Analogon durch die
kovalente Bindung zu einer irreversiblen Modifikation der Zielproteine. Da der Sulfat-Efflux
jedoch nicht vollstindig zum Erliegen kommt, muf3 der Rest-Flux durch Kanalproteine vermittelt

werden, die nicht der Regulation durch Nucleotide unterliegen.



Ergebnisse 54

Durch Vorinkubation der SR-Vesikel mit 6-DNP-S-GTP sollte iiberpriift werden, ob sich dadurch
eine stirkere Wirkung erzielen l4Bt. Shoshan-Barmatz et al. (1996a) konnten zudem den
Eintransport von ATP in die SR-Vesikel nachweisen. Eintransport-Studien im Vesikelsystem
zufolge wird GTP sogar effizienter liber die SR-Membran transportiert als ATP (Schuster 2001).
Dort kann es als Substrat fiir die im Lumen vorliegende Casein-Kinase II dienen, die sowohl ATP
als auch GTP zur Phosphorylierung verwenden kann (Hadad et al. 1999), und regulatorische
Funktionen ausiiben.

Die Fluxraten der vorinkubierten Vesikel lagen etwas niedriger als diejenigen ohne
Vorinkubation, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant. Das GTP-Analogon wird somit
entweder nicht in die Vesikel transportiert oder entfaltet seine Wirkung vorwiegend von der
cytoplasmatischen Seite der Membran.

Da das GTP-Analogon als Lithiumsalz vorlag, wurde auch der Einflul von Lithiumionen auf den
Sulfat-Efflux untersucht. LiCl wurde in Konzentrationen von 0.1-5 mM eingesetzt. Erst ab 5 mM
zeigte sich eine um ca. 5% gesteigerte Fluxrate. Der EinfluB von Lithiumionen ist deshalb im

Gegensatz zu dem von Magnesiumionen vernachldssigbar.
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Abb. 2-22 Sulfat-Efflux-Kurven unter Zusatz von 6-DNP-S-GTP (- MgCl,)
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Abb. 2-23 Konzentrationsabhiingige Hemmung des SO~ -Efflux durch 6-DNP-S-GTP (£ MgCl,)
6-DNP-S-GTP verringert die Fluxrate um maximal 56% bei einer halbmaximalen Hemmkonzentration
von 115 uM. Die Zugabe von 2 mM MgCl, erhdht die maximale Hemmung auf 68% bei einer 15, von 80
uM 6-DNP-S-GTP.

2.7.4 Detektion und Identifizierung von SR-Proteinen, die mit dem GTP-Analogon

wechselwirken

Da das GTP-Analogon den Sulfat-Efflux sehr effektiv hemmt, sollten durch Affinititsmarkierung
mit [**P]-6-DNP-S-GTP SR-Proteine detektiert werden, die entweder regulierend auf den
Anionentransport im SR einwirken oder selbst als Kanalprotein in Frage kommen. 6-S-
Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphat reagiert kovalent mit den Seitenketten von Cysteinen.
Dabei bildet sich eine stabile Thioetherbindung zwischen dem Purinring des GTP-Analogons und
der Sulfhydrylgruppe eines Cysteinrestes aus. Bei dieser Reaktion wird 1-Thio-2.4-dinitrobenzol

freigesetzt.

SR-Vesikel wurden mit den beiden [*?P]-markierten GTP-Analoga (siehe 2.7.1.1 und 2.7.2.1) in
Konzentrationen von 0.1-2 mM inkubiert. Die Versuche wurden bei pH 6.5 durchgefiihrt, um sie
den Bedingungen der Sulfat-Efflux-Experimente anzugleichen. Danach wurden die Ansétze mit
Probenpuffer B-Mercaptoethanol versetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Auswertung
der getrockneten Gele erfolgte nach 2-5 Tagen Exposition in photosensitiven Kassetten im

Phosphorimager.
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Abb. 2-24 Radioaktive Markierung von SR-Proteinen mit [B-32P]-6-DNP-S-GTP (+ B-Mercaptoethanol)
A: SDS-PAGE (12% Polyacrylamid; Coomassie Blau-Farbung)
B: Autoradiogramm von A nach 48 h Exposition in einer Phosphorimager-Kassette
M: Marker, SR: SR-Vesikel, VDAC: VDAC inkubiert mit I mM [B-**P]-6-DNP-S-GTP,
S-GTP: 2 mM [B-**P]-6-DNP-S-GTP
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Das [y—/B-32P]-6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphat reagierte vorwiegend mit der Ca®'-
ATPase. Weitere Proteine traten in einem Bereich von 31-35 kDa sowie 45-60 kDa auf. Die
Autoradiogramme dieser Gele konnten aufgrund der insgesamt sehr schwachen Markierung nicht
zur Auswertung herangezogen werden. Dies 146t darauf schlieBen, dal das GTP-Analogon sehr
schnell im SR hydrolysiert wurde, wodurch die radioaktive Markierung in y-Stellung nicht mehr
detektiert werden konnte. In den folgenden Experimenten wurde deshalb das ausschlieBlich in [3-
Stellung radioaktiv markierte GTP-Analogon verwendet.

Ab einer Konzentration von 0.5 mM [B-3zP]-6-DNP-S-GTP konnten 8 SR-Proteine detektiert
werden, die eine Wechselwirkung mit dem Analogon eingehen.

Markiert wurde die Ca**-ATPase (110 kDa), die eine Nucleotidbindungsstelle besitzt sowie ihre
Dimerform (220 kDa). Auch die beiden G,-Untereinheiten (45 kDa und 48 kDa) von G-Proteinen
traten mit dem GTP-Analogon in Wechselwirkung. Der VDAC reagierte sowohl in den nativen
SR-Vesikeln als auch nach affinitdtschromatischer Aufreinigung mit 6-DNP-S-GTP. Eine
Wechselwirkung konnte iiber die Nucleotidbindungsstelle im VDAC erfolgen (Florke et al.
1994). Die Isoform 1 des VDAC enthilt zudem 2 Cysteine, die eine kovalente Bindung mit dem
Thioether eingehen koénnen.

Weitere Banden traten bei 65 kDa, 43 kDa, 40 kDa, 38 kDa und 23 kDa auf. Letztere entspricht
der Laufweite des GTP-Analogons, da sie auch in den Reaktionsansitzen ohne SR-Vesikel
sichtbar ist. Die Identifizierung der restlichen vier Proteine ist das Ziel zukiinftiger
Untersuchungen.

Der Zusatz von Magnesiumchlorid beeinfluBite die Markierung nicht, obwohl in den Sulfat-

Efflux-Experimenten Magnesiumionen den hemmenden Effekt des 6-DNP-S-GTP verstarken.

Durch Zusatz von dquimolaren Mengen GTP in den Reaktionsansédtzen war die Markierung der

Proteine insgesamt etwas schwécher, konnte jedoch nicht vollstindig aufgehoben werden.

Einem Teil der Proben wurde kein B-Mercaptoethanol zugesetzt, um eine Spaltung des bei der
Markierungsreaktion entstehenden Thioethers zu verhindern. Diese Proben wiesen nach der SDS-
PAGE jedoch eine diffuse Auftrennung der Proteine auf, die eine Zuordnung einzelner
Markierungen erschwerte. Auffillig war allerdings die wesentlich stirkere Markierung der Ca*'-

ATPase in den Reaktionsansitzen ohne 3-Mercaptoethanol.
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Abb 2-25 Radioaktive Markierung von SR-Proteinen mit [B-32P]-6-DNP-S-GTP (- B-Mercaptoethanol)
A: SDS-PAGE (12% Polyacrylamid; Coomassie Blau-Firbung)
B: Autoradiogramm von A nach 48 h Exposition in einer Phosphorimager-Kassette

M: Marker, SR: SR-Vesikel, S-GTP: 2 mM [B-"*P]-6-DNP-S-GTP

2.7.5 EinfluB von GTPYS und GDPS auf den SO,*-Efflux

G-Proteine sind sehr wahrscheinlich an der Erregungs-Kontraktions-Kopplung im Skelettmuskel
beteiligt, indem sie die Ca®’-Freisetzung regulieren. Diese Annahme wird durch die
unterschiedliche Wirkung der beiden Guaninnucleotid-Analoga GTPYS und GDPJS untermauert.
Das Hydrolyse-bestidndige GTPYS stimuliert an isolierten Muskelfasern die Freisetzung von Ca”".
GTPyS hélt die Gy-Untereinheit in ihrer aktiven Form und verhindert deren Zusammenlagerung
mit dem B-/y-Dimer, wodurch es zu einer anhaltenden Aktivierung kommt. GDPBS dagegen
hemmt den Ausstrom von Ca®" (Carney-Anderson und Donaldson 1994). Allerdings geht man
davon aus, dal} diese modulatorische Funktion nicht essentiell ist.

Um eine mogliche G-Protein-vermittelte Regulation von Anionenkanilen in der Membran des
sarcoplasmatischen Reticulums zu untersuchen, wurde der Einflu von GTPYS und GDPBS auf
den Sulfat-Efflux getestet.

Alle MefBreihen (auch die Kontrollmessungen) wurden unter Zusatz von 2 mM Magnesium-

chlorid durchgefiihrt.
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Abb. 2-27 Konzentrationsabhiingige Hemmung des Sulfat-Efflux durch GTPyS und GDPS

Der Sulfat-Efflux wurde durch die Zugabe von GTPYS und GDPS reduziert. Die halbmaximale

Hemmkonzentration ergab fiir GTPYS 130 uM bei einer maximalen Hemmung von 20 %.

Die inhibitorische Wirkung von GDPBS war etwas schwécher (Isp = 170 pM, 15% maximale

Hemmung). Dies stimmt mit der Beobachtung von Kourie (1997b) iiberein, daf3 die inhibitorische

Wirkung von Nucleotiden auf den SCI in PLB-Experimenten mit steigender Ladung zunimmt.

Adenosin-5-tetraphosphat zeigte im Vesikel-System dagegen keine Effekte auf den Sulfat-Efflux.
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Dieses Resultat deutet darauthin, daf3 die beiden Guaninnucleotid-Analoga vorwiegend direkt die
Leitfahigkeit eines Kanalproteins reduzieren. FEine ausschlieBlich G-Protein-vermittelte

Regulation von Anionenkanilen miifite zu unterschiedlichen Effekten fiihren.

2.8 Wirkung von Fettsduren im SR

Auf der Suche nach physiologischen Wirkstoffen, die den Anionentransport im SR beeinflussen
konnten, erweckte die Arachidonsdure (5,8,11,14-Eicosatetransdure) unser Interesse.
Arachidonsdure wird durch die im Cytosol lokalisierte Phospholipase A, aus
Membranphospholipiden freigesetzt und entfaltet vielféltige Funktionen.

Im SR des Herzmuskels moduliert sie die Struktur der Ryanodinbindungstasche und verhindert
somit die Bindung von Ryanodin an den Ca*'-Release-Kanal (RyR) (Uehara et al. 1996). In
isolierten SR-Vesikeln induziert Arachidonsdure zudem die Ca**-Freisetzung durch den RyR und
aufgrund der nur teilweisen Hemmung durch Rutheniumrot, einem starken Inhibitor des RyR,
wahrscheinlich auch durch andere Kanile (Dettbarn und Palade 1993).

Eine Wirkung auf die Ca’’-ATPase wird ebenfalls angenommen. Besonders Autooxidations-
produkte der Arachidonsdure hemmen die Ca®"-Akkumaluation im SR-Lumen (Kim und La Bella
1988, Cardoso und De Meis 1993).

Auch eine Wirkung auf Anionenkanile ist bekannt. In Patch-clamp Studien an L6 Myoblasten
inhibiert Arachidonsdure einen Chloridkanal (‘large-conductance chloride channel’) in
Konzentrationen von 1-50 pumol/l (Zachar und Hurnak 1994). Chloridkanidle in der humanen
Plazenta werden ebenfalls durch mikromolare Konzentrationen cis-ungeséttigter Fettsduren
blockiert (Riquelme und Parra 1999).

Besonders interessant erschien uns jedoch die von Mukhopadhyay et al. 1(997) beschriebene
Modulation von G-Proteinen in der Apikalmembran der Lunge durch ungesittigte Fettsduren, die

sich in einer verminderten GTPase-Aktivitit dullert.

2.8.1 Einfluf} von Fettsiduren auf den Sulfat-Efflux

Da die Arachidonsdure mit unterschiedlichen Ionenkanidlen sowie G-Proteinen wechselwirkt,
sollte deren Einflul auf den Sulfattransport im SR untersucht werden. Um die Oxidation der
Fettsduren wihrend der Messungen zu verhindern, wurden die verwendeten Puffer entgast und
mit Argon gespiilt. Die Kontrollmessungen wurden unter den gleichen Bedingungen

durchgefiihrt.
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Arachidonsdure verminderte den SO42'-Efﬂux halbmaximal bei 42 pM mit einer maximalen
Hemmung von 90%. Die gesittigte Arachidinsdure (n-Eicosansdure) zeigte im Bereich von 25-
500 uM keinen EinfluB auf den Sulfatausstrom. Linolsdure (cis-9,cis-12-Octadecadiensédure)
inhibierte den Sulfattransport mit einer Isp von 50 pM und einer maximalen Hemmung von 72%.
Die einfach ungesittigte Olsdure (cis-9-Octadecensiure) dagegen wirkte etwas schwicher (Iso =
55 uM, 68% maximale Hemmung). Als trans-Fettsdure wurde Linolensdure (trans-9,trans-12-
Octadecadiensdure) eingesetzt, die den Sulfattransport ebenfalls hemmt (Iso =75 uM, 65%
maximale Hemmung), allerdings etwas geringer als die cis-ungeséttigten Fettsauren.

Trotz der zahlreichen Untersuchungen ist die Wirkungsweise der Fettsduren auf die Regulation
von Kanalproteinen nicht bekannt. Eine Beeinflussung der Kanaleigenschaften durch
Micellenbildung scheint ausgeschlossen, da die kritische Micellenkonzentration fiir
Arachidonsédure bei 73 uM liegt (Glick et al. 1996) und somit oberhalb der halbmaximalen

Hemmbkonzentration.

relative Fluxrate

[Wirkstoff] (uM)

Abb.2-28 Einfluf} verschiedener Fettsiuren auf den SO42'-Efﬂux
Die Hemmwirkung der cis-ungesittigten Fettsduren steigt mit zunehmender Anzahl der Dopelbindungen
an. Trans-Linolensdure zeigt die geringste Wirkung. Die gesittigte Arachidinsdure beeinfluflt den Sulfat-

Efflux nicht.



Ergebnisse 62

2.8.2 Einflufl von PGE; auf den Sulfat-Efflux

Die Prostaglandine stellen Cyclooxygenase-Metabolite der Arachidonsdure und anderer mehrfach
ungesittigter Fettsduren dar. Zu dieser Gruppe gehdren auch die Prostacycline und Thromboxane.
Mit diesem Experiment sollte die Frage geklart werden, ob auch Metabolite der Arachidonsdure
den Sulfattransport im SR beeinflussen.

Aus der Literatur ist bekannt, dal3 Prostaglandin E, (PGE;) die Anionensekretion in kultivierten
Ratten- und Mausepithelien stimuliert (Wong et al. 1999, Fong und Chan 1998). Die weiteren
Cyclooxygenase-Metabolite zeigen dagegen keine Wirkung. Ahnliche Effekte sind auch fiir die
Chloridsekretion in anderen Epithelzellen bekannt (Deachapunya und Grady 1998, Bunce und
Spraggs 1988, Bourke et al. 1995).

PGE, wird durch die Prostaglandin-Synthase, die eine Cyclooxygenase- und eine
Hydroperoxidase-Komponente enthélt, direkt aus Arachidonsédure gebildet.

Da PGE,; stark oxidations- und lichtempfindlich ist, wurde es nach dem Losen in Ethanol mit
Argon tiberschichtet und im Dunkeln aufbewahrt.

Die Wirkungsweise von PGE, war abhingig von der eingesetzten Konzentration. In geringen
Konzentrationsbereichen (1-50 nm) schwankten die k. -Werte um den Kontrollwert (Kurven
nicht gezeigt). Von 0.1 -10 uM PGE, wurde eine leichte Steigerung der Transportrate erreicht.
Der Sulfat-Efflux wurde bei 0.1 uM PGE, maximal um 17% stimuliert.

0,10
= Kontrolle; k = 1
u e (01uM PGEz;k=1.17
0,08 1M PGE,; k = 1.13
v 10 uM PGEz;k=1.11
0,06
B
£
& 0m-
0,02
0,00 T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Zeit (min.)

Abb. 2-29 Aktivierung des Sulfat-Efflux durch geringe PGE,-Konzentrationen
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Ab einer Konzentration von 20 uM PGE; wurde der Sulfattransport gechemmt. Die halbmaximale

Inhibitorkonzentration lag bei 35 uM mit einer Restaktivitit von 66% der Kontrolle.
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Abb. 2-30 Konzentrationsabhiingige Hemmung des Sulfat-Efflux durch PGE, (20 pM - 500 pM)

2.9 Effekte von ATP-sensitiven Kaliumkanal-Effektoren auf den Sulfat-Efflux

Die modulatorischen Effekte von ATP-sensitiven K'-Kanal-Offnern und -Inhibitoren auf die
Leitfahigkeit und die kinetischen Eigenschaften von ATP-aktivierten Cl'-Kanédlen wurden in
verschiedenen Studien untersucht (Sheppard und Welsh 1992, Ballatori et al. 1995, Holevinsky et
al. 1994, Hongre et al. 1994, Tominaga et al. 1995), wobei sowohl K'-Kanal-Offner als auch -
Inhibitoren hemmende Effekte zeigen.

Kourie untersuchte erstmals in PLB-Experimenten deren Wirkung auf ATP-sensitive
Chloridkanile (SCI) im SR des Skelettmuskels (Kourie 1998). Der K'-Kanal-Inhibitor Glyburid,
ein Sulfonylharnstoff, induziert eine reversible Abnahme des Ionenstroms und der kinetischen
Parameter sowie eine Erhohung der geschlossenen Zustinde des Kanals. Die Hemmung wird
deshalb als ‘flicker-block’ beschrieben und erfolgt durch direkte Wechselwirkung mit dem
‘gating’-Mechanismus des SCI. Die halbmaximale Inhibitorkonzen-tration liegt bei 30 uM und
ist mit denen fiir cAMP-aktivierte Cl'-Kanile (Sheppard und Welsh 1992) sowie ATP-sensitive
K'-Kanile im glatten Muskel vergleichbar (Standen et al. 1989). Glyburid wirkt von der

cytoplasmatischen Seite wesentlich stirker, als von der luminalen Seite.
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Minoxidil gehort zu der Pyrimidin-Klasse der ATP-sensitiven K'-Kanal-Offner (Edwards und
Weston 1993). In Einzelkanal-Messungen am SCI modifiziert es die Kinetik des Kanals im
gedffneten Zustand und fiihrt dann zur Hemmung (Kourie 1998).

Der ATP-sensitive K'-Kanal-Offner Diazoxid erhoht die Offenwahrscheinlichkeit des SCI und
den durchschnittlichen Ca**-Gegenstrom, der durch den ATP-sensitiven ClI'-Kanal im SR flieft.
Die Diazoxid-induzierte Muskelrelaxation konnte iiber diesen Ca2+-Gegenstrom vermittelt
werden. Diazoxid zeigt dagegen keinen Einfluf auf ATP-sensitive K'-Kanile im Skelettmuskel
(Weik und Neumcke 1989, 1990).

Der EinfluB von K'-Kanal-Offnern und -Inhibitoren auf den Sulfat-Efflux in SR-Vesikeln wurde
im Filterassay untersucht. Die daraus resultierenden Ergebnisse sollten mit denen aus den
Einzelkanal-Messungen in Beziehung gesetzt werden.

Glyburid wurde in DMF gel6st und in Konzentrationen von 10-100 uM eingesetzt. Der Sulfat-
Efflux wurde halbmaximal bei 14 pM gehemmt, die Restaktivitét betrug 70% der Kontrolle.
Minoxidil zeigte dhnliche Effekte. Jedoch lag die Iso bei 21 uM, die Restaktivitit bei 74% der
Kontrolle. Die inhibitorische Wirkung der beiden Substanzen im Vesikelsystem entspricht

demnach der in den Einzelkanal-Messungen.
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Abb. 2-31 Hemmung des Sulfat-Efflux durch den K'-Kanal-Aktivator Minoxidil und den K'-Kanal-Inhibitor
Glyburid
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Die Wirkung von Diazoxid trat erst bei 250 uM ein und fiihrte zu einer leichten Hemmung. Eine
Aktivierung des Sulfat-Transports konnte somit im Gegensatz zu den PLB-Experimenten an
rekonstituiertem SCI nicht gezeigt werden.

Aufgrund der minimalen Effekte, die durch die K'-Kanal-Effektoren im Vesikelsystem
hervorgerufen werden, erscheint eine Beteiligung des SCl an dem Sulfattransport im SR sehr
unwahrscheinlich. Eindeutige Hinweise lieferten diese Messungen jedoch aufgrund der

unterschiedlichen Versuchsbedingungen nicht und wurden deshalb nicht weiter verfolgt.
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Abb. 2-32  Sulfat-Effluxkurven mit dem K*-Kanal-Aktivator Diazoxid
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3. Diskussion

In dieser Arbeit sollte das Vorkommen des ‘voltage-dependent anion-selective channel’
(VDAC) in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums (SR) nachgewiesen, eine
Charakterisierung des Kanals vorgenommen sowie dessen Beteiligung am Transport von
Sulfat untersucht werden. Da eine Sequenzierung und funktionelle Expression der in der SR-
Membran beschriebenen Anionenkanile bisher erfolglos war, sollten mittels Affinitits-
chromatographie und Affinitdtsmarkierung Anionenkanéle detektiert und identifiziert werden.
Dazu war die Ermittlung und Synthese spezifischer Anionenkanal-Inhibitoren notwendig.
Einer moglichen G-Protein-vermittelten Regulation dieser Kanéle sollte dabei besondere

Beachtung geschenkt werden.

3.1 Anionentransport im SR

Das sarcoplasmatische Reticulum des Skelettmuskels ist auf die Aufnahme, Speicherung und
Freisetzung von Ca’’-Ionen spezialisiert. Die Hauptkomponenten dieses Systems bilden der
Ryanodin-Rezeptor (RyR) und die Ca’"-ATPase. Zudem existiert ein K'-Kanal mit hoher
Leitfahigkeit (Coronado et al. 1980, Miller und Racker 1976) sowie verschiedene
Anionenkanéle, deren Funktion bis jetzt noch nicht geklért ist. Eine mogliche Rolle konnten
kompensatorische Wirkungen darstellen, um den Aufbau eines Membranpotentials wiahrend
der Ca’"-Aufnahme bzw. des Ca’"-Release zu verhindern und die Elektroneutralitit im SR-
Lumen zu gewdhrleisten. Cl'-lonen erhdhen zudem die Permeabilitit der SR-Membran fiir
Ca”" und scheinen fiir eine optimale Ca**-Regulation notwendig zu sein (Sukhareva et al.
1994, Ikemoto et al. 1994, Patel et al. 1996). Als weitere physiologische Funktion wird auch
der Transport anderer Metabolite wie Nucleotiden diskutiert. Die Cl'-Konzentrationen im SR-
Lumen und im Myoplasma sind sowohl im Ruhezustand als auch wihrend der Muskel-
kontraktion gleich, weshalb eine regulatorische Funktion neben der kurzzeitigen Ladungs-
kompensation fraglich ist.

Die Anzahl der Anionenkanidle im SR ist im Vergleich zu der Gesamtproteinmenge sehr
gering,  wodurch eine  ndhere  Charakterisierung  weiter  erschwert  wird.
Rekonstitutionsexperimente an planaren Lipiddoppelmembranen (PLB) ergeben eine
Fusionsrate von 1 bis maximal 4 Kanélen pro SR-Vesikel (Kourie 1997b, Rousseau et al.

1988).
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In den vergangenen Jahren wurden eine Reihe unterschiedlicher Anionenkanile in der SR-
Membran beschrieben, die sich in ihrer Leitfahigkeit, Spannungsabhédngigkeit und Regulation
durch verschiedene Liganden unterscheiden. Diese unterschiedlichen Eigenschaften sind
zumindest teilweise auf methodische Abweichungen bei der Priparation und der
angewendeten MeBtechnik zuriickzufiihren. Letztendlich ist davon auszugehen, dal3 sich
mindestens drei Anionenkanéle im SR befinden. Der ‘big chloride channel’ (BCl), der ‘small

chloride channel’ (SCI) und der ‘voltage-dependent anion-selective channel’ (VDAC).

Davon spielt der BCI in den Sulfat-Efflux-Experimenten wahrscheinlich die grofte Rolle
(Schuster 2001). Der Kanal weist in PLB-Experimenten eine hohe Leitfahigkeit fiir CI" und
Offenwahrscheinlichkeit (Py) auf. In einem Bereich von 40 mV ist er weitgehend spannungs-
unabhéngig und somit bei einem Potential von 0 mV, wie es unter physiologischen
Bedingungen und in Vesikel-Flux-Experimenten angenommen wird, gedffnet (Stienen 2000,
Coonan und Lamb 1998). Zudem reagiert er in Einzelkanal-Messungen nicht auf Anderungen
der Ca’"-Konzentration sowie einer Erniedrigung des pH-Wertes (Kourie et al. 1996a).

Dagegen wird er von der cytoplasmatischen Seite durch Sulfat und von der luminalen Seite

durch ATP gehemmt.

Der SCI ist abhingig von der cytoplasmatischen Ca’’-Konzentration und wird deshalb auch
als Ca®"-aktivierter CI'-Kanal beschrieben. Wihrend der Muskelkontraktion ist die Ca®'-
Konzentration im Myoplasma ausreichend, um den Kanal zu aktivieren (Kourie 1996b). Er
tritt in PLB-Experimenten etwas seltener auf als der BCl, wodurch sein Nachweis und seine
Charakterisierung erschwert werden. Zudem benotigt er fiir seine Aktivitéit einen Pri-Puls zu
Potentialen von + 40 mV bis + 80 mV, wonach er fiir mehrere Sekunden in den aktiven
Zustand wechselt (Kourie et al. 1996a). Der Kanal zeichnet sich zwar durch eine hohe
Anionen-selektivitit aus, weist jedoch #hnliche Leitfihigkeiten fiir SO,*- und CI*-Ionen auf
(Kourie et al. 1996b). Da die Transportgeschwindigkeit fir SO4* in den Vesikel-
Experimenten im Vergleich zu CI verlangsamt ist (Kometani und Kasai 1978), ist eine

Beteiligung des SCI am Sulfat-Efflux nicht anzunehmen.

Der aus dem Mitochondrium bekannte VDAC konnte in den Membranen des SR mittels
Immunodetektion und Markierung durch Dicyclohexylcarbodiimid (DCCD) nachgewiesen
werden (Shoshan-Barmatz et al. 1996a, Shafir et al. 1998). Im Mitochondrium stellt er den
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Haupttransportweg fiir verschiedene Metabolite, besonders ATP dar. Auflerdem ist er an der
Regulation der ATP-Konzentration im Mitochondrium beteiligt (Rostovtseva und Bezrukov
1998, Rostovtseva und Colombini 1997). Shoshan-Barmatz et al. (1996a) konnten indirekt
einen Eintransport von ATP in das SR-Lumen nachweisen, weshalb der Kanal dort eine
dhnliche Funktion ausiiben konnte. Der VDAC liegt in niedrigen Potentialbreichen gedffnet
vor und geht ab 20 mV in einen ‘geschlossenen’ Kationen-selektiven Zustand iiber. Er weist
eine sehr hohe Leitfdhigkeit auf, ist aber weitgehend Anionen-unselektiv. Die Anionenkanal-
Inhibitoren DIDS und DCCD vermindern die Kanalaktivitdt in PLB-Experimenten. Durch die
Zugabe von DIDS verliert der Kanal seine Spannungsabhingigkeit und wechselt auch bei
niedrigen Membranpotentialen in den ‘geschlossenen’ Zustand (Thinnes et al. 1990). DCCD
moduliert den Kanal jedoch nur bei hohen Spannungen in seinem Kationen-selektiven
Zustand (Shafir et al. 1998). Die Wirkung der beiden Substanzen fiihrt zu einer Reduktion des
ATP-Transports in native SR-Vesikel (Shoshan-Barmatz et al. 1996a).

3.2 Identifizierung und Charakterisierung des VDAC

In den vergangenen Jahren hiuften sich die Hinweise auf eine extramitochondriale Expression
des VDAC. Das Vorkommen des VDAC in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums
wurde jedoch zu Beginn dieser Arbeit noch diskutiert. Deshalb sollte der Kanal mittels
Immunodetektion in den Vesikeln des ‘/ight” SR (LSR) und des ‘heavy’ SR (HSR) nach-
gewiesen werden. Der verwendete monoklonale Antikorper detektierte in allen Fraktionen ein
Protein mit einem Molekulargewicht von 35 kDa. Bei der in einigen Priparationen zusétzlich
auftretenden Markierung (28 kDa) handelt es sich entweder um eine weitere Isoform oder um
ein Spaltpodukt des VDAC. Da der Kanal gegeniiber dem Verdau durch Proteasen sehr
resistent ist (De Pinto et al. 1991, Shoshan-Barmatz et al. 1996a) und zudem wéhrend der
Aufreinigung verschiedene Protease-Inhibitoren eingesetzt wurden, ist die erste Annahme
wahrscheinlicher. Eine ndhere Identifizierung dieses Proteins war allerdings aufgrund des

seltenen Auftretens und der geringen Mengen nicht moglich.

Da der VDAC in den Fraktionen des LSR in geringerer Anzahl vorliegt als in den Fraktionen
des HSR, erscheint die von Shafir et al. (1998) postulierte Co-Lokalisation und Wechsel-

wirkung des Kanals mit der Ca’’-ATPase fragwiirdig.
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Die Aufreinigung des VDAC aus den Vesikeln des SR gestaltete sich entgegen den aus der
Literatur bekannten Angaben problematisch, da der solubilisierte Kanal nur wenig Affinitét zu
den verwendeteten Sdulenmaterialien aufwies. Eine Adsorption erfolgte lediglich an
Carboxymethyl-Cellulose und an eine mit dem VDAC-Antikorper bestlickte Affinitétsséule.
Das Protein eluierte von der CM-Cellulose-Matrix kontinuierlich in einem sehr grof3en
Volumen, was zu hohen Verlusten bei der nachfolgenden Anreicherung fiihrte. Durch
Affinitdtschromatographie mit dem monoklonalen Antikdrper konnte der VDAC mit einem
pH-Shift gezielt eluiert werden. Die Kapazitit der Sdule war allerdings fiir eine native
Aufreinigung in grofBerem Mafstab zu gering.

Der verwendete Antikorper erkennt spezifisch die Isoform 1 des VDAC (Reymann et al. 1999,
Jakob et al. 1995). Eine exakte Identifizierung des Proteins sollte dennoch mittels
Sequenzanalyse erbracht werden. Eine Sequenzierung des iiber priparative Gele
angereicherten Kanals lie8 sich aufgrund einer N-terminalen Blockierung nicht vornehmen.
Wabhrscheinlich handelt es sich dabei, wie bei dem mitochondrialen VDAC, um eine
Acetylierung (Thinnes und Reymann 1997).

Es wurde die Spaltung mit Bromcyan gewihlt, da die bekannten VDAC-Isoformen aus
Mensch, Maus und Ratte nur 2-4 Methionine aufweisen und somit nur wenige und dadurch
gut detektierbare Peptidfragmente nach der Spaltung auftreten sollten. Es entstanden zwei
Fragmente mit einem Molekulargewicht von 21 kDa und 14 kDa, deren Partialsequenzen
exakt mit der erst kiirzlich erschienenen Sequenz des VDAC 1 aus dem Cornea-Endothel von
Oryctolagus cuniculus (Kaninchen) iibereinstimmen. Diese Isoform enthidlt ebenfalls nur
einen Methioninrest innerhalb der Sequenz und ein der ermittelten cDNA zugrunde liegendes
Molekulargewicht von 31 kDa (Rae 2000). Abweichungen zu dem apparenten Molekuar-
gewicht des VDAC aus den SR-Vesikeln konnen auf verschiedene poststranslationale
Modifikationen wie Glycosylierungen zuriickgefiihrt werden. Auch der humane, mitochon-
driale VDAC (HVDAC 1) weist ein apparentes Molekulargewicht von 35 kDa auf (Dolder et
al. 1999).

Bis jetzt konnten zwei humane cDNA-Klone sequenziert werden (Blachly-Dyson et al. 1993),
die vier Isoformen des VDAC codieren (HVDAC 1-4). HVDAC 1 und HVDAC 2 weisen
75% Sequenzhomologie auf und unterscheiden sich vorwiegend im N-terminalen Bereich
durch eine Verldangerung der Isoform 2. Man geht davon aus, daB3 diese Region an der
Zielsteuerung der verschiedenen Isoformen zu unterschiedlichen Zellkompartimenten beteiligt

ist. HVDAC 3 und HVDAC 4 stellen Subtypen der Isoform 1 dar (Blachly-Dyson et al. 1994).
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Aus dem Cornea-Endothel von Oryctolagus cuniculus liegen drei Isoformen vor, die starke
Sequenzhomologien zu den aus anderen S&dugetieren bekannten Formen aufweisen. Die
Isoformen 1 aus Kaninchen und aus humanem VDAC stimmen bis auf zwei Aminosiuren
iiberein, wobei humaner VDAC ein zusitzliches Methionin enthélt. Eine Spaltung mit
Bromcyan wiirde somit drei Fragmente ergeben.

Die erhaltenen Partialsequenzen weisen neben dem immunologischen Nachweis daraufhin,
daBl die Isoform 1 des VDAC in den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums aus dem
Skelettmuskel von Kaninchen vorliegt und starke Sequenzhomologien zu dem VDAC aus

dem Cornea-Endothel des gleichen Organismus aufweist.

Aufgrund seines vielfdltigen Auftretens in unterschiedlichen Geweben und Kompartimenten
wird die Beteiligung des VDAC als Poren-bildende Komponente verschiedener Cl-Kanal-
Komplexe, besonders des ORDIC (‘outwardly-rectifying depolarisation-induced chloride
channel’), diskutiert. Dafiir sprechen die Hemmung von Cl'-Kanélen in Endothelzellen durch
anti-VDAC Antikorper, die Verdnderung der Kanaleigenschaften des rekonstituierten VDAC
in PLB-Experimenten durch den Anionentransport-Inhibitor DIDS sowie die reversible
Bindung des Stilbenderivats (Thinnes und Reymann 1997).

Der VDAC bildet aulerdem einen Komplex mit dem mitochondrialen Benzodiazepin-
Rezeptor und dem Adenin-Nucleotid-Translokator (McEnery et al. 1991, Kinally et al. 1993)
sowie mit diversen Kinasen (Brdiczka 1991). Eine Wechselwirkung des mitochondrialen
VDAC mit verschiedenen cytosolischen und mitochondrialen Proteinen ist bekannt. Dazu
gehoren die Hexokinase, Cytochrom ¢ und MAP2, ein Protein des Cytoskeletts. Im SR konnte
in elektronenmikroskopischen Studien eine Co-Lokalisation mit der Ca*"ATPase beobachtet
werden (Shafir et al. 1998). Auch eine Regulation durch assoziierte Modulatoren wird
angenommen.

Zur Zeit wird diskutiert, ob der mitochondriale VDAC ausschlieBlich als Monomer oder auch
als Dimer vorliegt. Die affinititschromatographische Aufreinigung mit MAP2 sowie
Quervernetzungsexperimente weisen auf eine Dimerbildung hin (Linden und Karlsson 1996,
De Pinto et al. 1989, Roos et al. 1982). Elektronenmikroskopische Untersuchungen an
Membrankristallen deuten jedoch vermehrt auf eine Monomerform hin (Mannella et al. 1987,
Thomas et al. 1991, Peng et al. 1992b).

Durch Verwendung der Quervernetzungsreagenzien Diepoxybutan und 4.4’-Diaminostilben-

2.2’-disulfonsdure sollte eine intra- und/oder intermolekulare Komplexbildung des VDAC in



Diskussion 71

den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums untersucht werden. Die Experimente geben
allerdings in den untersuchten Konzentrationsbereichen keine Hinweise auf eine mogliche
Oligomerisierung des Kanals. Der VDAC scheint im SR demnach als Monomer vorzuliegen
und im Gegensatz zu dem mitochondrialen VDAC keine Komplexe mit anderen Proteinen

auszubilden.

3.2.1 Einflufl des VDAC auf den Sulfat-Efflux

Nach der Detektion des VDAC in den Vesikeln des SR sollte dessen Rekonstitution in
kiinstliche Asolektin-Vesikel Aufschluf3 {iber eine mogliche Beteiligung am Sulfattransport
geben. Der Kanal konnte mittels Immunodetektion in den rekonstituierten Vesikeln
nachgewiesen werden, zeigte aber in den Vesikel-Flux-Experimenten keine Transport-
eigenschaften. Hierzu bieten sich mehrere Erkldrungen an. Einerseits kann nicht sichergestellt
werden, ob der Kanal funktionell rekonstituiert wurde. Bathori et al. (1993) konnten zeigen,
da mitochondrialer VDAC nach der Rekonstitution in kiinstliche Vesikel andere
Transporteigenschaften und Inhibitorsensitivititen aufweist als in intakten Mitochondrien.
Dies wird auf die wunterschiedliche Membranzusammensetzung sowie fehlende
Regulationsfaktoren zuriickgefiihrt. Durch Verwendung von Asolektin-Vesikeln sollte die
Membrankomposition weitgehend den Verhéltnissen in den SR-Vesikeln angeglichen werden,
jedoch sind geringfiigige Abweichungen nicht zu vermeiden. Andererseits spielt auch der
Zustand der kiinstlichen Vesikel eine gro3e Rolle. Das Auftreten 16chriger Vesikel, die kein
Sulfat akkummlieren kénnen, kann Hemling (1994) zufolge jedoch ausgeschlossen werden.
Allerdings traten bei der nativen Aufreinigung des Kanals quantitative Probleme auf, so daf3
die Rekonstitution des VDAC in kiinstliche Vesikel im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter

verfolgt werden konnte.

Durch die Verwendung bekannter Effektoren des mitochondrialen VDAC sollte dessen
Einflu} auf den Sulfat-Efflux im SR weitergehend untersucht werden. Eine Moglichkeit bietet
dabei die Verwendung monoklonaler Antikorper gegen das Kanalprotein. Deren Epitop, der
a-helikale, N-terminale Bereich des VDAC, ragt im Mitochondrium in das Cytosol (Thinnes
et al. 1989) oder, wie ebenfalls vermutet, in das Innere der Pore (Mannella 1998). Ebenso
diskutiert wird die Beteiligung dieses Bereichs am ‘gating’ des Kanals. Punktmutationen in
dieser Doméne verdndern die lonenselektivitit und die Spannungsabhéngigkeit der Pore und

weisen auf deren Eigenschaft als Spannungssensor hin (Blachly-Dyson et al. 1990, Thomas et



Diskussion 72

al. 1993). Monoklonale Antikorper gegen diese Region zeigen dagegen keinen Einflu3 auf die
Kanaleigenschaften des mitochondrialen VDAC (Benz et al. 1992).

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper beeinfluflt den Sulfat-Efflux ebenfalls nicht. Da
die Orientierung des Kanals in der SR-Membran nicht bekannt ist, wurde der Antikérper
mittels Liposofast-Technik in die SR-Vesikel eingebracht, jedoch zeigte sich auch hier keine

Wirkung auf den Sulfattransport.

DCCD inhibiert in PLB-Experimenten den aus SR-Membranen aufgereinigten und
rekonstituierten VDAC bei hohen Membranpotentialen in dessen Kationen-selektiven Zustand
(Shafir et al. 1998). Neben seiner Wirkung auf den VDAC modifiziert DCCD auch den RyR,
indem es die Bindung von Ryanodin und Ca®" an den Rezeptor verhindert und somit dessen
Kanalaktivitdt in planaren Lipiddoppelmembranen vermindert.

Im Vesikelsystem fiihrt DCCD zu einer Stimulation des Sulfat-Efflux. Welchen Mechanismen
dieser Effekt zugrunde liegt, ist fraglich. Jedoch gliedert sich das Ergebnis nahtlos in die von
Schuster (2001) ein, der eine gegensitzliche Wirkung von Effektoren des RyR im Anionen-
transportsystem beobachten konnte. Ob dies auf eine gegenldufige Regulation beider Kanéle
und/oder auf eine mogliche Vermittlung des Anionentransports durch den RyR

zuriickzufiihren ist, mufl weitergehend untersucht werden.

NADH gilt ebenfalls als Inhibitor des mitochondrialen VDAC in PLB-Experimenten. Es
vermindert dessen Spannungsabhingigkeit und erleichtert somit den VerschluB3 des Kanals,
wodurch dessen Permeabilitdt fiir Adeninnucleotide reduziert wird (Zizi et al. 1994). In den
Sulfat-Efflux-Messungen zeigt es dagegen wie die anderen Nicotinamidadenosindinucleotide
NAD(P)’, NADPH, NAAD' und NAADP" und deren Metabolite ADP-Ribose und

Nicotinamidribosemonophosphat keine Wirkung.

Der starke Anionenkanal-Inhibitor DIDS moduliert die Spannungsabhingigkeit des VDAC
und fiihrt zu dessen VerschluBB. Es wird vermutet, da3 der Kanal die Stilbendisulfonatgruppe
des Wirkstoffs bindet (Thinnes et al. 1994). In den Sulfat-Efflux-Experimenten stellt DIDS
zudem einen sehr guten Hemmstoff (Iso = 4 uM) dar. Durch Affinititschromatographie mit
dem N-acetylierten DIDS-Derivat SITS sollte einerseits eine Bindung von SITS an den
VDAC aus dem SR nachgewiesen und gleichzeitig eine quantitativ verbesserte Aufreinigung

des Proteins erzielt werden. Um eine Sittigung der Bindungsstellen durch die Ca**-ATPase,
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die ebenfalls durch DIDS gehemmt wird (Kasai und Taguchi 1981, Campbell und Mac
Lennan 1980), zu vermeiden, wurde die Ca’"-ATPase mittels Affinititschromatographie aus
der Vesikel-suspension eliminiert. Der VDAC weist allerdings keine Affinitdt zu SITS auf
und kann nur im Durchlauf der Sdulenchromatographie detektiert werden. Das Eluat enthielt
geringe Mengen Ca’’-ATPase und das Glycoprotein 53. Eine Anderung der Puffersysteme
sowie der Detergenzkonzentration zeigte keine gesteigerte Affinitit. Ein moglicher Grund fiir
die ausbleibende Bindung des Stilbenderivats durch den VDAC konnte eine vollstandige
Verhiillung des Kanals in den Detergenz-Micellen darstellen. Dies wurde ebenfalls bei der
Aufreinigung des mitochondrialen VDAC beschrieben, jedoch nicht bei der Verwendung des
Detergenzes Nonidet P-40 (De Pinto et al. 1989). Zudem bindet der Kanal unter den gleichen
Solubilisierungsbedingungen an CM-Cellulose und an eine Affinitdtssdule mit dem anti-
VDAC Antikorper. Die unterschiedlichen Affinititen der beiden Kanidle zu SITS deuten
demnach vielmehr auf verschiedene Funktionen und Regulationsfaktoren im Mitochondrium

und im SR hin.

Die abweichenden Versuchsbedingungen in PLB- und Vesikel-Flux-Experimenten
erschweren eine vergleichbare Wirkung verschiedener Effektoren in beiden Systemen. Eine
Beteiligung des VDAC bei der Vermittlung des Sulfat-Austauschs im SR erscheint jedoch
sehr unwahrscheinlich.

Vielmehr konnte er an dem Transport von Nucleotiden in das SR-Lumen beteiligt sein. Dort
befinden sich einige Ca*"-bindende Proteine wie Sarcalumenin, HCP (‘histidine-rich calcium-
binding protein’) und Calsequestrin, die den RyR in Abhéngigkeit vom
Phosphorylierungsgrad regulieren (Orr und Shoshan-Barmatz 1996, Shoshan-Barmatz et al.
1996b, Szegedi et al. 1999). Neben einer moglichen Autophosphorylierung (Varsanyi und
Heilmeyer 1980) zdhlen die Casein Kinase II (CKII) sowie die Calmodulin-abhingige
Proteinkinase (Hadad et al. 1999, Leddy et al. 1993) zu den mdéglichen Vermittlern.

Da im SR keine ATP-generierenden Systeme bekannt sind, ist ein Eintransport von
Nucleotiden notwendig. Shoshan-Barmatz et al. (1996a) konnten indirekt iiber die endogene
Phosphorylierung der intraluminalen Proteine Sarcalumenin und HCP durch [y—32P]-ATP
einen ATP-Transport in die SR-Vesikel nachweisen. Im SR des Herzmuskels wurde in PLB-
Experimenten ein Anionenkanal beschrieben, der durch die cAMP-abhingige Proteinkinase
(PKA) aktiviert wird und fiir Adeninnucleotide permeabel ist (Kawano et al. 1999). Zudem
konnte in unserem Institut der Eintransport von ATP, GTP und AMP-PNP in die SR-Vesikel
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nachgewiesen werden, der mit unterschiedlicher Effizienz und Geschwindigkeit erfolgt

(Schuster 2001).

3.3 Funktion von G-Proteinen im SR

GTP-bindende Proteine konnten im Sarcolemma und in den transversalen Tubuli (T-Tubuli)
nachgewiesen werden und spielen wahrscheinlich bei der Exitations-Kontraktions-Kopplung
(EKK) im Skelettmuskel eine Rolle. Als mégliche Funktion wird die Regulation des Ca*'-
Release postuliert (Hasegawa und Kumagai 1989). Dafiir sprechen eine Co-Lokalisation und
Wechselwirkung mit spannungsabhingigen Ca’"-Kanilen (DHPR) (Toutant et al. 1990,
Carney-Anderson 1997) sowie die Modulation ihrer Aktivitat (Yatani et al. 1988, Hamilton et
al. 1991, Horne et al. 1988).

Neben der Lokalisation in den T-Tubuli konnten auch einige Gg-Untereinheiten von G-
Proteinen in den Fraktionen des HSR und des LSR mittels ADP-Ribosylierung und
Immunodetektion nachgewiesen werden. Dazu zdhlen Giy-, Gqo- und Gsy-Untereinheiten
(Carrasco et al. 1994, Kutchai et al. 1993, Doucet und Tuana 1991). Deren Funktion konnte
bis jetzt jedoch noch nicht gekldrt werden. Neben einer moglichen Wirkung auf den RyR
konnten auch Anionenkanile im SR durch G-Proteine direkt beeinfluBt werden. Dies ist fiir
einen Cl'-Kanal aus den Acinus-Zellen des Pankreas bekannt (Martin 1993). Eine G-Protein-
vermittelte Regulation von Chloridkandlen in Epithelzellen (ORCC, ‘outwardly-rectified
chloride channel’) und in Myocyten wird ebenfalls diskutiert (Ismailov et al. 1996, Sun et al.
1993).

3.3.1 Nachweis von G-Proteinen im SR des Skelettmuskels

In den Vesikeln des HSR und des LSR konnten mittels Immunodetektion zwei Gg-
Untereinheiten detektiert werden. Die Proteine besitzen ein Molekulargewicht von 48 kDa
und 45 kDa, wobei letzteres wesentlich schwicher auftritt. Der verwendete monoklonale
Antikorper richtet sich gegen einen konservierten Bereich der GTP-Bindungs-Doméne und
erkennt deshalb verschiedene G,-Untereinheiten. Eine néhere Klassifizierung der beiden G-
Untereinheiten war aus diesem Grund nicht moglich. Kutchai et al. (1993) konnten allerdings
bei 45 kDa mittels ADP-Ribosylierung und spezifischer Immunodetektion eine Gsg-

Untereinheit in den Fraktionen des LSR und des Sarcolemmas nachweisen.
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3.3.2 Hinweise auf eine G-Protein-vermittelte Regulation von Anionenkaniilen im SR

Die im Vesikelsystem eingesetzten Antikorper gegen die Gy-Untereinheiten fiihrten zu einer
Hemmung des Sulfat-Efflux. Einige Anionenkandle konnten demnach direkt durch ein G-
Protein moduliert werden. Erste Hinweise auf eine direkte Wechselwirkung von GTP-
bindenden Proteinen und Ionenkanilen stammen aus der Modulation von Ca*'- und K'-
Kanélen durch muscarinische Agonisten in Herz-Myocyten (Dolphin 1990). Eine Regulation
iiber ‘second messenger’ ist unwahrscheinlich, da cAMP den Sulfat-Efflux nicht beeinfluf3t
(Schuster 2001). Inositolpolyphosphate modulieren zwar in Einzelkanal-Messungen die
Leitfihigkeit des Ca’-aktivierten Cl-Kanals im SR (SCl) durch Bindung an eine
Polyanionenbindungsstelle. Diese direkte Wirkung unterscheidet sich jedoch von ihrer

traditionellen Rolle in der Phosphoinositid-Kaskade (Kourie 1997b).

Weitere Hinweise auf eine direkte Regulation von Anionenkanélen im SR durch G-Proteine
sollten durch Affinititsaufreinigung und -markierung mit verschiedenen Suraminderivaten

erzielt werden.

Suramin weist neben seinen vielfédltigen therapeutischen Einsatzmdglichkeiten auch
unterschiedliche Wirkungen im SR auf. Der Ca’’-Release wird durch den Wirkstoff
stimuliert, die Ca*"-Akkummulation durch die Ca’"-ATPase dagegen gehemmt (Emmick et al.
1994). Zudem stellt es den bisher stirksten Inhibitor (Isp von 0.9 bis 1.16 pM) des
Anionentransports im Vesikelsystem dar (Schuster 2001). Neben dieser Beobachtung wird
auch eine Wechselwirkung zwischen Suramin und den Gg-Untereinheiten von G-Proteinen
postuliert (Beindl et al. 1996, Huang et al. 1990, Hohenegger et al. 1998). Suramin verhindert
einerseits die spontane Freisetzung von GDP und zerstort andererseits die ternére
Komplexbildung zwischen Agonist-Rezeptor-G-Protein (Freissmuth et al. 1999). Eine
antagonistische Wirkung auf P2Y-Rezeptoren, die zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Ionenkanile gehoren, ist ebenfalls bekannt (Kugelgen und Wetter 2000).

Die Vermutung lag deshalb nahe, da3 die inhibitorische Wirkung von Suramin auf den Sulfat-
Efflux eventuell iiber die Modulation eines G-Proteins erfolgen konnte. Weiterhin besteht
jedoch auch die Moglichkeit einer direkten Wechselwirkung des Inhibitors mit einem

Ionenkanal.
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Durch Affinititsaufreinigung- und Affinititsmarkierung mit verschiedenen im Arbeitskreis
synthetisierten Suraminderivaten sollten deshalb mdgliche Anionenkandle oder andere

regulatorische Proteine identifiziert werden.

Das kovalent reagierende Suraminderivat SB 9 weist eine gewisse Spezifitdt fiir G-Protein-
gekoppelte Ionenkandle (P2Y;-Rezeptoren) auf (Lambrecht et al. 2000) und hemmt den
Sulfat-Efflux im Vesikelsystem (Isp = 28 uM). Zudem zeigt es Affinitit zu einer G-
Untereinheit (48 kDa) der SR-Vesikel, da diese an einer Sdulenmatrix mit immobilisiertem
SB 9 retardiert wird und in den eluierten Fraktionen mittels Immunodetektion nachgewiesen
werden konnte. Ein erster Hinweis auf die Interaktion eines Suraminderivats mit einer Gg-
Untereinheit aus den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums konnte hiermit dargestellt
werden. Die zweite im SR vorliegende G,-Untereinheit (45 kDa) konnte in den untersuchten
Fraktionen nicht detektiert werden. Mdglicherweise liegt sie nach der Chromatographie sehr
stark verdiinnt vor. Aus der Literatur ist aulerdem bekannt, dal3 verschiedene Suraminderivate
mit unterschiedlichen Gy-Untereinheiten wechselwirken (Hohenegger et al. 1998, Chahdi et
al. 1998, Freissmuth et al. 1997). Eine Affinitdt beider Untereinheiten fiir SB 9 ist deshalb
nicht zwingend.

Das Eluat enthélt zusétzlich die Ca2+-ATPase, ein Protein bei 66 kDa sowie weitere Proteine,
deren Charakterisierung den Rahmen dieser Arbeit liberstieg. Der VDAC reagierte nicht mit
SB 9, was eine Wechselwirkung mit Suramin bzw. den Suraminderivaten in den Sulfat-

Efflux-Experimenten unwahrscheinlich erscheinen 1a6t.

Auf der Suche nach Suraminderivaten, die zur Affinititsmarkierung eingesetzt werden
konnen, erwies sich das Suraminderivat SB 22 als besonders geeignet, da es eine reaktive

125]0d radioaktiv markiert werden kann. Die maximale

Gruppe enthélt und zusétzlich mit
Hemmung des Sullfat-Efflux von 93% sowie die halbmaximale Inhibitorkonzentration (Iso =
0.8 uM) reichen an die Suraminwirkung in den Sulfat-Efflux-Experimenten sehr gut heran.
SB 10 zeigt im Vesikelsystem dhnliche Effekte, geht aber keine irreversible Reaktion mit
einem Zielprotein ein und kann deshalb nicht zur Affinitdtsmarkierung eingesetzt werden.

Die Inkubation des kovalent reagierenden und jodierten Suraminderivats mit den nativen SR-
Vesikeln ergab drei radioaktive Markierungen, darunter die Ca>"-ATPase sowie zwei Proteine

bei 48 kDa und bei 40 kDa. Das 48 kDa Protein ist wahrscheinlich mit der G4-Untereinheit

von G-Proteinen identisch, die auch an die SB 9-Affinititssdule adsorbiert wurde. Die



Diskussion 77

Identifizierung des 40 kDa Proteins steht zur Zeit noch aus. Eine mogliche Rolle als
Anionentransport-Vermittler wird diskutiert.

Erstaunlicherweise konnte durch SB 22 keine Markierung des Ca’’-Release-Kanals erzielt
werden, obwohl eine direkte Wechselwirkung zwischen Suramin und dem RyR iiber eine
Calmodulin-Bindungsstelle nachgewiesen wurde (Klinger et al. 1999). Die Markierung der
Ca”**-ATPase entspricht dagegen den Erwartungen. Neben den aus der Literaur bekannten
Einfliissen auf das Transportprotein konnten auch in wunserer Arbeitsgruppe eine
Verminderung der ATP-Hydrolyse durch Suramin sowie eine Hemmung des Ca*"-Transports
in die SR-Vesikel ermittelt werden. Allerdings ist die Markierung der Ca**-ATPase als sehr
schwach zu bezeichnen, wenn man gleichzeitig den hohen ATPase-Gehalt der Membran
betrachtet. SB 22 weist zu der Ca®"-ATPase demnach eine eher geringe Affinitit auf, wihrend
die Markierung der beiden anderen Proteine trotz des vergleichsweise geringen Auftretens
sehr stark ist.

In dem Molekulargewichtsbereich <20 kDa konnten neben den durch SB 22 hervorgerufenen
Schwirzungen des Films keine weiteren Proteine detektiert werden.

SB 22 entfaltet seine Wirkung auf den Sulfat-Efflux im SR demnach entweder iiber die
Modulation von G-Proteinen oder die Wechselwirkung mit dem 40 kDa Protein, einem
moglichen Anionenkanal. Eine Vermittlung des Anionentransports durch die Ca*"-ATPase,
die das Derivat ebenfalls bindet, kann ausgeschlossen werden, da das Protein in
rekonstituierten Vesikeln keine Permeabilitét fiir Sulfat aufweist (Schuster 2001).

Da der VDAC von dem Suraminderivat nicht markiert wird, ist eine Beteiligung des VDAC
an dem Sulfat-Efflux in den SR-Vesikeln unwahrscheinlich. Es sei denn, der Kanal wird

ebenfalls indirekt iiber andere Metabolite oder G-Proteine reguliert.

3.4 Einflufl von Nucleotiden auf den Sulfat-Efflux

Nucleotide zeigen in den Sulfat-Efflux-Experimenten und in den Einzelkanal-Messungen ein
vielfdltiges Wirkungsspektrum. ATP ist in beiden Systemen der stirkste Inhibitor. In den
PLB-Experimenten erfolgt der EinfluB seitenspezifisch (Kourie 1997a). Der BCIl wird
ausschlieBlich von der luminalen Seite durch ATP gehemmt, der SCI reagiert von beiden
Seiten. Die Wirkung auf den VDAC ist strittig. Einige Arbeitsgruppen konnten in PLB-
Experimenten keine Hemmung erkennen (Zizi et al 1994), andere detektierten eine
verminderte Cl’-Leitfdhigkeit des Kanals nach Zusatz von ATP (Rostovtseva und Bezrukov

1998).
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Jedoch zeigen auch andere Nucleotide wie GTP, UTP, CTP, ADP und Mg2+-AMP-PNP in
beiden MeBsystemen hemmende Einfliisse auf den Anionentransport (Schuster 2001).

In dieser Arbeit sollte besonders eine regulatorische Wirkung von GTP auf den Sulfat-Efflux,
der eventuell iiber G-Proteine vermittelt wird, untersucht werden.

Ein speziell synthetisiertes, reaktives GTP-Analogon, das 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-
triphosphat (6-DNP-S-GTP), inhibierte den Sulfat-Efflux im Vesikelsystem halbmaximal bei
115 uM mit einem maximalen Hemmeffekt von 56%. Durch Zugabe von Magnesiumionen
konnten eine hohere Affinitéit (Iso = 80 uM) und maximale Hemmung erzielt werden (68%).
Das GTP-Analogon zeigt demnach verleichbare Affinititen wie GTP (Iso = 120 uM,
IsoMagnesium = 100 uM). Die maximale Hemmung ist jedoch um 30% gesteigert und tbertrifft
sogar die Wirkung von ATP. Das kovalent reagierende 6-DNP-S-GTP fiihrt wahrscheinlich
nach der Bindung zu einer irreversiblen Modifikation der Effektorproteine, woraus der
stairkere Hemmeffekt resultieren konnte. Da der Sulfat-Efflux nicht vollstindig unterbunden
wird, liegt die Vermutung nahe, dall nicht alle Kanalproteine durch Nucleotide reguliert

werden oder diese nur bei einer geringen Zahl ihre vollstindige Wirkung entfalten.

Durch Affinitdtsmarkierung mit dem radioaktiv markierten GTP-Analogon sollten Proteine
identifiziert werden, die eine Wechselwirkung mit dem Analogon eingehen und eventuell an

den Anionentransportvorgéingen im SR beteiligt sind.

Bei der radioaktiven Synthese des Analogons wurden zwei unterschiedliche Synthesewege
gewdhlt. In einem ersten Ansatz wurde 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-monophosphat durch
[**P]-Pyrophosphat in einem Reaktionsschritt phosphoryliert. Der Vorteil lag in einer
leichteren Handhabung der Versuchsdurchfiihrung. Die radioaktive Markierung trat jedoch
gleichméBig verteilt in B- und y-Stellung auf, wodurch Proteine auch durch Phosphorylierung
markiert werden. Eine Phosphorylierung der Anionenkandle wird fiir ihre Regulation zwar
nicht angenommen, da AMP-PNP ebenfalls den Sulfat-Efflux im Vesikelsystem und in
Einzelkanal-Messungen hemmt (Schuster 2001, Kourie 1997a), sollte aber dennoch
experimentell ausgeschlossen werden.

Bei einer alternativen Synthese wurde die Phosphorylierung stufenweise durchgefiihrt, wobei
die radioaktive Markierung ausschlieBlich in B-Position erfolgte. Dieser Syntheseweg
gestaltete sich aufgrund des zusétzlichen, sdulenchromatographischen Aufreinigungsschrittes

etwas aufwendiger, auch die Ausbeute und die spezifische Aktivitdt des Analogons waren
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geringer. In den Inkubationsexperimenten mit SR-Vesikeln zeigte sich allerdings eine
wesentlich deutlichere Markierung der SR-Proteine. Es ist deshalb davon auszugehen, daf3 das
GTP-Analogon im SR sehr schnell hydrolysiert wird. Proteine, die mit dem in y-Stellung
markierten Wirkstoff wechselwirken, konnen dann nicht mehr detektiert werden. Im
Arbeitskreis konnte gezeigt werden, daB ATP und GTP bei der Inkubation mit SR-Vesikeln

sehr schnell metabolisiert werden. GTP wird allerdings wesentllich langsamer hydrolysiert.

Insgesamt wurden 8 SR-Proteine mit [**P]-6-DNP-S-GTP markiert. Darunter die Ca®'-
ATPase, die eine Nucleotidbindungsstelle besitzt, und der VDAC, der sowohl in nativen SR-
Vesikeln als auch nach priparativer Aufreinigung kovalent mit dem GTP-Analogon reagiert.
Eine Wechselwirkung konnte iiber die Nucleotidbindungsstelle (GYGFG) des Kanals
erfolgen, an die ATP-Bindung nachgewiesen werden konnte (Florke et al. 1994, Thinnes et al.
1994). AuBlerdem weist die Isoform 1 des VDAC aus Oryctolagus cuniculus zwei Cysteine auf
(Cys'”” und Cys*?), die mit dem GTP-Analogon einen stabilen Thioether ausbilden konnen.
GTP konnte einerseits die Kanalaktivitit des VDAC regulieren, viel wahrscheinlicher jedoch
ist, daf} der Kanal unter anderem den Eintransport von GTP in das SR-Lumen vermittelt. GTP
wird sogar effizienter in die Vesikel transportiert als ATP und konnte im Lumen ebenfalls
regulatorische Funktionen wahrnehmen sowie als Substrat fiir die Casein-Kinase II dienen.
Weitere Markierungen traten bei 65 kDa, 48 kDa, 45 kDa 43 kDa 40 kDa und 38 kDa auf. Bei
den 48 kDa und 45 kDa Proteinen handelt es sich um die Gy-Untereinheiten von G-Proteinen,
die in den SR-Vesikeln mittels Immunodetektion nachgewiesen werden konnten. Die
restlichen vier Proteine konnten bis jetzt noch nicht identifiziert werden, eine ndhere
Charakterisierung steht noch aus.

Durch Zusatz von Magnesiumchlorid lieB sich die Affinitit des Analogons zu den
Zielproteinen nicht erhdhen, obwohl Magnesiumionen dessen hemmenden Wirkung auf den

Sulfat-Efflux verstarken (Iso = 80 uM).

Neben 6-DNP-S-GTP wurde auch die Wirkung der GTP-/GDP-Analoga GTPYS und GDP3S
auf den Sulfat-Efflux untersucht. Das nicht-hydrolysierbare GTPYS aktiviert G-Proteine,
GDPPS dagegen stellt einen kompetitiven Inhibitor von GTP/GTPyS dar. An isolierten
Muskelfasern stimuliert GTPYS die Freisetzung von Ca’". GDPBS dagegen hemmt den
Ausstrom von Ca’" (Carney-Anderson und Donaldson 1994). In den Vesikeln des sarcoplas-

matischen Reticulums reduzieren beide Nucleotide den Sulfat-Efflux, wobei GDPBS etwas
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schwicher wirkt. Bei einer alleinigen Wirkung auf G-Proteine miifiten beide Nucleotide
gegensitzliche Effekte hervorrufen. Die Nucleotide scheinen demnach vorwiegend
Anionenkanéle direkt zu modulieren. Dafl die hemmende Wirkung der Nucleotide mit

steigender Ladung zunimmt (Kourie 1997a), erklart den geringeren Einflul von GDPf3S.

3.5 Einfluf} von Fettsauren und ihren Metaboliten auf den Sulfat-Efflux

Arachidonséure, die aus Membranphospholipiden durch Phospholipase A, freigesetzt wird,
entfaltet im sarcoplasmatischen Reticulum ein breites Wirkungsspektrum. Im SR des
Herzmuskels moduliert sie die Struktur der Ryanodinbindungstasche und verhindert somit die
Bindung von Ryanodin an den Ca**-Release-Kanal (Uehara et al. 1996). Zudem induziert sie
in isolierten SR-Vesikeln die Ca*"-Freisetzung durch den RyR und aufgrund der nur
teilweisen Hemmung durch Rutheniumrot, einem starken Inhibitor des RyR, wahrscheinlich
auch durch andere Kanéle (Dettbarn und Palade 1993).

Eine Wirkung auf die Ca’-ATPase wurde ebenfalls beschricben. Besonders
Autooxidationsprodukte der Arachidonsdure hemmen den Ca**-Transport in das SR (Kim und
La Bella 1988). Arachidin-, Palmitin- und Stearinsdure weisen dhnliche Effekte auf (Cardoso
und De Meis 1993).

In Patch-clamp Studien an L6 Myoblasten hemmt die Arachidonsdure einen Chloridkanal
(‘large-conductance chloride channel’) in Konzentrationen von 1-50 pmol/l (Zachar und
Hurnak 1994). Auch Chloridkandle in der humanen Plazenta werden durch mikromolare
Konzentrationen cis-ungesattigter Fettsduren inhibiert (Riquelme und Parra 1999).

Eine regulatorische Wirkung von Fettsduren auf G-Proteine wird ebenfalls postuliert.
Arachidonsédure vermindert die GTPase-Aktivitidt von G-Proteinen in der Apikalmembran der
Lunge (Mukhopadhyay et al. 1997). Auch andere ungesittigte Fettsduren wie Linolsdure und

Olséure zeigen diesen Effekt.

Aufgrund der zahlreichen, beschriebenen Wirkungen sollte der EinfluB verschiedener
Fettsduren auf den Sulfat-Efflux im SR untersucht werden. Alle untersuchten Substanzen mit
Ausnahme der gesittigten Arachidinsdure reduzieren den Sulfattransport aus den SR-
Vesikeln. Der hemmende EinfluB nimmt mit der Kettenldinge und der Anzahl
Doppelbindungen zu. Trans-ungesittigte Fettsduren weisen ferner geringere Effekte als cis-
ungesittigte Fettsduren auf. Arachidonsdure (Iso = 42uM) entfaltet im Vesikelsystem die

starkste Wirkung mit einer maximalen Hemmung von 90%.
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Die Hemmung des Sulfat-Efflux durch Fettsduren stellt einen interessanten
Regulationsmechanismus dar und entspricht erneut der zuvor beschriebenen gegensétzlichen
Wirkung von Effektoren des RyR auf den Anionentransport im SR.

Trotz der zahlreichen Untersuchungen ist die Wirkungsweise der Fettsduren auf die
Regulation von Kanalproteinen jedoch noch wunbekannt. Eine Beeinflussung der
Kanaleigenschaften durch die Bildung von Micellen scheint jedoch ausgeschlossen, da die
kritische Micellenkonzentration fiir Arachidonsdure bei 73 uM liegt (Glick et al. 1996) und

somit oberhalb der halbmaximalen Inhibitorkonzentration.

Weiterhin sollte die Frage geklart werden, ob auch Metabolite der Arachidonsdure den
Sulfattransport im SR beeinflussen. Prostaglandin E, (PGE;) wird durch die Prostaglandin-
Synthase, die eine Cyclooxygenase- und eine Hydroperoxidase-Komponente enthélt, direkt
aus Arachidonsiure gebildet. Aus der Literatur ist bekannt, da3 PGE, die Anionensekretion in
kultivierten Ratten- und Mausepithelien stimuliert (Wong et al. 1999, Fong und Chan 1998).
Andere Prostaglandine sowie die weiteren Cyclooxygenase-Metabolite, Prostacycline und
Thromboxane zeigen dagegen keine Wirkung. Ahnliche Effekte sind auch fiir die Chlorid-
sekretion in anderen Epithelzellen bekannt (Deachapunya und Grady 1998, Bunce und
Spraggs 1988, Bourke et al. 1995).

Prostaglandin E, fiihrt in geringen Konzentrationen zu einer Stimulation des Sulfattransports
aus den SR-Vesikeln. Hohere, unphysiologische Konzentrationen hemmen dagegen den

Sulfat-Efflux.

Eine gegensitzliche Regulation des Anionentransports im SR durch Arachidonsdure und
PGE, ist demnach denkbar. Ob diese Wirkung direkt erfolgt oder ebenfalls G-Protein-

vermittelt ablduft, ist noch ungeklart.
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4. Zusammenfassung

1.) Die Vesikel des sarcoplasmatischen Reticulums (SR) aus der Skelettmuskulatur von
Kaninchen enthalten neben Kanédlen mit hoher (‘big chloride channel’) und geringer (‘small
chloride channel’) Leitfahigkeit auch den aus der duleren Mitochondrienmembran bekannten
“voltage-dependent anion-selective channel’ (VDAC).

Der Kanal konnte mittels Immunodetektion in den Vesikeln des ‘heavy’ und des ‘light” SR
nachgewiesen, durch Affinitdtschromatographie aufgereinigt und nach der Spaltung mit
Bromcyan teilsequenziert werden. Die Partialsequenzen der beiden erhaltenen Fragmente
stimmen mit der Isoform 1 des VDAC aus dem Cornea-Endothel von Oryctolagus cuniculus

(Kaninchen) sowie aus dem Mitochondrium iiberein.

Jedoch weist der Kanal im SR unterschiedliche Eigenschaften auf. Er zeigt im Gegensatz zu
dem mitochondrialen VDAC keine Affinitdt zu dem Anionenkanal-Inhibitor SITS und bildet
in der SR-Membran keine Komplexe mit anderen Proteinen aus.

Bekannte Effektoren des mitochondrialen VDAC wie NADH, DCCD und anti-VDAC
Antikorper zeigen in den Sulfat-Efflux-Experimenten entweder keine oder eine gegensétzliche

Wirkung, was einen weiteren Hinweis auf unterschiedliche Regulationsfaktoren gibt.

Die fehlenden Transporteigenschaften des rekonstituierten Kanals unter Sulfat-Efflux-
Bedingungen machen seine Beteiligung am Sulfattransport und somit auch am Cl'-Transport
im SR sehr unwahrscheinlich. Vielmehr scheint er den Transport von Nucleotiden, besonders
ATP, in das SR-Lumen zu vermitteln. Allerdings weist er auch hohe Affinititen zu einem
speziell synthetisierten GTP-Analogon auf und kdnnte deshalb an dem bekannten Eintransport
von GTP in die SR-Vesikel beteiligt sein. Nucleotide werden im SR-Lumen zur Phos-
phorylierung verschiedener Proteine wie Sarcalumenin, HCP (‘histidine-rich protein’) und
Calsequestrin benétigt, die neben ihrer Funktion als Ca®*-Speicher auch an der Regulation des

Ca’"-Release beteiligt sind.

2.) In den Vesikeln des sarcoplasmatischen Reticulums existieren mindestens zwei G-
Proteine, die durch Immunodetektion und Affinititsmarkierung mit einem radioaktiv
markierten GTP-Analogon nachgewiesen wurden. Sie greifen regulierend in den

Anionentransport des SR ein, da Antikorper gegen die G,-Untereinheit dieser Proteine den
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Sulfattransport hemmen. Diese Wirkung scheint allerdings direkt zu erfolgen und nicht {liber

‘second messenger’.

3.) Einen weiteren Hinweis auf eine G-Protein-vermittelte Regulation des Anionentransports
im SR stellt die sehr effiziente Hemmung des Sulfat-Efflux in den SR-Vesikeln durch
Suramin und verschiedene im Arbeitskreis synthetisierte Suraminderivate dar.

Ein Analogon, SB 9, tritt spezifisch mit G-Protein-gekoppelten lonenkanédlen (P2Y;-
Purinoceptoren) in Wechselwirkung und bindet eine G,-Untereinheit der SR-Vesikel.

Ein weiteres Derivat, SB 22, zeigt ebenfalls Affinitit zu dieser G,-Untereinheit sowie zu
einem anderen Protein (40 kDa) und der Ca*"-ATPase. Da die Ca**-ATPase keine Transport-
eigenschaften fiir Sulfat aufweist, muB3 die hemmende Wirkung des SB 22 auf den
Anionentransport im SR entweder durch die Modifikation einer G,-Untereinheit oder des zur
Zeit noch nicht ndher charakterisierten Proteins bei 40 kDa erfolgen.

Der VDAC zeigt sich den Suraminderivaten gegeniiber inert und kommt deshalb nicht als

Sulfattransporter des sarcoplasmatischen Reticulums in Frage.
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5. Material und Methoden

5.1 Allgemeine Standardarbeitsmethoden

5.1.1 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Biuret

Die Proteinkonzentration wird nach einer modifizierten Biuret-Methode bestimmt (Gornall et
al. 1949).

Von den wihrend der SR-Préparation entnommenen Proben werden je 100 pl mit 5 ml Biuret-
Reagenz versetzt. Nach 30 min werden 4.9 ml H,O zugegeben und die Extinktion bei 546 nm
an einem Photometer bestimmt. Als Referenzprobe dient anstelle der Proteinldsung der
entsprechende Puffer.

Bei der Verwendung von Kiivetten mit 2 cm Schichtdicke berechnet sich die Proteinkonzen-
tration der Probe nach der folgenden Formel:

Proteingehalt [mg/ml] = Extinktionsyg x 17 x Verdiinnungsfaktor

Der Verdiinnungsfaktor betrdgt normalerweise 10, da 100 pl Proteinprobe eingesetzt werden.
Der Faktor 17 resultiert aus dem linearen MeBbereich der Eichkurve, der fiir diese Protein-

bestimmung zwischen 0.5 mg und 4 mg Protein pro ml liegt.

Biuret-Reagenz:

9 g Kaliumnatriumtartrat in 400 ml 0.2 N NaOH losen
3 g CuSO4 X5 HQO

SgKI

ad 1 Liter mit 0.2 N NaOH

5.1.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Popov

Die Proteinbestimmung nach Popov (Popov et al. 1975) stellt einen sehr empfindlichen Test
dar, der durch Detergenzien, hohe Salzkonzentrationen und Lipide nur wenig beeinflufit wird.
5-200 pl Probe werden mit 10 pl 10% iger Ci2Eq-Losung versetzt, durchmischt und 10 min
inkubiert. Nach der Zugabe von 600 pl Féarbelosung wird die Probe 20 min geschiittelt. Der
sich bildende Protein-Farbstoff-Komplex wird durch Zentrifugation (Biofuge 13, 13793 g,
10 min) sedimentiert, in 1.5 ml Waschldsung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der
Waschvorgang wird dreimal wiederholt. Das Sediment wird dann in 1.5 ml 0.1 M NaOH
aufgenommen. Nach 20 min Inkubation wird die Extinktion bei 635 nm gegen Wasser als

Referenz gemessen. Als Proteinstandard dienen SR-Vesikel bekannter Konzentration.
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Farbelosung:

541 mg Amidoschwarz 10 B

37.5 ml Methanol

4.91 ml Eisessig

Die Losung wird iiber Nacht geriihrt und vor dem Gebrauch filtriert.

Waschlosung:
Methanol/Eisessig (9:1)

5.1.3 Chloroform-Methanol-Fallung nach Wessel und Fliigge

Bei dieser Fillung miissen sowohl die Mengenverhiltnisse als auch die Reihenfolge der unten

angegebenen Komponenten beibehalten werden.

1 Teil Proteinlosung 200 pul
4 Teile Methanol 800 ul
2 Teile Chloroform 400 pl
3 Teile H,0 600 pul

Der Ansatz wird kurz geschiittelt und 5 min bei 13000 rpm (Biofuge 13, 13793 g)
zentrifugiert. Das gefillte Protein sammelt sich an der Phasengrenze zwischen Chloroform
und dem Methanol-Wasser-Gemisch. Die obere Phase wird vorsichtig abpipettiert, 3 Teile
Methanol hinzugegeben und erneut geschiittelt. Nach weiteren 5 min Zentrifugation befindet
sich das Protein als Sediment am Boden des GefiBes, und der Uberstand kann vorsichtig

abgenommen werden.

5.1.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gelelektrophoresen werden nach Laemmli (1970) durchgefiihrt. Bei den hier verwendeten
Gelelektrophoresen handelt es sich um Minigele mit einer Plattengrofle von 10 x 8.5 cm und

0.75-1 mm Dicke.

Losungen fiir das Trenngel 7.5 % 12 % 15 % 18 %
29.5 % Acrylamid/0.5 % Bisacrylamid 3.75 ml 6 ml 7.5 ml 10 ml
3 M TRIS-HCI pH 8.8 3.8 ml 3.8 ml 3.8 ml 3.8 ml
H,O 7 ml 4.8 ml 3.2ml 0.75 ml
10 % SDS 0.15ml | 0.15ml | 0.15ml | 0.15ml
20 % APS 0.15ml | 0.15ml | 0.15ml | 0.15ml
Temed 15 ul 15 ul 15 ul 15 ul
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Losungen fiir das Sammelgel 5%
29.5 % Acrylamid/0.5 % Bisacrylamid 1 ml
0.5 M TRIS-HCI pH 6.8 0.75 ml
H,O 4.2 ml
10 % SDS 0.1 ml
20 % APS 36 ul
Temed Sul

Zu Beginn wird die Stromstirke auf 60 mA eingestellt, bis die Bromphenolblau-Bande das
Trenngel erreicht hat. AnschlieBend wird die Stromstérke auf 80 mA erhoht. Dabei sollte die
Spannung nicht iiber 200 V liegen. Nach dem Ende der Elektrophorese werden die Gele mit
Coomassie Blau gefarbt und danach die Gelmatrix entfarbt.

Es werden folgende Losungen verwendet:

Laufpuffer-Stammlésung (5x):

30.28 g TRIS

144 g Glycin

0.5 g SDS

ad 1 Liter mit H,O

Nach der Verdiinnung werden 10 ml 10% SDS pro Liter zugegeben.

Probenpuffer:

2.4 ml 0.1% Bromphenolblau-Losung (in Ethanol)
3 g Saccharose

15 ml 10% SDS

1.2 ml B-Mercaptoethanol

ad 20 ml mit H,O

Farbelosung:

2.5 g Coomassie Blau G 250
454 ml Methanol

92 ml Eisessig

ad 1 Liter mit H,O

Entfirbelosung:
200 ml Isopropanol
70 ml Eisessig

30 ml Glycerin

ad 1 Liter mit H,O
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5.1.5 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Mit dieser Technik kdnnen Proteine nach elektrophoretischer Trennung auf einer Membran
immobilisiert werden (Tobwin et al. 1979, Matsudaira 1987). Die Proteinbanden kénnen auf
der Membran angefarbt, gegebenenfalls ausgeschnitten und partiell sequenziert werden oder
iiber Immunodetektion sichtbar gemacht werden. Angewandt wird hier die Methode des Tank-
Blottings. Bei den verwendeten Membranen handelt es sich um eine Immobilon-P bzw. um
eine speziell zum Sequenzieren geeignete Immobilon-P5? PVDF-Membran (Millipore).

Die PVDF-Membran wird einige Sekunden in 100% Methanol gelegt, um eine Bindung der
Proteine an der Oberfliche der Membran zu ermdglichen. Anschlieend wird die Membran
etwa 15 min in Transferpuffer dquilibriert. Das Gel sowie das 3 MM Blotting Papier werden
ebenfalls in Transferpuffer dquilibriert. AnschlieBend wird das Gel zwischen die Filterpapiere
und die PVDF-Membran gelegt. Die Transferkammer ist so gepolt, daB die Proteine zur
Anode wandern, d. h. die Membran befindet sich zwischen Gel und Anode. Die Kammer wird
mit Transferpuffer gefiillt und von innen und auflen mit Eis gekiihlt. Bei einem Stromfluf3 von

300 mA und einer Spannung von maximal 100 Volt ist der Transfer nach 2-2.5 h beendet.

Transferpuffer:

20 mMCAPS

10% Methanol

Der pH-Wert wird mit 6 N NaOH auf pH 11 eingestellt.

5.1.6 Nachweis von Proteinen mit Amidoschwarz

Die Membran wird nach der Beendigung des Transfers 60 Sekunden in einer Amidoschwarz-

Férbelosung gefarbt und anschlieend entfarbt. Nach dem Entfarben wird die Membran an der

Luft getrocknet.

Amidoschwarz-Firbelosung: Entfarbelosung:
250 ml Methanol 450 ml Methanol
50 ml Eisessig 100 ml Eisessig
2.5 g Amidoschwarz 10 B 450 ml H,O

200 ml H,O
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5.1.7 Autoradiographie

Die Gele werden nach dem Trocknen auf photosensitiven Phosphorimager-Platten exponiert.

Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines Lasers am Phosphorimager (Molecular Dynamics).

5.1.8 Fliissigkeitsszintillationszahlung

Die Bestimmung der Gesamtradioaktivitit einer Probe erfolgt mit der Fliissigkeits-
szintillationszéhlung. Zu einer Probe wird die 5-10 fache Menge Szintillationsfliissigkeit
gegeben und durchmischt. Die Radioaktivitit wird dann in einem Szintillationszédhler (LS

6500 Beckmann) fiir 5 min gemessen und in cpm angegeben. 1 Bq entspricht 60 cpm.

5.2 Préaparation und Charakterisierung von SR-Vesikeln

5.2.1 Isolierung von SR-Vesikeln aus Kaninchenmuskulatur

Die Prédparation nativer SR-Vesikel erfolgt durch differentielle Zentrifugation nach einer
modifizierten Methode von De Meis und Hasselbach (1971).

Alle Préparationsschritte werden bei 4°C in der Kéaltekammer durchgefiihrt.

Aus den Hinterldufen eines frisch geschlachteten Kaninchens werden 500 g Muskelfleisch
entnommen und in einem Fleischwolf zerkleinert. Die Masse wird in drei Portionen aufgeteilt,
in je 500 ml Puffer A suspendiert und jeweils 1 min im Mixer homogenisiert. Die
Homogenisate werden vereinigt und 15 min bei 6870 g (GSA-Rotor, 6500 rpm, 4°C)
zentrifugiert. Der Uberstand (Uberstand 1) wird durch Gaze filtriert, um die oben
schwimmenden Fettbestandteile zu entfernen. Der pH-Wert des Filtrats wird mit 1 N KOH
auf pH 7.4 eingestellt.

Die nichste Zentrifugation {iber 15 min bei 8250 g (GSA-Rotor, 7800 rpm, 4°C) dient der
Entfernung der Mitochondrien (Pellet 2). Der Uberstand (Uberstand 2) wird erneut durch
Gaze filtriert und anschlieBend 60 min bei 45000 g (SS 34-Rotor, 19500 rpm, 4°C)
zentrifugiert. Das Sediment (Pellet 3) wird in 160 ml Puffer B aufgenommen und im
Elvehjem Potter homogenisiert. Bei einer weiteren Zentrifugation iiber 15 min bei 4340 g (SS
34-Rotor, 6000 rpm, 4°C) bildet sich ein Sediment (Pellet 4). Der Uberstand (Uberstand 4)
wird dekantiert und mit dem 1.5 fachen Volumen Puffer C versetzt. Die gesamte Menge wird
auf 6 Ultrazentrifugen-Rohrchen verteilt und mit Puffer B/C aufgefiillt. Die Zentrifugation
dauert 90 min bei 80000 g (45 Ti-Rotor, 30500 rpm, 4°C). Die SR-Vesikel befinden sich in
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dem Sediment (Pellet 5) und werden in den folgenden Zentrifugationsschritten gereinigt und
angereichert. Das Sediment wird mit 200 ml Puffer D im Elvehjem Potter homogenisiert, in 3
Ultrazentrifugen-Rohrchen gefiillt, und das fehlende Volumen mit Puffer D ergénzt. Die
Zentrifugation erfolgt, wie zuvor, 90 min bei 80000 g (45 Ti-Rotor, 30500 rpm, 4°C). Das
Proteinsediment (Pellet 6) wird in 200 ml Puffer E im Elvehjem Potter homogenisiert und in 3
Ultrazentrifugen-Rohrchen fiir 60 min bei 80000 g (45 Ti Rotor, 30500 rpm, 4°C)
zentrifugiert. Die SR-Vesikel (Pellet 7) werden in 15 ml Puffer E aufgenommen und
homogenisiert. AnschlieBend werden die SR-Vesikel in 10 Portionen zu je 20 ul (fiir Tests)
und der Rest in Portionen zu je 100 pl und 200 pl aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

Die Proteinbestimmung erfolgt nach der Biuret-Methode. Die Ausbeute an SR-Protein betrégt
ausgehend von 500 g Muskelfleisch zwischen 200 mg und 430 mg bei einer
Proteinkonzentration von 15-23 mg/ml.

Von den Uberstinden und Sedimenten werden Proben fiir eine gelelektrophoretische
Charakterisierung der Préparation entnommen. Die Gelelektrophoresen werden nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt. Zur Analyse der Aufreinigung der Ca**-ATPase wihrend der Priparation

wird eine Kombination aus 7.5% Trenngel und 5% Sammelgel gewdhlt.

Puffer A

100mM KCl

2 mM EGTA

2.5mM KH2P04

1 mM B-Mercaptoethanol

0.5 pg/ml Leupeptin

Der pH-Wert der Losung wird mit KOH auf 7.4 eingestellt.

Puffer B

50 mM KCl1

1 mM Triethanolamin
1M Saccharose

1 mM B-Mercaptoethanol
0.5 pg/ml Leupeptin
Der pH-Wert der Losung wird mit HCI auf 7.4 eingestellt.

Mischung Puffer B/Puffer C: 106 ml Puffer B + 160 ml Puffer C
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Puffer C
1M KCl1
1 mM TEA

160 mM  Saccharose

1 mM B-Mercaptoethanol

335mM  ATP

3.35mM  MgCl,

0.5 pg/ml Leupeptin

Der pH-Wert der Losung wird mit KOH auf 7.4 eingestellt.

Puffer D
100 mM KCI
1 mM TEA

96 mM Saccharose

1 mM B-Mercaptoethanol

0.5 pg/ml Leupeptin

Der pH-Wert der Losung wird mit HCI auf 7.4 eingestellt.

Puffer E
100mM KCI
1 mM TEA

Der pH-Wert der Losung wird mit HCI auf 7.4 eingestellt.

Bis auf Puffer E enthalten alle Puffer Leupeptin als Protease-Inhibitor. Die Stammldsung in
Wasser hat eine Konzentration von 5 mg/ml. Der Inhibitor wird kurz vor Beginn der

Préparation in einer Endkonzentration von 0.5 pg/ml zugesetzt.

5.2.2 Auftrennung der SR-Vesikel in HSR- und LSR-Vesikel

Die isolierten SR-Vesikel konnen durch diskontinuierliche Saccharosedichtegradienten-
Zentrifugation in ‘heavy’ (HSR) und ‘/ight’ (LSR) Vesikel aufgetrennt werden.

Der Gradient besteht aus je 12 ml Puffer E mit 40%, 32% und 23% Saccharose. Pro
Zentrifugenrohrchen konnen bis zu 20 mg SR-Vesikel aufgetragen werden. Die Zentrifugation
erfolgt 1.5 h bei 80000 g (SW28, 21000 rpm, 4°C). Die LSR-Vesikel sammeln sich in der
oberen Zwischenphase an, die HSR-Vesikel in der unteren. Die beiden Fraktionen werden
getrennt abgesaugt, mit Puffer E 1:5 verdiinnt und 0.5 h bei 46000 g (SS 34, 20000 rpm, 4°C)
sedimentiert. Die Vesikel werden dann in 100-200 pl Puffer E aufgenommen und die

Proteinkonzentration nach der Biuret-Methode bestimmt.
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5.2.3 Hydrolyseaktivitiit der Calcium-ATPase

Die Aktivitit der Ca’"-ATPase wird iiber die ATP-Hydrolyseaktivitit des Enzyms bestimmt.
Die hierbei verwendete Substratkonzentration betrdgt 1 mM ATP. Anhand dieser Aktivitats-
bestimmung 146t sich die Intaktheit der Ca’’-ATPase und die Unverschrtheit der Vesikel-

membran beurteilen.

Grundpuffer:
0.1M KCl
0.1M TEA

5 mM MgCl,

0.15mM CaCl,

0.lmM EGTA

0.1M KCl

Der Puffer wird mit 6 N HCI auf pH 7.4 eingestellt.

Die freie Ca’’-Konzentration liegt in den Testansétzen bei 50 uM. Die im Test eingesetzte
Proteinkonzentration betrdgt 50 pg/ml. Durch Zugabe von 1 mM ATP zum Testansatz wird

die katalytische Reaktion gestartet.

Testansatz:
250 ul  Grundpufter
220 ul  H,O

25 ul SR-Protein bei 1 mg/ml
5ul 100 mM ATP

Zur Bestimmung des freigesetzten Phosphats werden nach 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 und
4 min je 50 pul der Proben entnommen und mit 500 pul in Reaktionsgefa3en vorgelegter, kalter
0.2% iger SDS-Losung gemischt. Hierbei wird die Hydrolyseaktivitit der Ca®>"-ATPase durch
die Denaturierung des Proteins gestoppt. Das gefillte Protein wird 10 min bei 13000 g
sedimentiert, und die Phosphatkonzentration des Uberstandes halbautomatisch im Phosphat-
Autoanalyser (Bran+Luebbe) bestimmt.

Der Ca*'-ATPase-Aktivititstest wird in Gegenwart des Ca2+-Ion0ph0rs A 23187 (Scarpa et al.
1972) wiederholt. Hierzu werden dem Testansatz 5 pl einer 1 mM Stammlésung in 95%
Ethanol zugesetzt, so daB3 die Endkonzentration 10 uM betrdgt. Der Start der Kinetik durch
den Zusatz von ATP erfolgt jedoch erst nach 5 min Vorinkubation mit A 23187.

Die Phosphatbestimmung wird nach einer Methode von Fiske und SubbaRow (1925)
durchgefiihrt. Dazu werden die Proben im Autoanalyser mit einer Ammoniumheptamolybdat-

und einer Ascorbinsdurelosung versetzt. Hierbei bildet sich Phosphomolybdidnsédure, die im
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sauren Bereich durch Ascorbinsdure zu einem blaugefarbten Komplex reduziert wird. Die
Extinktion dieses Komplexes 14Bt sich photometrisch bei 660 nm bestimmen. Die Menge an
freigesetztem Phosphat wird nach folgender Formel berechnet:

pMol Pj/mg Protein = AE x 0.022

Der Faktor 0.022 setzt sich aus einem Standardwert fiir die Eichproben (Herbette et al. 1981)
und der Verdiinnung der 50 pl Proteinprobe in 500 pl 0.2% SDS (Mac Lennan et al. 1983)
zusammen. Dazu kommt noch die Umrechnung von molar in Mol (1/1000) sowie die

Berechnung von 50 pg auf 1 mg Protein (Rousseau et al. 1988).

Molybdat-Losung:

50 ml Molybdat-Stammlosung (8 g (NH4)Mo070,4 x 5 H,O/200 ml)
155 ml 5N HZSO4

0.6 ml Antimon-Stammldsung (2.3 g Antimon-Kaliumtartrat/100 ml)
2g SDS

ad 1000 ml mit H,O

Reduktionslosung:
8 g  Ascorbinsdure
45 ml Aceton

lg SDS

ad 1000 ml mit H,O

5.2.4 Transportaktivitit der Ca’*-ATPase

Die Messung der ATP-stimulierten Ca”'-Aufnahme gibt Hinweise auf die Intaktheit der Ca*'-
ATPase und die Dichtheit der Vesikelmembran. Die Calcium-Transportmessungen werden

nach einer Methode von Martonosi und Feretos (1964) durchgefiihrt.

Grundpuffer:

0.1 M KCl

0.3 M Saccharose

5 mM MgCl,

0.1 M TEA

Der pH-Wert wird mit 6 N HCI auf 7.4 eingestellt.

45 Ca2+-Stammliisung:

5ul  *°Ca’" (spez. Aktivitit 0.8-1.8 mCi/mMol)
750 pl 50 mM CaCl, pH 7.4

ad 5 ml mit H,O dest.
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Testansatz:

1.625 ml  Grundpufter

747.5ul  H,O

455 pl 7.5 mM *Ca*"-Stammlsg. im Test 1.05 mM
32.5ul 100 mM EGTA pH 7.4 im Test 1.00 mM
325 ul 50 mM Kaliumoxalat pH 7.4 im Test 5.00 mM
325 ul SR-Vesikel (1 mg/ml) im Test 10 pg/ml
32.5ul 100 mM ATP im Test 1.00 mM

Das Kaliumoxalat muf} langsam zugegeben werden, um eine Prizipitation von Calciumoxalat
zu vermeiden. Die Konzentration an freiem Calcium betrigt 50 uM.

Die Transportmessung wird durch Zugabe von ATP gestartet. Nach 0.5, 1, 3, 5, 7, 10, 15, 20,
30, 40, 50 und 60 min werden jeweils 250 pl entnommen und auf einen Nitrocellulosefilter
(Millipore-Filter Typ HA 0.45 pum) pipettiert. Der Filter liegt auf einer Fritte, die mit einer
Saugflasche verbunden ist. Uber Membranpumpenvakuum wird das Testmedium abgesaugt,
wobei die SR-Vesikel auf dem Filter zuriickgehalten werden. Dadurch wird der Transport
gestoppt. Die Vesikel werden dann mit 5 ml einer Losung aus 100 mM KCl, 0.3 M
Saccharose, 1.05 mM CaCl,, 1 mM EGTA und 0.05 % NaN; gewaschen. Die Bestimmung
der Radioaktivitit (cpm) in den Vesikeln erfolgt im Szintillationszdhler.

Die ermittelten Werte konnen dann in pMol Ca®" pro mg Protein umgerechnet werden. Dazu
mul} noch ein Volumenwert ermittelt werden, indem man 50 pl des Testansatzes auf einen
trockenen Filter pipettiert und die Radioaktivitdt dieser Probe bestimmt.

Die Menge an radioaktivem Calcium in den Vesikeln kann fiir jeden Zeitwert iiber folgende

Formel berechnet werden:

Eintransport an “Ca uMol (cpm - Background) - *Ca im Test [mM]

mg Protein mg Volumenwert - 5 - Proteinkonzentration [%]

Der Ca*"-Transport wird sowohl ATP- als auch ADP-stimuliert gemessen.
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5.3 Aufreinigung des VDAC aus SR-Vesikeln

5.3.1 Detektion des VDAC

Der Nachweis des VDAC in verschiedenen SR-Prédparationen erfolgt durch Immunodetektion
mit einem monoklonalen VDAC-Antikérper (Calbiochem, anti-Porin 31 HL, Human), der mit
dem N-Terminus des VDAC von humanen B-Lymphozyten reagiert.

Die SR-Vesikel werden mittels 15% iger SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran, wie unter 5.1.5 beschrieben, transferiert.

Die Membran wird 1 h bei RT mit dem VDAC-Antikorper (Konzentration 1mg/ml ) in einer
Verdiinnung von 1:150000 in 15 ml PBS-T, 1% Magermilchpulver inkubiert. Danach wird
dreimal 10 min mit PBS-T gewaschen. Der zweite Antikorper (anti-Maus IgG, Sigma) richtet
sich gegen den F.-Teil des VDAC-Antikorpers und ist kovalent mit Peroxidase gekuppelt. Die
Inkubation des anti-Maus Antikorpers erfolgt in 15 ml PBS-T, 1% Magermilchpulver in einer
Verdiinnung von 1:15000. Die Antikorperbindung wird iiber verstirkte Chemilumineszenz
nachgewiesen (ECL-System, Amersham). Nach dreimaligem Waschen der Membran mit
PBS-T wird die Membran mit einer 1:1 Mischung der Chemilumineszenz-Losungen 1 min
inkubiert und auf einem Rontgenfilm (X-OMAT, Kodak) exponiert. Nach dem Entwickeln
und Fixieren des Films zeigt sich an den Stellen, an denen der Antikdrper gebunden hat, eine

Schwirzung.

PBS-T:

124 mM NaCl

2.7 mM KCI

12 mM NaH,PO, pH 7.4
0.1 % Tween 80

ad 1 Liter mit H,O

Entwickler:
Eurochrom 1:10 verdiinnt

Photofixierer:
1 %  Natriumpyrosulfit
10 % Natriumthiosulfat
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5.3.2 Isolierung des VDAC

Die Aufreinigung des VDAC erfolgt leicht modifiziert nach einer Methode von Shoshan-
Barmatz et al. (1996a). Die FluBgeschwindigkeit der verwendeten Sadulen wird auf 0.25
ml/min eingestellt.

20 bis 30 mg SR-Vesikel werden in Solubilisierungspuffer (2 mg/ml) aufgenommen und 30
min auf Eis leicht geriihrt. Nach der Solubilisierung wird die Suspension bei 192000 g (SW
50 Ti, 40000 rpm, 4°C) zentrifugiert, um die Membranbestandteile abzutrennen. Der
Uberstand wird auf eine Spermin-Agarose-Siule (Sigma, 1.5 x 8 cm) aufgetragen, die zuvor
mit 10 mM TRIS-HCI pH 7.2 / 0.4% Nonidet P-40 dquilibriert wird.

Der Durchlauf (5-10 ml, 150-200 pg/ml) wird auf eine Carboxymethyl-Cellulose-Séule (1.5 x
6 cm) geladen, die zuvor ebenfalls mit 10 mM TRIS-HCl pH 7.2 / 0.4% Nonidet P-40
dquilibriert wird. Die Elution des VDAC erfolgt mit einem Stufengradienten von 50 und 100
mM NaCl oder einem kontinuierlichen Gradienten von 0-300 mM NaCl. Die Absorption
erfolgt bei 280 nm.

Die Fraktionen werden eingeengt, mit Methanol-Chloroform geféllt und mittels 15% iger
SDS-PAGE und Immunodetektion getestet. Es zeigt sich, dal der VDAC kontinuierlich von
der Saule eluiert wird und sich iiber 10 bis 15 Fraktionen a 2 ml (0.1-0.5 pg/ml) verteilt. Die

Ausbeute liegt bei ca. 0.5 pg pro mg SR-Protein.

Solubilisierungspuffer:

10mM  TRIS-HCI pH 7.2
0.15 mM PMSF

0.5 pg/ml Leupeptin

3mM DTT

1.4% Nonidet P-40 (NP-40)

5.3.2.1 Affinitiatschromatographie mit 4-Acetamido-4"-isothiocyanatostilben-2.2"-
disulfonat (SITS)

Die Affinitatschromatographie mit SITS-markierter Sepharose sollte eine weitere Methode
zur VDAC-Aufreinigung darstellen. Die Kupplung erfolgt an EAH-Sepharose 4B (Epoxy-
Aminohexylsepharose, Pharmacia). 8 ml EAH-Sepharose 4B werden mit ca. 100 ml 50 mM
KCl, 50 mM TEA pH 9 gewaschen und mit 15 mg SITS fiir 48 h unter Lichtausschlufl
inkubiert. Das Sdulenmaterial wird dann mit 10 mM TRIS-HCI pH 7.2 / 0.4 % Nonidet P-40
gewaschen und in eine 1.5 x 20 cm Séule iiberfiihrt. Die Kupplung wird mittels Floureszenz-

Mikroskopie kontrolliert.
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Solubilisiertes SR (2 mg/ml) (s. 5.3.2) wird auf eine Spermin-Agarose-Siule aufgetragen und
der Durchlauf (5-10 ml) 30 min mit SITS-Sepharose inkubiert. Nach dem Waschen der Saule
mit 10 mM TRIS-HCI pH 7.2 / 0.4% Nonidet P-40 wird mit einem kontinuierlichen
Gradienten von 0-300 mM NacCl eluiert. Alternativ dazu wird der Durchlauf der Spermin-
Agarose-Sdule gegen 20 mM Natrium-Acetat-Puffer pH 5 / 0.4% NP-40 dialysiert, und die
SITS-Affinitdtschromatographie mit diesem Puffersystem durchgefiihrt.

5.3.3 Praparative SDS-PAGE

Da die Ausbeute an VDAC nach der Carboxymethyl-Cellulose-Sdule nur sehr gering ist, wird
darauf im folgenden verzichtet, und eine Aufreinigung iiber préparative Gele bevorzugt.

Der Durchlauf der Spermin-Agarose-Séule wird eingeengt, mit Chloroform-Methanol gefallt
und mittels 15% iger SDS-PAGE (1 mm) aufgetrennt. Die Gele werden ohne Essigsdure
gefarbt und entfarbt, um eine Fixierung der Proteine in der Gelmatrix zu verhindern und somit
den Verlust an Protein so gering wie moglich zu halten (Baumgértner 1998). Die Essigsédure
wird dabei durch Wasser ersetzt. Die entsprechenden VDAC-Banden (Vergleich durch

Immunoblots mit SR-Vesikeln) werden ausgeschnitten und elektroeluiert.

5.3.4 Elektroelution von Proteinen aus SDS-Polyacrylamidgelen

Die Elektroelution erfolgt mit einem Biotrap-Riickelutionssystem. Bevor die Elektroelution
gestartet werden kann, miissen die ausgeschnittenen Gelbanden mindestens eine Stunde im
Riickelutionspuffer (entspricht dem Laufpuffer der SDS-PAGE) 4&quilibriert werden
(Hunkapiller et al. 1983). Fiir die Elektroelution wird eine Spannung von 300 V (100 V pro 10
cm Apparatur) angelegt. Nach 5 Stunden ist das Protein vollstindig aus den Gelstiicken

rickeluiert und wird nun mit Chloroform-Methanol nach Wessel und Fliigge (1984) gefillt.

5.3.5 Bromcyan-Spaltung des VDAC

Die Bromcyan-Spaltung (Gross 1967) eignet sich besonders als Eingangsspaltung, da sie sehr
gut reproduzierbare Ergebnisse liefert, und die entstehenden Peptidfragmente grof3 genug sind,
um noch auf einer hochprozentigen SDS-PAGE nachgewiesen werden zu kénnen.

Die Prizipitate, die man nach der Chloroform-Methanol-Féllung des riickeluierten Proteins

erhdlt, werden in je 30 pl 70% iger Ameisensdure aufgenommen und durch Schiitteln geldst.
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Dazu gibt man 0.4 ml Bromcyan-Losung, deren Konzentration 15 mg/ml in 70% iger
Ameisensdure betrdgt. Die Spaltung findet bei Raumtemperatur unter Lichtausschlufl und
Schiitteln statt (McIntosh 1992). Nach 18 Stunden sollte das Protein vollstdndig gespalten
sein. Die Reaktion wird durch Zugabe von 0.4 ml Wasser gestoppt, und die Proben im
Vakuumkonzentrator fast bis zur Trockenheit eingeengt. Zum Waschen werden erneut 0.4 ml
Wasser zugegeben, wie zuvor wird bis fast zur Trockenheit eingeengt, und ein drittes Mal
0.4 ml Wasser zugegeben, bevor die Proben endgiiltig getrocknet werden. Sie konnen dann
bei -80°C gelagert werden.

Die Bromcyan-Fragmente werden in 10 pl 10% SDS 15 min geschiittelt, mit 20 ul Proben-
puffer versetzt und 15 min auf 40°C erwidrmt. Die Auftrennung erfolgt dann durch 18% ige
SDS-PAGE. Nach dem Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran sowie der Farbung mit

Coomassie Blau werden die beiden Banden ausgeschnitten und zur Sequenzierung gegeben.

5.3.6 Rekonstitution des VDAC in kiinstliche Asolektinvesikel

5.3.6.1 Herstellung der Liposomen
300 mg Asolektin werden in 5 ml Puffer H (100 mM KCI, 10 mM HEPES, pH 6.5)

aufgeschlammt und 20 min bei 0°C beschallt (Branson Sonifier, Stufe 2). Die Suspension
wird mehrmals durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porenweite von 400 nm gepreft,
wodurch einschalige Asolektinvesikel definierter Grof3e entstehen. Die verwendete Apparatur

stammt von der Firma Avestin (Liposofast).

5.3.6.2 Vorbereitung und Regenerierung der Beads

Die Vorbereitung der BioBeads (SM-2, BioRad) erfolgt leicht verdndert nach Holloway
(1973). Die Kiigelchen bestehen aus einem Styrol-Divinylbenzol-Copolymer und adsorbieren
nicht-ionische Detergenzien.

25 g trockene BioBeads werden dreimal mit je 500 ml Methanol und dreimal mit je 500 ml
Wasser gewaschen. Vor dem Gebrauch werden die BioBeads in dem Puffer gespiilt, der fiir
die Rekonstitution eingesetzt wird. Gebrauchte BioBeads werden mit Methanol gewaschen,

bis das Filtrat klar ist, und im getrockneten Zustand aufbewahrt.



Material und Methoden 98

5.3.6.3 Rekonstitution

Um gute Rekonstitutionsergebnisse zu erzielen, sollte das Lipid-Protein-Verhéltnis bei 20:1
bis 30:1 liegen. Wie unter 5.3.2 beschrieben, wird der Durchlauf der Spermin-Agarose-Siule
fiir die Rekonstitution eingesetzt. Der Proteingehalt liegt bei ca. 150 pg/ml. 6 ml des
Durchlaufs (ca. 1 mg) werden mit 0.5 ml der Asolektin-Suspension (ca. 30 mg) bei RT gertihrt
und nach 5 min auf 200 mM KCI eingestellt. Nach weiteren 30 min Riithren beginnt die
Detergenz-entfernung durch Zugabe von 320 mg Beads pro ml Lésung. Nach einer Stunde
Riihren werden die BioBeads iiber eine Glasfritte abfiltriert und mit 1-2 ml Puffer H (100 mM
KCl, 10 mM HEPES pH 6.5) gespiilt. Zu der Losung werden dann 640 mg Beads pro ml
Losung gegeben und der Ansatz weitere zwei Stunden geriihrt. Die Beads werden entfernt und
gespiilt. Die Proteoliposomen-L&sung wird dann zentrifugiert (78000 g, 70 Ti-Rotor, 90 min,
4°C). Das Sediment wird in 1 ml Puffer H homogenisiert und der Proteingehalt nach Popov
bestimmt. Die Konzentration betragt 200-240 pg/ml. Die Vesikel werden in Portionen zu

200 pl aufgeteilt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei -80°C.

5.3.7 Quervernetzungs-Experimente mit DEB und DADS

Die beiden Quervernetzungsreagenzien 1.2:3.4-Diepoxybutan (DEB) und 4."4’-Diamino-
stilben-2.2"-disulfonsédure (DADS) dienen zur Untersuchung von intra- und intermolekularen
Proteinwechselwirkungen. Pro Ansatz werden 30 pg SR-Vesikel mit den jeweiligen
Reagenzien in Konzentrationen von 20-100 mM DEB bzw. 0.5-10 mM DADS 5 und 10 min
bei RT inkubiert. DADS wird vor der Verwendung in das Diazoniumion iiberfiihrt. Nach der
Inkubation werden die Proben mit 15 pl Probenpuffer versetzt, 10 min auf 40°C erwarmt und
mittels SDS-PAGE (12% oder 15% Polyacrylamid) aufgetrennt. Danach werden die Proteine
auf eine PVDF-Membran transferiert und der VDAC nachgewiesen (sieche 5.3.1).

5.4 Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats (6-DNP-S-GTP)

5.4.1 Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-monophosphats (6-DNP-S-GMP)
Fiir die Synthese des 6-DNP-S-GMP werden 2.77 g (9.25 mM) Thioguanosin (2-Amino-6-

mercapto-purin-ribosid) in 18.02 ml destilliertem Triethylphosphat gelost und in einem Rund-
kolben mit Trockenrohr auf -10°C abgekiihlt. 1.28 ml Phosphoroxidchlorid (POCls) werden
vorsichtig in 3 ml Triethylphosphat pipettiert und langsam (ein Tropfen pro Sekunde) in die
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kalte Losung getropft. Der Reaktionsansatz wird 2 h bei RT geriihrt. Der Ansatz wird in eine
Pipette aufgenommen und in eine stark geriihrte Mischung aus 70 ml wélriger Bariumacetat-
16sung (10%), 35 ml Aceton und 35 g Eis gegeben. Der pH-Wert wird sofort mit Triethylamin
auf 7 eingestellt. Wihrend der einstiindigen Hydrolyse wird der pH-Wert kontrolliert und
nachgestellt. Der Ansatz wird dann mit Ethanol bis zu einer Endkonzentration von 80%
versetzt. Es bildet sich ein Niederschlag. Nach 30 min wird der Uberstand dekantiert und das
verbleibende Monophosphat zentrifugiert (4000 rpm, Hettich-Universal 16, 8 min). Danach
wird viermal mit 200 ml 80% igem Ethanol sowie zweimal mit 200 ml Aceton gewaschen.
Das Bariumsalz des Monophosphats wird sechsmal mit je 200 ml Wasser aus dem
Niederschlag extrahiert, danach lyophilisiert und im Exsikkator iiber Phosphorpentoxid unter
Vakuum aufbewahrt. Die Ausbeute liegt bei 90%.

Zur Synthese des Thioethers mufl das Bariumsalz des 6-Thio-GMP in das Natriumsalz
{iberfiihrt werden. Dazu werden 2.5 g Dowex 50 WX 8 Ionenaustauscherharz (in der H'-
Form) in 15 ml Wasser aufgeschlammt, 0.8 g (1.5 mM) 6-Thio-GMP zugegeben und 10 min
geriihrt. AnschlieBend filtriert man die Losung und eluiert mit ca. 200 ml Wasser die freie
Saure. Um das Natriumsalz zu erhalten, wird der pH-Wert auf 6 eingestellt. Die Losung wird
bei -20°C eingefroren und anschlieend lyophilisiert.

Die Ausbeute betrdgt 1.6 g.

Das Natriumsalz des 6-Thio-GMP (3.8 mM) wird in 5 ml Wasser gelost und mit ca. 5
Spatelspitzen Natriumhydrogencarbonat auf pH 8.3-8.5 eingestellt. 300 pul (zweifacher
UberschuB) 2.4-Dinitro-1-fluor-benzol (DNFB) werden in 5 ml Ethanol aufgenommen und
zugegeben. Die Reaktion lduft tiber Nacht. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und fiinfmal
mit Ethanol gewaschen. Dann wird der Thioether in Wasser aufgenommen und lyophilisiert.

Die Ausbeute liegt bei 1.5 g.

5.4.2 Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

1 g des als Natriumsalz vorliegenden Thioethers wird mit Dowex 50 WX 8 (H'-Form) in die
freie Sdure tiberfiihrt und lyophilisiert. Die Ausbeute betrigt 230 mg.

230 mg (0.4 mM) Thioether werden in 10 ml Dimethylformamid (DMF) gel6st, mit 400 mg
1.1-Carbonyldiimidazol versetzt und 1.5 h bei 30°C geriihrt. Mit 60 pul Methanol wird das
iiberschiissige 1.1-Carbonyldiimidazol abgefangen und weitere 30 min gertihrt.

Zur Entfernung des Wasser werden 2 g Diphosphorsdure zweimal bei 30°C am Rotations-

verdampfer unter Olpumpenvakuum mit trockenem DMF eingeengt. Die Diphosphorsiure
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wird 5 min in 4 ml DMF geriihrt, der Thioether zugesetzt und weitere 3 h geriihrt
(Trockenrohr). Der Reaktionsansatz wird unter Olpumpenvakuum am Rotationsverdampfer
eingeengt, in 0.01 M LiCl pH 3 aufgenommen und auf eine DEAE A25-Séule (2.5 x 20 cm)
aufgetragen.
Gradient: jell 0.01 M LiCl

jell 0.6 MLIiCI
Die Detektion erfolgt bei 254 nm. Das Elutionsprofil zeigt drei Produkte. Die drei Fraktionen
werden getrennt eingeengt und mit Ethanol bei -20°C iiber Nacht gefdllt. Nach der
Zentrifugation (Hettich Universal 16, 4000 rpm, 8 min, RT) wird einmal mit Ethanol
gewaschen, und die Substanzen lyophilisiert. Die Kontrollen mittels Papierelektrophorese bei
pH 6.5 und Diinnschichtchromatographie (Elutionsmitttel 1 N LiCl, 2 M Ameisenséure)
zeigen, dafl es sich bei den ersten beiden Produkten um das Mono- und das Diphosphat

handelt. Das 6-DNP-S-GTP eluiert erwartungsgemél zuletzt. Die Aubeute liegt bei 75 %.

5.4.2.1 Synthese des ['y-/B-32P]-6-S-Dinitr0phenyl-thioguanosin-triphosphats

Die Synthese des y-/B-[**P]-markierten GTP-Analogons erfolgt wie unter 5.4.2 beschrieben,
jedoch nur mit einem Zehntel des Gesamtansatzes. Zu ca. 20 mg Phosphorsdure werden 574
ul Natrium-Pyrophosphat (spez. Aktivitit 2.4 Ci/mmol) zugegeben, dreimal mit je 3 ml DMF
bis zur Trockenheit eingeengt und in 1 ml DMF gelost.
Sdule: DEAE A25 (2 x 10 cm)
Gradient: je 800 ml 0.01 M LiCl

je 800 ml 0.6 M LiCl
FluBgeschwindigkeit: 1 ml/min
Die Ausbeute betrigt 24 mg. Die spezifische Aktivitit liegt bei 4 mCi/mmol.

5.4.3 Stufenweise Synthese des 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

580 mg (I mM) 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-monophophat werden in die freie Sdure
tiberfiihrt, lyophilisiert und in 20 ml DMF gel6st. Danach wird zweimal mit je 15 ml DMF bis
zur Trockenheit eingeengt. Die Aktivierung erfolgt durch Zugabe von 800 mg 1.1-
Carbonyldiimidazol fiir 1.5 h. Uberschiissiges 1.1-Carbonyldiimidazol wird durch Zugabe von
60 ul Methanol abgefangen (30 min riihren). 2 g Phosphorsdure (2 mM) werden in 20 ml
Wasser gelost, und 30 ml Pyridin sowie 8 ml frisch destilliertes (Kugeldestillation bei 100°C

unter Olpumpenvakuum) tri-n-Butylamin zugegeben. Danach wird zweimal mit DMF bis zur
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Trockenheit eingeengt. Die in 10 ml DMF angeldste Phosphorsdure wird zu dem aktivierten
Thioether gegeben und 3 h geriihrt. Danach wird am Rotationsverdampfer unter Olpumpen-
vakuum bis zur Trockenheit eingeengt und das Reaktionsprodukt in 20 ml 0.1 M
Triethanolamin/CO, aufgenommen. Nach dem Auftragen auf eine DEAE A 25 -Saule (2 x
20 cm) wird mit einer FluBgeschwindigkeit von 1.5 ml/min und einem Gradienten von je
1.2 Liter 0.1 M und 0.8 M Triethanolamin/CO, pH 7.5 eluiert.

Es entstehen zwei Produkte, die beide eingeengt und im Exsikkator aufbewahrt werden. Die
zweite Fraktion wird dann zur Weiterverarbeitung in 5 ml DMF gel6st, mit 800 mg 1.1-
Carbonyldiimidazol versetzt und 1 h geriihrt. 2 g in DMF getrocknete und geldste Phosphor-
siure werden zugegeben und 3 h geriihrt. Der Ansatz wird unter Olpumpenvakuum eingeengt
und in 0.01 M LiCIl pH 3 aufgenommen. Die Elution erfolgt mit einem kontinuierlichen
Gradienten von je 0.8 Liter 0.01 M LiCl (pH 3) und 0.6 M LiCl (pH 3) bei einer
FluBgeschwindigkeit von 2 ml/min

Das zuletzt eluierte Produkt wird eingeengt und mit Ethanol iiber Nacht gefallt. Danach wird
der Niederschlag sedimentiert, mit Ethanol gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die
Ausbeute betragt 240 mg. Der Nachweis erfolgt mittels Diinnschichtchromatographie in dem
Elutionsmittel 1 N LiCl, 2 M Ameisensaure.

5.4.3.1 Synthese des [[3-32P]-6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphats

Die radioaktive Markierung des GTP-Analogons in [-Stellung erfolgt wie unter 5.4.3
beschrieben mit einem Zehntel-Ansatz. Abweichend dazu werden bei dem ersten
Phosphorylierungsschritt 200 ul [**P] Orthophosphat (2 mCi, Aktivitit 10 mCi/ml) zu 196 mg
Phosphorséure, die in 3 ml Wasser geldst ist, zugegeben. Der zweite Phosphorylierungsschritt
erfolgt wie zuvor beschrieben. Die Ausbeute betrégt 10 mg. Die spezifische Aktivitit liegt bei

0.4 mCi/mmol.

5.5 Synthese von Suraminderivaten

Die Synthese der verschiedenen Suraminderivate beruht auf einer Methode der Arbeitsgruppe
Nickel (Nickel et al. 1986) und eigenen Erfahrungen beziiglich der Synthese verschiedener
Pyridoxalphosphatderivate.
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5.5.1 Synthese von SB 9

O
NaSQO HNC G N “Suraminhalbmolekil’
L
NagB
NaSp

Ausgehend von der vierten Stufe der Suraminsynthese nach Nickel et al. (1986) wird die
Aminogruppe nach der indirekten Methode diazotiert und mit Pyridoxalphosphat gekuppelt.
Dazu werden 300 mg (0.5 mM) des ‘Suraminhalbmolekiils’ in 1 N Natronlauge in Losung
gebracht und vorsichtig bei 0°C in 3 N Salzsdure getropft. Das hierbei entstehende
Diazoniumsalz wird bei pH 6-8 mit einer dquimolaren Menge Pyridoxalphosphat gekuppelt.
Die leuchtend rote Verbindung wird mit Isopropanol geféllt und durch eine D3 Glassinterfritte
filtriert. Die Analyse der Substanz erfolgt massenspektroskopisch. Die Ausbeute liegt bei
65%.

5.5.2 Synthese von SB 10

Das ‘Suraminhalbmolekiil’ dient auch hier als Ausgangsstoff. 300 mg (0.5 mM) der Substanz
werden in Wasser gelost und 90 mg in Aceton geldstes Cyanurchlorid zugetropft. Der pH-
Wert der Losung wird kontrolliert (pH 7) und nachgestellt. 0.1 M Natriumhydrogencarbonat
wird bei -5°C bis 0°C eingetropft.

Das entstehende Dichlorcyanurprodukt wird ohne weitere Aufreinigung erneut mit der vierten
Stufe (300 mg) unter Kontrolle des pH-Wertes bei 20°C gekuppelt. Das Ende der Reaktion ist
erreicht, wenn keine Anderungen des pH-Wertes auftreten. Das Produkt wird durch die
Zugabe von Aceton gefillt und kann mittels Massenspektroskopie und Diinnschicht-

chromatographie als SB 10 identifiziert werden. Die Ausbeute betragt 70%.

5.5.3 Synthese von SB 22

5-Nitroisophthalsdure wird mit dem Chlorierungsmittel Thionylchlorid unter Zusatz von

katalytischen Mengen Dimethylformamid in Chloroform geldst und zwei Stunden am
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Riickflul gekocht. Das Chloroform wird am Rotationsverdampfer abgedampft und der
Riickstand mit Petrolether bei 40-80°C extrahiert. Es entstehen weille Kristalle, deren
Schmelzpunkt (63-65°C) mit dem der Literatur {ibereinstimmt (Beilstein III + IV, Bd. VIII).
Die Kupplung mit der vierten Stufe der Suraminsynthese wird nach Schotten-Baumann
durchgefiihrt. 770 mg des in Wasser geldsten ‘Suraminhalbmolekiils’ (10%) werden mit 247
mg in Toluol gelostem 5-Nitroisophthalséduredichlorid gekuppelt. Das entstandene Produkt
(SB 20) wird bis zur Trockenheit eingeengt und aus wélrigem Ethanol umkristallisiert.

SB 20 wird in 100 ml Wasser gelost und in Gegenwart von 80 mg
Palladium(10%)/Aktivkohle mit Wasserstoff unter Normaldruck reduziert. Das Produkt (SB
21) wird bis zur Trockenheit eingeengt und aus walrigem Ethanol umkristallisiert.

500 mg SB 21 und 23 mg Natriumnitrit (0.3 mM) werden in Wasser gelost und mit 1 N
Natronlauge auf pH 8 eingestellt. Die Losung wird dann langsam bei 0°C in 3 N Salzsdure
getropft. Die sich bildende Diazoniumsalzldsung wird bei pH 8 mit einer dquimolaren Menge
Pyridoxalphosphat gekuppelt. Das Reaktionsprodukt wird mit dem vierfachen Volumen
Isopropanol gefillt. Nach der Sedimentation wird der Uberstand dekantiert und das
entstandene SB 22 im Exsikkator iiber Phosphorpentoxid getrocknet. Das Produkt wird

massenspektroskopisch nachgewiesen. Die Ausbeute liegt bei 70%.

5.6 Markierung und Detektion von SR-Proteinen mit Anionentransport-Inhibitoren

5.6.1 Markierung von SR-Proteinen mit 6-S-Dinitrophenyl-thioguanosin-triphosphat

Pro Ansatz werden 40 pg SR-Vesikel mit 100 uM, 200 uM, 500 uM, 1 mM und 2 mM
radioaktiv markiertem 6-DNP-S-GTP versetzt und das Volumen mit Puffer H (100 mM KCI,
10 mM HEPES pH 6.5) auf 30 pul aufgefiillt. Ein Teil der Ansidtze erhilt zusétzlich 2 mM
MgCl,. Nach 10 min Inkubation bei RT werden die Proben mit je 10 pl Probenpuffer versetzt,
10 min auf 40°C erwérmt, 5 min zentrifugiert und mittels 12% iger SDS-PAGE aufgetrennt.
Nach dem Férben und Entfarben werden die Gele getrocknet und nach 1-3 Tagen Exposition
in einer lichtempfindlichen Kassette im Phosporimager ausgewertet. Als Vergleich wird
radioaktiv markiertes 6-DNP-S-GTP ohne SR aufgetragen. Es werden auch Ansitze ohne [3-
Mercaptoethanol im Probenpuffer getestet, um eine eventuelle Reduktion des bei der Reaktion

mit den Sulfhydrylgruppen von Cysteinresten entstehenden Thioethers auszuschlieen.
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5.6.2 Markierung von SR-Proteinen mit radioaktiv markiertem SB 22

Jodiertes SB 22 wird in Konzentrationen von 0.5, 2, 5, 10, 20, 50 und 100 uM mit jeweils 40
pug SR-Vesikeln 15 min bei RT inkubiert, wobei alle Proben doppelt angesetzt werden. Ein
Teil wird mit der zweifachen molaren Menge Natriumborhydrid (NaBHy) versetzt (1, 4, 10,
40, 100, 200 uM). Als Puffer dienen Puffer H (100 mM KCI, 10 mM HEPES pH 6.5) bzw.
Puffer E (100 mM KCI, ImM TEA pH 7.4). Nach Zugabe von 10 ul Probenpuffer werden die
Ansitze 10 min auf 40°C erwédrmt und mittels 12% iger SDS-PAGE aufgetrennt. Nach dem
Féarben/Entfarben mit Coomassie Blau werden die Gele getrocknet und 2-4 Tage in einer

Phosphorimager-Kassette exponiert.

5.6.2.1 Jodierung von SB 22
18 mg SB 22 (0.01 mM) werden in 250 ul Wasser gelost. 100 pl Na'*I (103 mCi/ml) werden

in einem Reaktionsgefdll vorgelegt und durch Zugabe einer Spatelspitze Chloramin-T zu Jod
(**L,) oxidiert, das mit Natriumjodid den reaktiven Komplex Na'*’I; bildet. Nach Hinzufiigen
des gelosten SB 22 wird der Reaktionsansatz 10 min inkubiert. Die Probe wird direkt im
Anschluf3 iiber Gelfiltration (Sephadex G-15, 1 x 20 cm) aufgereinigt und lyopholisiert. Die
Ausbeute betrdgt 7.5 mg SB 22 mit einer spezifischen Aktivitdt von 0.004 mCi/mmol.

Alternativ erfolgt die Jodierung mit Lugollscher-Losung (wéBrige Jod-Kaliumjodid-Losung).
18 mg SB 22 werden mit 90 ul Na'®I versetzt und 150 pl Wasser sowie 6 pul Lugollsche-
Losung zugegeben. Die Reaktionszeit betragt 20 min. Die Aufreinigung erfolgt ebenfalls {iber

Gelfiltration. Die Ausbeute liegt bei 7 mg, die spezifische Aktivitét bei nur 0.4 nCi/mmol.

5.6.3 Affinititschromatographie mit SB 9

EAH-Sepharose 4B (Pharmacia) besitzt freie Aminogruppen am Ende einer langen,
hydrophilen Uberbriickungskette (10-atom) an die Liganden mit Carbonylgruppen gekuppelt
werden konnen.

44 mg des Suramin-Analogons SB 9 (50 uM) werden in 1 ml Natrium-Boratpuffer (20 mM)
pH 9 geldst und mit 10 ml EAH-Sepharose 4B 1 h bei RT inkubiert. Durch die Zugabe von
ca. 20 Tropfen 1 mM Natriumborhydrid wird die entstehende Schiff’sche Base reduziert.
Nach 30 min wird der pH-Wert mit 5 N HCI kurz auf pH 4 eingestellt und das S&dulenmaterial
dann mit 10 mM TRIS-HCI pH 7.2 / 0.4 % Nonidet P-40 &dquilibriert. Die Saule wird, wie

unter 5.3.2 beschrieben, auch zur Aufreinigung des VDAC verwendet.
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5.7 Immunodetektion von G -Untereinheiten im SR

SR-Vesikel bzw. verschiedene Fraktionen der SB 9-Sepharose-Sdule werden mittels SDS-
PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran elektrotransferiert. Der monoklonale anti-
Go- Untereinheit Antikorper aus Kaninchen (Calbiochem) wird 1:150000 in PBS-T, 1%
Magermilchpulver verdiinnt (s. 5.3.1) und 1 h mit der Membran inkubiert. Nach mehrmaligem
Waschen in PBS-T wird der zweite Antikdrper (Sigma, anti-Kaninchen IgG) in einer 1:15000
Verdiinnung zugegeben. Nach einstiindiger Inkubation wird erneut mit PBS-T gewaschen,

und die Membran mit dem ECL-System, wie unter 5.3.1 beschrieben, behandelt.

5.8 Sulfat-Transportmessung mit der Filterassay-Methode

200 ul SR-Vesikel (ca. 3 mg) werden bei RT mit 15-20 pl *>SO,* (20 nM, spez. Aktivitit 560
mCi/mmol) eine Stunde inkubiert. Nach dieser Zeit hat sich ein Gleichgewicht zwischen dem
Sulfat in den Vesikeln und auBlerhalb der Vesikel eingestellt (Schuster 2001). Der Ansatz ist
ausreichend fiir acht Messungen, wobei immer Doppelbestimmungen durchgefiihrt werden.

Pro Messung werden jeweils 25 ul SR-Vesikel in 5 ml Puffer H (100 mM KCIl, 10 mM
HEPES pH 6.5) pipettiert und durch die eintretende Verdiinnung der Suspension der
Transport gestartet. Die zu testenden Substanzen werden in dem MeBpuffer vorgelegt. Der
Ansatz wird 15 Sekunden stark geriihrt und dann in eine 5 ml Multipipettenspitze (Eppendorf)
aufgenommen. Nach 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 3 und 6 min werden Aliquots von je
400 pl auf einen Nitrocellulose-Filter (Millipore-Filter Typ HA 0.45 pum), der auf der Fritte
einer Saugflasche liegt, pipettiert und mit 5 ml 4°C kaltem MeBpuffer gewaschen. Der Filter
wird dann in ein Szintillationsrohrchen gelegt und mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit versetzt.
Fiir den Volumenwert werden am Ende jeder MeBreihe 50 pl der MeBlosung auf einen Filter
pipettiert und mit Szintillationsfliissigkeit versetzt. Die Radioaktivitit in den Vesikeln wird im
Szintillationszdhler bestimmt. Die erhaltenen cpm-Werte werden durch den Volumenwert
dividiert, um die Mefreihen aneinander anzupassen. Die Auswertung der Kurven und die

Besstimmung der k-Werte erfolgt mit den Programmen Plotit und Origin.
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