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Il. Abkirzungsverzeichnis

AC - Adenylylcyclase

AD - AulRendurchmesser

AG - Arbeitsgruppe

Ag/AgCl - Silber/Silberchlorid

AS - Aminosaure

ATP - Adenosintriphosphat

AU - Airy unit

bzw. - beziehungsweise

CAP - katabolisch aktiviertes Protein (catabolite activator protein)

cAMP - zyklisches 3‘,5-Adenosinmonophosphat

cGMP - zyklisches 3,5-Guanosinmonophosphat

CNBD - zyklische Nukleotid-Bindungsdomane

cNMP - zyklisches 3,5-Nukleotidmonophosphat

cPCF - konfokale Patch-clamp Fluorometrie (confocal patch-clamp fluorometry)

Cryo-EM - Kryoelektronenmikroskopie

Dtl. - Deutschland

EAG-Kanale - ether-a-go-go-Kanale

EGTA - Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure

EPAC - Guaninnukleotidaustauschfaktor
(Exchange protein directly activated by cAMP)

GC - Guanylylcyclase

HEPES - 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

ID - Innendurchmesser

IUPAC - Internationale Union fiir reine und angewandte Chemie
(International Union of Pure and Applied Chemistry)

LSM - Laser-Scanning-Mikroskop, Laserrastermikroskop

N.A. - Numerische Apertur

NBD - 7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol

NMR - Kernspinresonanz (nuclear magnetic resonance)

Nr. - Nummer

ORN - olfaktorische Rezeptorneurone

PDI - Perylen-3,4:9,10-tetracarboxydiimide

PDE - Phosphodiesterase

PKA - Proteinkinase A

PKG - Proteinkinase G

PTFE - Polytetrafluorethylen (, Teflon®)

RMSD - Wurzel der mittleren Abweichungsquadrate (root-mean-square deviation)

SEM - Standardfehler des arithmetischen Mittels

S0g. - sogenannte

VSLD - Spannungssensordomane (voltage-sensor-like domain)



1. Zusammenfassung/Abstract

1.1 Zusammenfassung

Die Nukleotide cAMP und cGMP sind intrazellulare, sekundare Botenstoffe und
agieren unter anderem als Agonisten an zyklisch-Nukleotid aktivierten (CNG)-lonen-
kanalen. Somit besitzen die kleinen Signalmolekile eine Schlisselstellung in der
Entwicklung von Rezeptorpotentialen im visuellen und olfaktorischen System, indem
diese durch Bindung an die lonenkanale eine Aktivierung hervorrufen. Dabei ist cAMP
der native Ligand der olfaktorischen CNGA2:A4:B1b-Kanale, jedoch besitzt cGMP
eine hohere scheinbare Affinitat.

Durch die ebenfalls hohe Affinitat an den homotetrameren CNGA2-Kanalen wurde in
vorherigen Studien ein fluoreszierender Ligand (fcGMP) entwickelt, welcher einen
Farbstoff enthalt, der mithilfe eines Aminoethylthio-Linkers an Position 8 des
Nukleotides verbunden ist. Bei der konfokalen Patch-clamp Fluorometrie (cPCF) wird
die Aktivierung synchron zur Bindung gemessen (Biskup et al. 2007).

Hierbei wurde eine groRe Anzahl an neuen Liganden synthetisiert und mittels
elektrophysiologischer Methoden die Wirkung auf CNG-Kanale, welche in Xenopus
laevis Oozyten heterolog exprimiert wurden, charakterisiert. Dabei wurden sowohl die
scheinbare Affinitdt als auch die kinetischen Eigenschaften in der inside-out
Konfiguration ermittelt. Fur die Bestimmung weiterer Kennwerte, wie Bindung,
Helligkeit und Fluoreszenzspektren diente die cPCF.

Um die publizierten cPCF Experimente (Biskup et al. 2007) auf Einzelmolekullevel zu
beobachten, bendtigt es neue Liganden mit verbesserter Affinitat und photo-
physikalischen Eigenschaften. Um die Affinitat und die molekulare Helligkeit eines
fluoreszierenden Liganden zu optimieren, wurden drei Moglichkeiten verfolgt. (1) Zum
einen wurde das zyklische Nukleotid durch eine Deaza-Purinbase ersetzt und die
scheinbare Affinitat um das 25-fache verbessert. (2) Zum anderen wurde die Lange
sowie die Polaritat der Linker variiert wodurch gezeigt wurde, dass ausgedehnte
aliphatische Kohlenwasserstoffketten zwischen Nukleotid und Farbstoff einen
positiven Effekt auf die scheinbare Affinitat haben. Beispielsweise konnte die mittlere
effektive Konzentration (ECso-Wert), die beim homotetrameren CNGA2-Kanal fur
cAMP (1a) 54,8 uM betragt, mit 8-Aminodecylthio-cAMP (L6a) auf 0,63 uM gesenkt
werden. (3) Durch einen Wechsel des Farbstoffes konnte zusatzlich zur erhéhten
Affinitat auch die Helligkeit verbessert werden. Dabei traten besonders die Farbstoffe
DY557 und Cy3B hervor.



Somit wurde eine Optimierung des fluoreszierenden Liganden durch die angefuhrten
Mdglichkeiten beobachtet. Die Ergebnisse erdffnen neue Wege, um die Aktivierungs-
mechanismen von lonenkanalen sowie Proteine mit ahnlichen Bindungsdomanen
besser nachzuvollziehen und zukunftige Experimente auf Einzelmolekulniveau zu

ermoglichen.



1.2 Abstract

Both second messenger cAMP and cGMP are agonists of cyclic nucleotide-gated
(CNG) channels which belong to the superfamily of tetrameric voltage-gated channels.
CNG channels are activated solely by the binding of cyclic nucleotides. Thereof they
have a key position in the development of the receptor potential in vision and olfaction.
The cAMP is the endogenous ligand of the olfactory CNGA2:A4:B1b channels but
cGMP hold a higher apparent affinity.

There is also a higher affinity for cGMP on homotetrameric CNGA2 channels and we
used in recent studies the cyanine dye DY547 coupled via an aminoethylthio linker to
the 8-position of cGMP (fcGMP), to analyze ligand binding and activation gating in
parallel by confocal patch-clamp fluorometry (cPCF).

Using inside-out patches from Xenopus laevis oocytes we characterized the apparent
affinity and kinetics of the novel ligands. Further parameters like binding affinity,
brightness and photo-physical properties were measured by cPCF.

For planned single-channel experiments, ligands with enhanced affinity and optimized
fluorescence properties are desirable. To achieve the best fluorescent ligand there are
three possibilities to modulate the compound: (1) Replacement of cyclic nucleotides
for instance 7-Deaza-purine bases, shows a higher affinity up to twenty-fivefold. (2)
The elongation of linker length shifts the ECso value to lower concentrations (homo-
tetrameric CNGA2 channels: cAMP - 1a= 54.8 uM; 8-Aminodecylthio-cAMP - L6a =
0.63 uM). As well the lipophilic linkers are more potent than hydrophilic substitutions.
(3) The variation of fluorophors is required to find a compound with optimal molecular
brightness. In particular DY557 and Cy3B distinguish themself. Additionally, most of
the new fluorescent ligands increase the apparent affinity to the channels.

In conclusion, our results show considerable potential to optimize both the affinity and
the brightness of fluorescent cyclic nucleotides presently used. The best of our new
derivatives allows the systematic analyze of the activation mechanism in cyclic
nucleotide-gated channels as well as proteins containing nucleotide binding domains,

at both the level of ensemble and single-molecule analyses.
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2. Einleitung

Die Aktivierung von zyklisch-Nukleotid aktivierten lonenkanalen erfolgt durch die
Botenstoffe cAMP und cGMP. Diese kleinen endogenen Molekiile werden oft nach
Stimulus bestimmter Rezeptoren einer Zelle von aul3en durch Transduktion im Zell-
inneren gebildet. Die Informationen uber die Funktionsmechanismen der Nukleotide
sind von grofler Bedeutung bei der Aufklarung der zellularen physiologischen
Prozesse und bedirfen einer intensiven Forschung. Diese Wichtigkeit spiegelt sich in
zahlreichen Nobelpreisen (1971, 1992, 1994, 1998, 2000) fur die Entdeckungen sowie
signifikanten Erkenntnissen von Prozessen, bei denen Nukleotide eine Schlusselrolle
einnehmen, wider (Beavo et Brunton 2002).

Jedoch unterliegen diese potenten Verbindungen bei der Detektion der Limitierung von
optischen und zeitlichen Grenzen. Kleine Liganden und Proteine sind mit
herkdbmmlichen Methoden als einzelnes Individuum haufig ohne weitere Markierungen
oder Modifikationen kaum auflésbar und ihre Strukturen und Wechselwirkungen
bewegen sich unterhalb der beugungsbegrenzten optischen Auflésung (< 200 nm),
sodass ihre Eigenschaften aus einer sehr groRen Anzahl von Molekilen
(Ergodenhypothese) heraus, als Mittelwert fur ein einzelnes Molekul gleichgesetzt
werden. Um individuelle Wechselwirkungen und Informationen Uber statische und
zeitliche Verteilungen von Individuen zu detektieren, mussen daher Einzelmolekul-
experimente durchgefuhrt werden.

Durch die Patch-Clamp-Technik, welche das Messen der lonenstrome durch
lonenkandle ermdglicht, konnen viele Eigenschaften, wie Leitfahigkeit oder
Offenwahrscheinlichkeit von einzelnen lonenkanalen ermittelt werden. Ganzheitliche
Strukturen von lonenkanalen lassen sich aber bisher nur mittels Rontgenkristallo-
graphie oder Elektronenmikroskopie (EM) erfassen, welche jedoch stark dynamisch
ablaufende biologische Prozesse nicht auflosen konnen.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie konnen durch Markierungen der Molekule schnelle
kinetische Vorgange (Lokalisation und Dynamik) detektiert werden. Dabei lassen sich
fluoreszierende Objekte als frei diffundierende oder immobilisierte Molekiile im
Mikrosekunden- bis Stundenbereich beobachten. Beispielsweise konnte durch die
konfokale Patch-Clamp-Fluorometrie (cPCF) die Aktivierung von lonenkanalen parallel
zur Bindung der Liganden gemessen werden und somit Modelle fir liganden-
gesteuerte lonenkanéle erstellt werden (Biskup et al. 2007, Kusch et al. 2010). Einer

der fur diese Studien verwendeten fluoreszierenden Liganden ist in Abbildung 1
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dargestellt. Die Grenzen der Methode sind die Vielzahl von bendtigten lonenkanalen,
sodass fur die Beobachtung der Ligand-Protein-Bindungseigenschaften auf Einzel-
kanalniveau andere Techniken bendtigt werden. Eine wichtige Technik hierbei ist die
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), die Untersuchungen von Molekllen im
Femtoliterbereich und das Detektieren von einzelnen Photonen ermoglicht. Die
Einzelmolekllspektroskopie kann somit wichtige Informationen Uber biologische
Individuen (fluoreszierende Moleklle) erbringen und Rulckschlisse auf die
physiologischen Prozesse zeigen.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollen grundlegende Kenntnisse Uber lonenkanale, Nukleo-

tide und Farbstoffe ermittelt sowie der Bezug zu den Ergebnissen verdeutlicht werden.

Nukleotid Linker Farbstoff

Abbildung 1. Schematische Darstellung der chemischen Struktur von fcGMP
(modifiziert nach Biskup et al., 2007). Das Molekul besteht aus dem zyklischen Nukleotid
cGMP und dem Farbstoff aus der Cyanin-Gruppe DY547. Beide sind Uber einen
Aminoethylthio-Linker miteinander verbunden.

2.1 lonenkanale

lonenkanale setzen sich aus unterschiedlich vielen Untereinheiten zu Poren in der
Lipiddoppelschicht der Zellmembran zusammen, um die lonenpermeation zu
erleichtern. Haufig werden sie nach den lonen benannt, fir die sie spezifisch
permeabel sind (Na*-, K*-, Ca?*-, CI- Kanale). Zudem kann man die Kanalproteine
ebenfalls nach Offnungs- (Gating-) mechanismus einteilen, wie spannungs- oder
ligandengesteuert (Hille 2001).

Die im Folgenden erlauterten lonenkanale sind unspezifische Kationenkanale. Der fur
diese Arbeit wichtigste Ansatzpunkt ist jedoch die ligandenabhangige Modulation.
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2.1.1 CNG-Kanale

Zyklisch-Nukleotid aktivierte (CNG)-Kanale spielen eine wichtige Rolle in der
Signaltransduktion des olfaktorischen und visuellen Systems in Wirbeltieren. Sie
gehoren zur Superfamilie der spannungsgesteuerten Kationenkanale (Pifferi et al.
2006). Aus den sechs Genen, auf denen die CNG-Familie kodiert ist, werden die Unter-
einheiten CNGA1-4, B1 und B3, welche sich in unterschiedlichen Kombinationen
(Abb. 2) in zelltypspezifischen Komplexen zu Tetrameren zusammenlagern, exprimiert
(Bradley et al. 2005, Biel et Michalakis 2007). Dabei bilden die A-Untereinheiten homo-
tetramere lonenkanale, sodass man die Eigenschaften dieser Untereinheiten klarer
definieren kann. Die B-Untereinheiten sind notwendig, um in den Sinneszellen die
richtige Assemblierung und Lokalisierung durchzufuhren, bilden aber keine homo-
tetrameren Kanadle. Zudem sorgen diese Untereinheiten fur die spezifischen
biophysikalischen Eigenschaften, wie schnelle Gatingkinetiken, Einzelkanalflickern,
veranderte Affinitaten fur cNMP, individuelle Permeationseigenschaften und die
Regulierung durch Calcium-lonen (Kaupp et Seifert 2002).
Abbildung 2. Schematische Darstellung der CNG-lonen-
ORN ttle-!t?;nn?t;r kanalisoformen mit den verschiedenen stéchiometrischen
Verteilungen der jeweiligen Untereinheiten. Die CNG-Kanale
A2 der olfaktorischen Rezeptorneurone (ORN) sind im Geruchs-
system implementiert. Die Rod (Stdbchen) und Cone (Zapfen)
A2 CNG-Kanale kommen besonders haufig in den Photozellen des
Auges vor. Die CNG-Kanale bestehen aus vier Untereinheiten

die in der Mitte eine Pore (innerer Kreis) zur lonenpermeation

bilden und die jeweils eine eigene Bindestelle fir Nukleotide

aufweisen (aulRerer Kreis); A1 = CNGA1; A2 = CNGA2; A3 =
CNGA3; A4 = CNGA4; B1a = CNGB1a; B1b = CNGB1b; B3 =
CNGB3. Zusatzlich ist der homotetramere CNGAZ2-Kanal
abgebildet, welcher mit den Kanalen der ORN in dieser Arbeit
verglichen wurde. Modifiziert nach Bradley et al., 2005.

2.1.1.1 Vorkommen der CNG-Kanéle
Die verschiedenen Isoformen der lonenkanale werden sowohl in Stabchen (rod) oder

Zapfen (cone) der Photorezeptoren als auch in olfaktorischen Rezeptorneuronen
(ORN) exprimiert (Kaupp et Seifert 2002). Dabei kénnen sie durch intrazellular
gebildetes cAMP und cGMP aktiviert werden und durch einen Kationeneinstrom zu
einer Depolarisation der Zelle fihren (siehe Abb. 3). Diese Transduktion von Sinnes-
reizen in elektrische Signale hilft dabei unterschiedliche Sinneseindricke zu kodieren

und an das Gehirn weiter zu leiten. Es ist nicht auszuschlieRen, dass die CNG-Kanéle
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auch in anderen Regionen des Korpers, wie zum Beispiel im ZNS (Podda et Grassi
2014) sowie in Gefallen vorkommen (Cheng et al. 2003).

Im Jahre 1985 wurde als erstes Mitglied dieser Kanalfamilie der rod CNG-Kanal ent-
deckt (Fesenko et al. 1985, Yau et Nakatani 1985), woraufhin in kurzer Zeit folgend
die cone (Cobbs et al. 1985, Haynes et Yau 1985) sowie die olfaktorischen CNG-
Kanale (Nakamura et Gold 1987) in den entsprechenden sensorischen Zellen entdeckt
wurden. Erst spater konnte die erste Untereinheit CNGA1 aus den Stabchen von Rin-
dern kloniert (Kaupp et al. 1989) und die genaue Zusammensetzung der einzelnen
CNG-Kanale determiniert werden (Hofmann et al. 2005). Abbildung 2 zeigt die Varia-
tion der Untereinheiten. Der olfaktorische CNG-Kanal wird in der vorliegenden Arbeit
gesondert behandelt, da er nativ als Heterotetramer generiert wird und zur genaueren
Analyse der Untereinheit A2 zusatzlich als Homotetramer vermessen wurde. Die Leit-
fahigkeit des homotetrameren CNGA2-Kanals betragt annahernd 50 pS (Bonigk et al.
1999, Li et Lester 1999) und ist nur gering beeinflusst von der Membranspannung.
Die beiden zyklischen Nukleotide besitzen am heterotetrameren olfaktorischen lonen-
kanal ahnliche Leitfahigkeiten. Geringe Unterschiede liegen aber in der Affinitat vor,
wobei cGMP etwas affiner ist als der endogene Ligand cAMP (Kaupp et Seifert 2002).
Durch die ECso-Werte im unteren mikromolaren Konzentrationsbereich sind die
lonenkanale und Nukleotide fur bestimmte Methoden (siehe KAPITEL 4.4 PATCH-CLAMP-

FLUOROMETRIE) geeignet.

2.1.1.2 Physiologie des Riechens
Mit der Atemluft gelangt ein Geruchsmolekil in die Nase und diffundiert durch den

Mukus zur Zilienmembran, in der sich der olfaktorische Riechrezeptor befindet
(Abb. 3). Die Bindung dieses Molekuls an den GPCR fuhrt zu dessen Aktivierung
(Buck et Axel 1991) und zur Dissoziation des heterotrimeren Goi-Proteins. Danach
aktiviert die a-UE des Gor die membranstandige Adenylylcyclase Il (AC) und die
Synthese von ATP zu cAMP wird erhéht. Der sekundare Botenstoff cAMP flihrt zur
Offnung des CNG-Kanals. Der darauffolgende Einstrom von Na*- und Ca2*-lonen flhrt
zu einer schwachen Depolarisation. Die Hauptaufgabe ist jedoch der starke Anstieg
der Ca?*-lonen, die zur Aktivierung von Calcium-abhangigen Chloridkanalen bendtigt
werden (Frings et al. 2000).

Durch den CI-Efflux wird die Depolarisierung verstarkt und somit das chemische
Signal (Duftstoff) in einen elektrischen Reiz umgewandelt. Zudem besitzt der

Kationeneinstrom sogar eine inhibitorische Wirkung auf die Signaltransduktion. Ein
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Ca?*-Calmodulin-Komplex fiihrt zum einen zum negativen Feedback auf den CNG-
Kanal und zum anderen aktiviert es die PDE1C2, welche das cAMP hydrolysiert (Pifferi
et al. 2006).
A B Caz+

\‘ Ca?* a2*-aktivierter
Zilien -2 ms ’ 2 Na* Cl-Kanal

. 6s o CNG- Na*/Ca?*-
® extrazellular Kanal

Na*
Austauscher
intrazellular §
> GT

j T Ca?*
Axon cAMP:

Bulbus Cal\d
olfactorius AMP PDE>

Abbildung 3. Schematische olfaktorische Transduktionskaskade

A) ORN mit Ausschnitt der Zilienmembran (B). Bindet ein Geruchsmolekul an einem
olfaktorischem Geruchsrezeptor (OR), dissoziiert das G-Protein und die a-UE aktiviert die
Adenylylcyclase (AC). Dadurch steigt die cAMP-Konzentration und der olfaktorische CNG-
Kanal wird geotffnet. Es kommt zum Kationeinstrom, welcher besonders durch Bindung der
Calciumionen an das Calmodulin (CaM) verringert wird. Zudem werden Calcium-abhangige
Chloridkanale aktiviert. Modifiziert nach Pifferi et al., 2006.

2.1.2 Aufbau und Struktur

Der Aufbau der CNG-Kanale ahnelt strukturell stark dem der HCN-lonenkanale (siehe
Abb. 4). HCN-Kanale sind Hyperpolarisation-aktivierte und durch zyklische Nukleotide
modulierte lonenkanale und gehdren zusammen mit den CNG- und den EAG-Kanalen
zur Untergruppe der zyklisch-Nukleotid regulierten Kationenkanale, die wiederum der
Superfamilie der Porenschleifenkanale mit sechs Transmembrandomanen angehoéren
(Yu et al. 2005).

Vier Untereinheiten ordnen sich zu einer zentralen Pore zusammen, wobei eine Unter-
einheit aus sechs a-helikalen Segmenten (S1-S6) mit zytosolischen N- und C-
Terminus besteht. Die einwartsgerichtete Porenschleife (P) liegt zwischen S5 und S6,
wobei die S6-Untereinheiten die Pore bilden. Die Helices A*-D‘ des C-Linkers bilden
den sogenannten Gating-Ring (Zhou et al. 2004). Zyklische Nukleotide binden an der
zyklisch-Nukleotid-Bindedomane (CNBD) im C-Terminus, welche Uber den C-Linker
mit dem Gating-Ring und der S6 verbunden ist (sieche KAPITEL 2.3.1 LIGANDENBINDUNG)
(Kaupp et al. 1989, Zagotta et al. 2003).

Typisch fir spannungsabhangige lonenkanale, wie einige Ca?%*-Kanalen, ist das
Offnen und SchlieRen durch Membranpotentialdnderungen durch Bewegung der S4-
Einheit (Spannungssensor) Uber S4-S5-Linker zur S6-Helix (Long et al. 2005, Long et
al. 2007). Obwohl CNG-Kanale nur gering und HCN-Kanale stark spannungsabhangig
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sind, weisen diese lonenkanéle besondere Charakteristika in der S4-Domane auf
(siehe unten).

Ein weiteres Charakteristikum stellt der Selektivitatsfilter dar. Das typische
Aminosauresequenzmotiv aus T/S-V/I/L/IT-G-Y/F-G (Yu et al. 2005) sorgt fur die hohe
Selektivitat der K*-lonenpermeation bei Kaliumkanalen (Permeabilitat 1:10000) (Doyle
et al. 1998). Der Austausch bestimmter Aminosauren wie bei den Sequenzen des
CNG-Kanals TIG-E (Contreras et al. 2008) und des HCN-Kanals CIGYG (Macri et al.
2012) sowie verschiedene Orientierungen der Aminosauren im Raum und damit
verbunden grof3ere Porenradien sind ursachlich fur die unselektiven Kationen-
einstrdme der beiden lonenkanaltypen (Lee et MacKinnon 2017, Li et al. 2017).
Bisher sind noch keine Strukturen eines Saugetier-CNG Kanals bekannt, aber kurzlich
wurde ein nahe verwandter TAX4-Kanal (60% Sequenzidentitat zum CNGA1-Kanal)
des C. elegans mit 3,5 A im Cryo-EM aufgel6st (Li et al. 2017). Einzigartig ist die
Spannungssensor-ahnliche Domane (VSLD) im S4-Segment. Denn dieser Bereich mit
vielen positiv geladenen Aminosauren schlie3t spannungsabhangige Bewegungen
innerhalb der Membran aus, was ein Grund fur die schwache Modulation durch
Potentialanderungen an der Membran ist. Die zwei ursachlichen Unterschiede zu
spannungsabhangigen Kanalen sind zum einen, dass die S4-Helix beim CNG-Kanal
nicht durchgangig, sondern in drei Teile separiert und durch Interaktionen mit S2 die
Beweglichkeit begrenzt ist. Zum anderen besitzt der S4-S5-Linker nur 5 Aminosauren
(reguldr 10-12 Aminosauren), damit fehlen wichtige Wechselwirkungen zur S6-
Porendomanen. Eher gibt es ein Helix-Turn-Helix-Motiv aus S4, S5 und S4-S5-Linker.
Dieses Motiv interagiert mit dem C-Linker, was einen Verdacht auf die Einbeziehung
in das ligandengesteuerte Gating der CNG-Kanal zeigt.

Fur die Erklarung des kontraren Verhaltens des HCN-Kanals bei Depolarisation war
die Auflésung der Struktur des humanen HCN-Kanals essentiell (Lee et MacKinnon
2017). Dabei zeigt das S4-Segment eine auRergewdhnliche Lange, wodurch es weiter
ins Zytoplasma hineinragt. Bei Depolarisation bt das S4-Segment durch seine Lange
eine Kraft auf den S4-S5-Linker aus, welcher in Kontakt mit dem C-Linker einer
benachbarten Untereinheit ist und bildet mit der S6-Helix ein geschlossenes Poren-
Gate. AulRerdem ist fur die HCN-Kanale eine a-helikale HCN-Domane am N-Terminus

sehr spezifisch (in Abb. 4 nicht dargestellt).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung der Struktur des CNG-Kanals.

A) Vier Untereinheiten (dunkelblau) sind verankert in der Zellmembran. Die Untereinheiten
assemblieren zu einer Pore, die die lonenpermeation von Kationen ermdglicht. Im
Intrazelluldrraum befinden sich die Bindestellen (orange) mit Ligand (dunkelgrau). Die Malie
eines lonenkanals betragen circa 115 A in der Breite und 120 A in der Héhe (Li et al., 2017).
B) Eine Untereinheit der lonenkanale besteht aus sechs Transmembrandomanen und ist
durch kurze Schleifen verbunden. Der N- und C-Terminus liegt intrazelluldr. Wichtige
Elemente sind gesondert gekennzeichnet: 1. Spannungssensor S4 (gelb) mit den charak-
teristischen positiven Aminosauren, 2. Pore mit Porenschleife zwischen S5 und S6,
3. C-Linker und CNBD im C-Terminus. An letzteres bindet der Ligand (cNMP) und moduliert
so das Offnungsverhalten des lonenkanals. C) Schematische Darstellung des C-Linkers
(hellgrau) und der CNBD (orange) in der Sekundarstruktur. Zylinder stellen die o-Helices
und Pfeile die p-Faltblatter dar. Die Helices A'-D* bilden den Gating-Ring und sind Teil des
C-Linkers. Die CNBD besteht aus den Helices A, P, B, C und den acht B-Faltblattern. Die
GréRe des C-Linkers und der CNBD betragen circa 52 A in der Héhe (Modifiziert nach
Zagotta et al., 2003).
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2.2 Zyklische Nukleotide

Die Vorstufe eines endogenen Nukleotides ist das Nukleosid (siehe Abb. 5). Dieses
besteht aus einer stickstoffhaltigen Nukleobase (z. B. Purine wie Adenin und Guanin),
welche B—glykosidisch an Position 9 mit einem Zucker (z. B. D-Ribose) verbunden ist
(Roy et al. 2016). Binden nun ein, zwei oder drei Phosphatgruppen an die C5'-Position
des Zuckers spricht man von einem Nukleotid. Die Nukleotide kdnnen verschiedene
Konformationen einnehmen. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal liegt dabei im
Glycosyltorsionswinkel x. Durch Drehung der Achse zwischen N9 und C1° liegt das
Nukleotid in syn- oder anti-Konfiguration vor. Beide Konformationen sind in der Natur
existent und liegen im dynamischen Gleichgewicht. Die bevorzugte Form ist die anti-
Konfiguration, bei der sich das N3 des Purinringes nicht Uber dem Sauerstoff des
Zuckers befindet (Blackburn et al. 2006). Sind sich jedoch Purinring und Zucker auf
derselben Seite zugewandt, spricht man von einer syn-Konfiguration. Im physio-
logischen pH-Bereich liegen beide Purine in ihrem Keto- bzw. Amino-Tautomer (Abb.
5C bzw. 5B) vor und zu einem Anteil von unter 0,01% als Enol- bzw. Imino-Form
(Blackburn et al. 2006). Zudem gibt das zyklische Phosphat im wassrigen Milieu ein
Proton ab (pH > 1) und besitzt eine negative Nettoladung, da die Nukleobase
ungeladen ist. Eine weitere Ladung entsteht durch die Ribose, die oberhalb von pH 12
sauer wirkt. Dies liegt aber aulRerhalb eines physiologischen Milieus. Die Ladungen
und die Heteroatome als Wasserstoffbrickenakzeptoren oder -donoren fihren zu
einer verbesserten Loslichkeit, sind aber nachteilig fur den Durchtritt durch Bio-
membranen. Jedoch ist die Ladung an der Phosphatgruppe von hoher Bedeutsamkeit
bei Interaktionen mit Zielproteinen, sodass stabile Salzbriicken entstehen. Ein Vorteil
von Purinen gegenuber den Pyrimidin-Nukleotiden ist deren GrofRe. Die Purinbasen
bilden mehr Wasserstoffbricken mit den Zielproteinen, was wiederum zu einer
erhohten Affinitat fihrt.

Das zyklische 3',5-Adenosinmonophosphat (CAMP) und das zyklische 3‘,5-Guanosin-
monophosphat (cGMP) (siehe Abb. 5) entstehen aus ihren jeweiligen Triphosphaten
(Adenosin-5‘-triphosphat und Guanosin-5‘-triphosphat) durch die entsprechenden
Enzyme Adenylylcyclase (AC) und Guanylylcyclase (GC). Das Besondere dabei ist die
intramolekulare Zyklisierung der zwei Hydroxylgruppen, an der 3'- mit der 5°-Position
desselben Zuckers Uber eine Phosphodiesterbricke (Abb. 5B + C). Fur den Abbau

sind gewebs- und nukleotidspezifische Phosphodiesterasen (PDE) im Einsatz. Beide
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Nukleotide besitzen eine Schlusselrolle in der Physiologie der Signaltransduktion in
Zellen und fur zahlreiche biologische Funktionen.

Als zellulare Antwort auf die extrazellulare Bindung eines ersten Botenstoffes (first
messenger) an ihre Membranrezeptoren (z.B. metabotrope Rezeptoren wie die
GPCR) werden die sogenannten sekundaren Botenstoffe (second messenger), wie
zum Beispiel cAMP und cGMP im Zellinneren gebildet. First messenger dienen dabei
als interzellulare Signale, wie zum Beispiel Hormone (Glukagon, Adrenalin), Neuro-
transmitter (Noradrenalin, Dopamin, Histamin, Serotonin) oder Entzindungs-
mediatoren und konnen zumeist nicht direkt die Zellmembran durchdringen. Somit wird
die Wirkung eines externen Stimulus auf die Zellfunktion Ubertragen. Durch die
Erhohung der intrazellularen Konzentration der second messenger werden die
Proteinkinasen A (PKA) (Walsh et al. 1968) oder PKG (Francis et Corbin 1999) sowie
zyklisch Nukleotid-modulierte lonenkanalen und der Guaninnukleotidaustauschfaktor
(EPAC) (de Rooij et al. 1998) je nach Gewebetyp aktiviert und gezielt verschiedene
Zellbereiche stimuliert. Allen gemeinsam ist die hochkonservierte zyklische Nukleotid-
Bindungsdomane (CNBD), welche cAMP und cGMP bindet und die Aktivitat der oben
genannten Proteine reguliert (Berman et al. 2005). Nach einer adaquaten Zellantwort
werden die second messenger durch geeignete Enzyme, den PDEn, abgebaut und die
Transduktion beendet.

Um ein ganzheitliches molekulares Verstandnis Uber die Bindung der Liganden an ihre
Zielproteine zu erhalten, nutzt man heutzutage Rontgenstrukturaufnahmen oder die
Kryoelektronenmikroskopie (Cryo-EM). Als erstes cNMP-bindendes Protein wurde die
Kristallstruktur ohne Kenntnis der Primarstruktur eines bakteriellen katabolisch
aktivierten Proteins (CAP) aufgeldst (McKay et Steitz 1981), welches nach Bindung
von cAMP als Transkriptionsfaktor dient (Emmer et al. 1970). Weitere Kristallstrukturen
folgten mit der PKA (Su et al. 1995), EPAC (Rehmann et al. 2003) und spater auch die
Bindestellen von lonenkanalen (Zagotta et al. 2003, Clayton et al. 2004). Neuere
Studien konnten sogar die lonenkanale zu einem grof3en Teil in ihrer Gesamtlange
auflésen, was durch ihre Grolke erschwert ist und nun nicht mehr durch Kristalle
sondern durch Kryo-EM oder NMR-Aufnahmen gelang (Lee et MacKinnon 2017, Li et
al. 2017).
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Abbildung 5. Aufbau eines Nukleotids. A) Ein Nukleosid besteht aus einer Nukleobase, die
Uber eine B—glykosidische Bindung (Position 9) an ein Zuckermolekil (C1°) gekoppelt ist. Die
Zuckereinheit ist entweder eine Ribose (R: -OH) oder eine Desoxyribose (R: -H). Sind am C5°-
Atom Phosphatgruppe(n) verestert, spricht man von einem Nukleotid. Das beispielhaft
abgebildete Nukleotid ist ein Adenosintriphosphat (ATP). Ist eine weitere Gruppe mit einer
Hydroxylgruppe (C3‘) mit dem Phosphat verestert, bildet sich ein weiterer Ring und man
spricht von zyklischen Nukleotiden. Beispielhaft sind cAMP (B) und cGMP (C) mit
Nummerierung der Kohlenstoff- und Stickstoff-Atome nach IUPAC in der anti- (B) bzw. syn-
(C) Konformation dargestellt.

2.2.1 Modifikationen an der Purinbase

Anhand der Nummerierung in Abbildung 5 kénnen die nachfolgenden Modifikationen
an den zyklischen Nukleotiden besser nachvollzogen werden. Maogliche Ver-
anderungen ziehen haufig starke Verschlechterungen in der Affinitat nach sich, da
Ligand und Bindetasche aufeinander abgestimmt sind (siehe KAPITEL 2.3 BINDUNG UND
AKTIVIERUNG). Zudem ist nicht jede Substitution an beiden zyklischen Nukleotiden
madglich, da aufgrund der chemischen Struktur und der Verteilung der Heteroatome,
verschiedene Reaktivitdten einen synthetischen Zugang ermdglichen oder aus-
schlieBen bzw. keine Synthesestrategien bekannt sind. Der offensichtlichste Unter-
schied liegt in der Position 6, die beim cAMP eine Aminogruppe, beim cGMP einen
Ketosauerstoff tragt. Die Aminogruppe kann durch verschiedene Gruppen substituiert
werden, sodass hier mehrere Derivate kommerziell erhaltlich sind (Firma Biolog,
Bremen, Dtl.), ein Derivat in Position 6 vom cGMP ist nicht bekannt. Auch das Fehlen
der funktionellen Gruppe oder der Ersatz durch ein Schwefelatom wird durch die CNG-
Kanale toleriert, verandert aber die Eigenschaften des Nukleotides (Tanaka et al.
1989).

Negative Auswirkungen auf die Affinitat scheint eine Art Nitrogruppe am Stickstoff an

Position 1 bei cAMP oder auch eine Methyl- bzw. Aminogruppe bei cGMP zu sein
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(Scott et al. 2007, Moller et al. 2014). Ebenfalls negative Auswirkungen haben Ver-
anderungen an Position 2. Dabei ist es unabhangig ob der Ring direkt (cCAMP) oder ob
die Aminogruppe des cGMPs modifiziert wird (Moller et al. 2014). Jedoch zeigten
Studien vielversprechende Substitutionen in Position 7 und 8. Schon frih zeigten
Brown und Kollegen (1993), dass eine madgliche Variation in Position 8 keinen
negativen Einfluss auf die Potenz der zyklischen Nukleotide an den CNG-Kanalen
bewirkt. Die bisher potenteste Veranderung beider Nukleotide am CNG-Kanal ist die
Erweiterung an Position 8 mit einer Thiolgruppe, gefolgt von einem Phenylring, welcher
in para-Stellung mit einem Chlor substituiert ist (siehe Abb. 17 — 4G) (Strassmaier et
Karpen 2007). Trotz alledem wird nicht jeder Austausch an dieser Position toleriert.
Eine Hydroxylgruppe am cAMP zeigt hier eine Verschlechterung in der Bindung an
den HCN-Kanalen (Scott et al. 2007).

Eine Substitution an Position 7, welche aus einem Stickstoffatom besteht, zeigt
ebenfalls verbesserte agonistische Eigenschaften am CNG-Kanal (Strassmaier et
Karpen 2007). Zudem flhrt ein Austausch des Stickstoffes (N7) durch ein
Kohlenstoffatom, die sogenannten Deaza-Verbindungen, ebenfalls zu einer hoheren
Affinitat (Moller et al. 2014).

Eine Substitution mit einem Halogen an jeglicher Position zeigt in den Uberwiegenden
Fallen eine Verbesserung der Affinitat (Brown et al. 1993, Scott et al. 2007, Moller et
al. 2014, Ng et al. 2016).

2.2.2 Modifikationen an den Sauerstoffatomen des Phosphates und der

Ribose

Die funktionellen Gruppen der Ribose und des zyklischen Phosphates stellen wichtige
Erkennungsmerkmale flr das Protein dar. Veranderungen innerhalb des Proteins
(siehe KAPITEL 2.1.3 + 2.3) sowie am Molekul fuhren zu starken Affinitatsverlusten. Ein
Austausch des Sauerstoffs am Phosphat mit einem Schwefelatom fluhrt zu einem der
schlechtesten Agonisten an HCN-Kanalen (Bois et al. 1997, Moller et al. 2014) sowie
zu einem partialagonistischen und antagonistischen Verhalten an den CNG-Kanalen
(Kramer et Tibbs 1996, Wei et al. 1998). Die Ursache dafur liegt in der festen Salz-
brickenbindung zwischen Ligand (Phosphatgruppe) und Protein (positive Seitenkette
des Arginins).

Weitere wichtige Wasserstoffbriickenbindungen bilden Ligand und Protein Uber die
Hydroxylgruppe des Zuckers (Zhou et Siegelbaum 2007). Die Bedeutung dieser Stelle
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zeigen Modifikationen, die es ermoglichen, die Proteinkinasen nicht zu aktivieren, aber
als selektiver EPAC-Aktivator zu fungieren (Enserink et al. 2002, Christensen et al.
2003, Dao et al. 2006, Poppe et al. 2008). Auch am CNG- und HCN-Kanal flhren
Substitutionen zu Affinitatsverlust (Strassmaier et Karpen 2007, Zhou et Siegelbaum
2007, Moller et al. 2014).

2.2.3 Modifikationen mit Fluorophoren

Unter Zuhilfenahme von Fluorophoren werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide ein
immer wichtigeres Hilfsmittel fur die Forschung (Cremo 2003), um die zahlreichen
Aufgaben der zyklischen Nukleotide zu beobachten. Jedoch gibt es bisher nur wenige
Studien mit derart markierten Nukleotiden. Zu Beginn der Forschungen mit zyklischen
Nukleotiden waren die Purin-Ringe noch in die Farbstoffe implementiert. Beispiele
dafir sind das 1-N6-etheno-cAMP (Builder et al. 1980), 1-NS-etheno-2-aza-cAMP
(Tsou et al. 1974) oder das zyklische Phosphat des 2-aminopurin-Ribosids (Scott et
Tanaka 1995). Jedoch haben diese Ligandenmodulationen Nachteile in der Bindungs-
affinitat und wurden die Aktivierung der Zielproteine wesentlich beeinflussen. Zudem
sind weitere Eigenschaften wie die Membranpermeabilitat und die Stabilitat gegenlber
dem Einfluss von PDEn verringert. Damit einhergehend haben diese modifizierten
Farbstoffe ebenfalls schlechte spektraloptische Eigenschaften, sodass die Anregung
bereits durch UV-Strahlung erfolgen muss und die daraus resultierenden kurzen
Emissionswellenlangen durch Autofluoreszenz von Zellbestandteilen beeinflusst
werden oder durch die hohe Energie selbst destruktiv auf die intakten Zellen wirken.
Daraufhin wurden weitere Modifikationen aullerhalb des Purinringes angestrebt.
Anthraniloyl- (Alfonso et al. 1995) oder Methyl-anthraniloyl-markierte cAMP (MANT-
cAMP) (Hiratsuka 1982) dienen als fluoreszierende Sonden an dem Ribose-Ring und
werden aktiviert durch Spaltung mittels PDE. Aufgrund fehlender PKA-Aktvierung
wurden Veranderungen an der Adenosinbase in Position 6 (Moll et al. 2006) und
Position 8 (Kraemer et al. 2001) vorgenommen (Membrangéangigkeit und PDE-
Stabilitat erhoht). Jedoch auch hier sind die Spektraleigenschaften noch nachteilig und
fur die Anwendung in der Zelle ungeeignet. Ahnliches gilt bei der Verwendung von
NBD als Farbstoff (8- [2- [(7- Nitro- 4- benzofurazanyl)amino]ethyl]thio) adenosine- 3',
5'- cyclic monophosphate; 8-NBD-cAMP) (Hiratsuka 1982, Kraemer et al. 2001, Wu et
al. 2011, Chen et al. 2012). Zur Beobachtung des Nukleotides an diesen Zielproteinen
wurden weitere Veranderungen vorangetrieben und mit den Eigenschaften von
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moderneren Farbstoffen versehen, welche Uber eine Verbindungskette (Linker) mit
dem Nukleotid verbunden sind. Beispielhaft sind zu nennen Fluorescein und
Rhodamine an Position 8 (Caretta et al. 1985, Tanaka et al. 1989, Mucignat-Caretta
et Caretta 1997, Schwede et al. 2000, Lolicato et al. 2011) sowie Pharos-575 (Moll et
al. 2008). Daraufhin wurden mit DY547 gekoppelte fluoreszierende Liganden (siehe
Abb. 1) fur lonenkanale genutzt (Biskup et al. 2007, Kusch et al. 2010, Nache et al.
2013, Nache et al. 2016), welche ein ahnliches Verhalten wie die nativen Nukleotide
aufzeigen.

Eine andere Entwicklung waren sogenannte ,caged nucleotides®. Dabei wurden
Nukleotide mit zum Beispiel DEACM oder den Esterverbindungen von [6,7-
bis(carboxymethoxy) coumarin-4-yljmethyl (BCMCMcGMP) oder [7-
bis(carboxymethylamino)coumarin-4-yljmethyl (BCMACMcGMP) substituiert und
durch gezielte Belichtung von dieser Gruppe befreit, sodass das Nukleotid anhand
seiner nativen Eigenschaften ohne Modifikation wirken kann (Hagen et al. 2001,
Hagen et al. 2005, Nache et al. 2005). Damit konnte ein sehr schneller
Konzentrationssprung des cNMP am lonenkanal erreicht werden und die

Aktivierungskinetik bestimmt werden.

2.3 Protein-Ligand-Wechselwirkung

Paul Ehrlich (1913) schrieb in seiner Publikation im Lancet: ,Corpora non agunt nisi
fixata“, (Kérper/Liganden kénnen nicht wirken, wenn sie nicht gebunden sind), was als
erste Bedingung einer erfolgreichen Aktivierung eines Proteins steht. Dazu kommt die
Beobachtung Emil Fischers (1894), dass Rezeptor und Ligand ,wie Schloss und
Schlussel” groRe sterische Komplementaritat aufweisen mussen (Schlussel-Schloss-
Prinzip). Weitere Beobachtungen von Koshland (1958) an Enzymen flhrten zur
.induced fit“Theorie. Bei dieser Theorie sind beide Interaktionspartner kein starres
Gerust, sondern passen sich in ihrer Konformation einander an. Angewandt auf den
CNG-Kanal veroffentlichten Peuker und Kollegen (2013) erste Daten.

Ubertragen auf liganden-gesteuerte lonenkanale; damit ein Ligand an der Bindestelle
bindet, muss dieser ahnliche hydrophile/hydrophobe Oberflacheneigenschaften, wie
in der Bindestelle vorherrschen, aufweisen. Die freigesetzte Energie fuhrt danach zur
Konformationsénderung der Bindetasche. Diese Ubertragung der Information muss
dann innerhalb des lonenkanals zur Pore weitergeleitet werden. Die genauen

Mechanismen sind je nach Kanaltyp unterschiedlich stark aufgeklart. Jedoch sind
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Ligandenbindung und Gating (Offnen und SchlieBen des Kanals) eng voneinander
abhangig und beeinflussen sich gegenseitig (Colquhoun 1998, Colquhoun 2006).
Vereinfacht angenommen setzt sich eine Protein-Ligandenbindung aus einem
Komplex zweier Partner zusammen. Anhand dieser Arbeit, bezogen auf das Beispiel
eines Proteins (lonenkanal — A) und eines kleinen Liganden (zyklisches Nukleotid —
B), befinden sich die beiden Edukte mit dem relativ stabilen Komplex (AB) in einer
Gleichgewichtslage:
Khin
A+B 2 AB

riick

Eine Erweiterung mit einer Aktivierung dieses Komplexes ([AB]*) stellt der del Castillo-
Katz Mechanismus (Castillo and Katz 1957) dar:

A+B 2 AB 2 [AB]* (del Castillo-Katz Mechanismus)

Bei diesem Zwei-Zustandsmodell kann die Bindung, welche sowohl von Agonist als
auch Antagonist vollzogen werden kann, durch Konformationsanderung innerhalb des
Proteins mit besetzter Bindestelle in einen aktivierten Zustand [AB]* Uberflhrt werden
(Colquhoun 1998). Solch eine Aktivierung erfolgt jedoch nur durch einen (Partial-)
Agonisten, nicht durch Antagonisten.

Die Dissoziationskonstante (Kp) abgeleitet fir die scheinbare Affinitat:

Kok [A]*[B]

Ko = JAB]

(M; mol/L) Massenwirkungsgesetz

Somit Iasst sich die Dissoziationskonstante aus dem Massenwirkungsgesetz der
Reaktion herleiten und ist ein Mal} fur die Starke der Interaktion von Ligand und Protein
oder gleichsam als Kehrwert der Affinitat zu betrachten. Je kleinere Werte Ko annimmt,
desto starker ist die Bindung und somit die Affinitat des Liganden zum Protein. Daraus
lasst sich mit Hilfe der Gibbs-Helmholtz-Gleichung die freie Bindungsenthalpie/Gibbs
Energie (AG) ableiten.

AG = RTInKp (Gibbs-Helmholtz-Gleichung)

R — Gaskonstante
T — Temperatur [K]
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2.3.1 Ligandenbindung

Im Jahre 2003 konnten durch Rontgenkristallstrukturen der isolierten Bindungsstelle
des HCN2-Kanals der Maus erste Erkenntnisse uber solche Bindungen von zyklischen
Nukleotiden an lonenkanale gewonnen werden (Zagotta et al. 2003). Die Strukturen
enthielten einen Teil des C-Terminus mit C-Linker und CNBD sowie jeweils die beiden
Nukleotide in gebundener Form. Darauf aufbauend wurden weitere Réntgenkristall-
strukturen mit ahnlichen Grofden, aber verschiedenen Spezies, wie human (Lolicato et
al. 2011), MiloK1 (Clayton et al. 2004) und SplIH (Flynn et al. 2007) oder weitere Unter-
einheiten wie HCN1 und HCN4 (Moller et al. 2014) aufgelést. Zudem wurden auf-
geldste Strukturen verschiedener gebundener Liganden (Ng et al. 2016) oder sogar
einer ungebundenen Struktur, die sogenannte apo-Form, publiziert (Taraska et al.
2009, Goldschen-Ohm et al. 2016). Weitere Strukturaufklarungen brachten wie bereits
erwahnt die Messungen mit Cryo-EM am humanen HCN1-Kanal (Lee et MacKinnon
2017) und am TAX4-Kanal des Fadenwurms C.elegans (Li et al. 2017).

Da die Struktur der CNBD und die Interaktionen fir alle beschriebenen CNBD-Kanale
sehr ahnlich sind, wird der Bindungsmechanismus hier am ersten beschriebenen
Beispiel des mHCN2-Kanals nach Zagotta (2003) erlautert und die entsprechenden
Aminosauren des CNG-Kanals in Klammern aufgefuhrt. Mit Hilfe des Alignments
(Abb. 6) sind die interagierenden Aminosauren in beiden lonenkanalen gekenn-
zeichnet. Zudem ist davon auszugehen, dass alle Proteine mit einer CNBD ahnliche
Prozesse zeigen, wie nachfolgend spezifiziert. Die CNBD ist eine sehr konservierte
Domane aus A- bis C-Helices und acht B-Faltblattern, welche eine sogenannte
Phosphatbindungskassette beinhalten (P-Helix). Damit der Ligand bindet, muss das
zyklische Nukleotid zu einer Aushohlung in den B-Faltblattern bis an die P-Helix
gelangen, um dort die wichtigsten Interaktionen einzugehen. Hierbei kommt es zu
einer direkten polaren Bindung (Salzbricke) der negativ geladenen Phosphatgruppe
des zyklischen Nukleotids mit der positiven Seitenkette des Arginins 591 (R538). Diese
Aminosaure ist eine der am starksten konservierten Bestandteile der CNBD und
Mutationen zeigen erhebliche Affinitatsverluste in allen Kanalen (Tibbs et al. 1998,
Wainger et al. 2001, Ulens et Siegelbaum 2003, Clayton et al. 2004). Des Weiteren ist
die Phosphatgruppe durch drei Wasserstoffbricken zum C584 (S525) und zwei Mal
zum T592 (T539) stabilisiert. Die Hydroxylgruppe des Zuckers in 2‘-Position ist Gber
eine Wasserstoffbriicke mit dem Amid des Glycin 581—Rickgrates (E523) fixiert. Somit
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sind die Phosphat- und die Zuckergruppe am Protein verankert und die F'-Helix sowie
C-Helix bekommen eine starkere helikale Struktur, sodass diese nicht mehr in ihrer
flexiblen Konformation vorliegen. Dies ist auch der Grund, weshalb Veranderungen an
diesen Struktureinheiten des Nukleotids mit einem Affinitatsverlust einhergehen
(KAPITEL 2.2.2 MODIFIKATIONEN AN DEN SAUERSTOFFATOMEN DES PHOSPHATES UND DER
RiBOSE). Des Weiteren legt sich die C-Helix wie ein Augenlid Uber die Bindetasche
(Rehmann et al. 2007, Taraska et al. 2009, Puljung et Zagotta 2013). Dies fuhrt zu
weiteren Interaktionen, besonders mit dem Purin-Ring, welche ursachlich fur die
Ligandenselektivitat sind. Weiter beschrieben sind das Arginin 635, Isoleucin 636 und
Lysin 638 (Flynn et al. 2007, Zhou et Siegelbaum 2007) zur Erhéhung der Selektivitat
fur cAMP und weniger fur cGMP (K582, E583, L585). Hydrophobe Wechselwirkung
zwischen Purinring und den Aminosauren 1636, V564, M572 und L574 (E583, V502,
A513, L515) treten auf. Das Amin (N2) des cGMP ist ein Wasserstoffdonor zum
Sauerstoff des Threonin 592 (T539). Bei der TAX4-Kanalstruktur mittels Cryo-EM zeigt
das Lysin (K619 TAX4-Kanal) in der C-Helix eine weitere Wasserstoffbriickenbindung
mit dem Sauerstoff an Position 6. Die Hintergrinde fur die Selektivitat sind aber noch
wenig verstanden. Jedoch sind fur die Ligandensensitivitdt weitere van-der-Waals-
Wechselwirkungen zwischen cNMP und der C-Helix wichtig, um gleichfalls eine
stérungsfreie Kanalfunktion zu gewahrleisten (Varnum et al. 1995, Tibbs et al. 1998,
Matulef et al. 1999, Wainger et al. 2001). Zudem wurden unterschiedliche Bindemodi
der Liganden in der CNBD festgestellt (Zagotta et al. 2003). Das cAMP bindet in der
anti-Konfiguration, das cGMP in der syn-Konfiguration (Vgl. KAPITEL 2.2).

Ein Vergleich der RMSD-Werte von ungebundener und gebundener Form zeigt eine
sehr geringe strukturelle Abweichung von 0,9 A des HCN2-Kanals (Schiinke et Stoldt
2013). Der RMSD-Wert beschreibt in diesem Fall ein Mal® zur Beschreibung der

Ahnlichkeiten von Proteinen zueinander.
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Abbildung 6. Alignment der verwendeten Untereinheiten. Die Untereinheiten CNGA2
(Q00195), A4 (Q64359), B1b (055157) jeweils von der Ratte und HCN2 von der Maus
(088703). Sequenzausschnitt auf C-Linker (A'-F'-Helix) und CNBD (A-C-Helix) begrenzt.
Bindungsrelevante Aminosauren aus KAPITEL 5.6 Ubernommen.

2.3.2. lonenkanalaktivierung

Die Bindung eines Liganden an einen lonenkanal hat nicht immer eine Kanal6ffnung
zur Folge, sodass nach der Bindung der cNMP an die CNBD ein Transfer dieser
Information hin zur Pore erfolgen muss. Bei Bindung von Agonisten wird die Offen-
wahrscheinlichkeit des lonenkanals erhoht und es kommt zur Aktivierung. Basierend
auf Strukturen von Offen- und Geschlossen-Zustanden von ahnlichen lonenkanalen
oder durch Daten die anhand von Mutationsstudien ermittelt wurden, Iasst sich ein
Modell der strukturellen Veranderungen bei Aktivierung skizzieren (Goulding et al.
1994, Gordon et Zagotta 1995, Zagotta et al. 2003, Flynn et al. 2007, Taraska et
Zagotta 2007, Zhou et Siegelbaum 2007, Li et al. 2017, Mazzolini et al. 2018).

Die Aktivierung wird hauptsachlich durch eine koordinierte Bewegungsabfolge dreier
Strukturelemente, der CNBD, des C-Linkers und des Gates vermittelt. Die Bindung
eines Agonisten fuhrt zu einer Konformationsanderung in der CNBD. Folgend der
Rotation des gesamten C-Terminus bewegt sich der C-Linker, als allosterische
Verbindung zwischen CNBD und Kanalgate, teilweise hinauf zur Membran. Das
verengte Kanalgate befindet sich anfanglich im geschlossenen Zustand, vermutlich
vorgegeben durch den C-Linker. Durch die vorangegangenen Bewegungen nach
Ligandenbindung wird das Gate aus den A'‘B’C’D‘-Helices aufgelockert und andert
seine Konformation, woraufhin das S6-Segment als Teil der Pore verschoben und die
lonenpermeation ermdglicht wird. Das Offnen aller vier Untereinheiten muss man sich

ahnlich der Irisblende einer Photokamera vorstellen (Marchesi et al. 2018).
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2.3.3 Modell der Aktivierung am CNGA2-Kanal

Der CNG-Kanal wird ausschliel3lich durch Ligandenbindung aktiviert. Durch das
Fehlen der Aktivierung uberlagernder Prozesse, wie Inaktivierung oder der Mangel an
Desensitisierung nach cNMP-Bindung, wurde besonders der homotetramere CNGA2-
Kanal als Modell fir allosterische Konformationsanderungen genutzt. Anhand dieser
Eigenschaften und der Verfligbarkeit von Offenwahrscheinlichkeitsdaten wird der
homotetramere CNGA2-Kanal haufig als Prazedenzkanal in der Biophysik verwendet,
um die Kooperativitat der Untereinheiten ligandenaktivierter lonenkanale zu be-
stimmen (Li et Lester 1999, Biskup et al. 2007). Fur die CNG-Kanale wurden bereits
viele Modelle einer mdglichen kooperativen Bindung der Liganden postuliert (Kaupp et
Seifert 2002, Nache et al. 2005, Craven et Zagotta 2006). Unter anderem konnten aber
das Sequenzmodell (Karpen et al. 1988) und das Symmetriemodell (Monod-Wyman-
Changeux Modell; MWC-Modell) durch eine unzureichende Unterstlitzung durch
experimentelle Daten ausgeschlossen werden (Ruiz et Karpen 1997, Tibbs et al.
1997). Dies fuhrte zu einem Modell in dem zwei Untereinheiten als funktionelle Unter-
einheit fungieren (Coupled-Dimer-Modell; Liu et al. 1998). Um jedoch die Erkenntnisse
der Daten aus parallel gemessenen Bindungs- und Aktivierungsexperimenten in einem
Modell zu beschreiben, wurde das C4L-Modell entwickelt, welches den kooperativen
Schaltmechanismus (Gating) des CNGA2-Kanals am besten (Biskup et al. 2007)
beschreibt. Dabei sind die einzelnen Ligandenbindungsschritte nicht identisch und der
Ligandierungsgrad kann nur im geschlossenen Zustand geandert werden.
Charakteristisch bei diesen Experimenten waren die sich kreuzenden Aktivierungs-
und Bindungsgraphen im geringen Konzentrationsbereich. Somit wurde erkennbar,
dass bei einer geringen Konzentration der Ligand bindet, aber noch keine Aktivierung
erfolgt. Erst bei héheren Konzentrationen ist der Ligandierungsgrad ausreichend fur
eine lonenkanal6ffnung, aber es ist keine vollstandige Bindung an allen vier
Untereinheiten noétig. Dadurch hat der Gleichgewichts-Aktivierungsgraph einen
steileren Verlauf und kreuzt den Gleichgewichts-Bindungsgraphen bei BCas-
Konzentration (=1 uM). Dabei verursacht die erste Ligandenbindung bereits eine
kleine, aber gering detektierbare lonenkanalaktivierung und eine Offenwahrscheinlich-
keit von 4%. Die zweite bewirkt den Grof3teil der lonenkanaldffnung. Jedoch unterliegt
der zweite Bindungsschritt einer negativen Kooperativitat. Somit ist dieser Zustand
sehr instabil und kritisch, sodass durch die Bindung eines dritten oder vierten Liganden
der Offenzustand weiter stabilisiert bzw. vom zweiten diffizilen Bindungsschritt
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separiert wird (Abb. 7). Ein ahnliches Modell (C3L) kann ebenfalls auf den
heterotetrameren CNGA2:A4:B1b-Kanal Ubertragen werden (Nache et al. 2005). Eine
Modellbeschreibung des Gatingmechanismus fir den HCN2-Kanal mit cAMP-Bindung
erfolgte ebenfalls durch ein Markov-Modell mit vier Bindungsschritten, welches aber
vom Modell des olfaktorischen CNG-Kanals abweicht (Kusch et al. 2011).

Gy G, Gs G, Gs  Abbildung 7. C4L-Modell. Vierecke (Gx)
stellen geschlossene Zustdande und Kreise
(Ox) offene lonenkanalzustande dar. L ist der

KAl KAZ KA3 KAA
] . [ . i . Ligand und ausgeflillte Formen symbolisieren
nahdushd nk g mk

5 7 die Bindung. Kax ist die Assoziations-

. . . . . konstante und Uy ist der Offen-/ Geschlossen-
No No. o o Mo Ubergang nach der Ligandenbindung. Die
L 1@ o0 @@ Stirke der Pfeile gibt die Wahrscheinlichkeit
| ]@) | 1@ @® er Ubergiange der Zustande an und die
1@ Farbung der Symbole zeigt auf welcher Seite
(O. das Gleichgewicht liegt (schwarz
o, 0, o, Vorherrschend). Modifiziert nach Biskup et

0] (@)
! 2 al., 2007.

2.4 Farbstoffe

Zur Beschreibung des Bindungsprozesses ist es moglich, fluoreszierende Agonisten
zu verwenden. Fur diese Fluoreszenzmessungen wird ein Farbstoff bendtigt, der an
die Bedingungen des Experimentes angepasst ist und die Interaktion zwischen Protein
und Ligand nicht negativ beeinflusst. Die Eigenschaft eines fluoreszierenden Farb-
stoffes ist es, ein Photon (entsprechender Wellenlange/Energie E=h*v) durch das
konjugierte Elektronensystem zu absorbieren, um in ein energetisch héheres Orbital
zu gelangen (Sn-Zustand) (siehe Jablonski-Termschema; Abb. 8). Dabei muss das
Photon die Energiedifferenz Uberwinden, welche zwischen dem So-Grundzustand und
dem nachst héherem, angeregtem Zustand (S1) besteht. Bei hoherer Energie kdnnen
dementsprechend auch héhere Zustande erreicht werden (S2, Ss etc.), jedoch kann
dies auch zum Bruch von Bindungen fuhren und die Moleklstruktur ist zerstort.

Diese Energieniveaus sind instabil, sodass das Molekul nach wenigen Pico- bis
Mikrosekunden in unterschiedlichen Mdoglichkeiten auf seinen Grundzustand (So-
Grundzustand) relaxiert. Gibt der Farbstoff bei diesem Prozess wieder ein Photon von
geringerer Energie (hdhere Wellenlange — bathmochrome Verschiebung) ab, welches
durch sensitive Detektoren erkannt wird, spricht man von Fluoreszenz. Durch diese
sogenannte Stokes-Verschiebung (Stokes Shift) gibt es Unterschiede in Anregungs-
und Emissionswellenlangen. Weitere charakteristische Parameter von Farbstoffen
neben den Maxima von Absorption und Emission sind der Extinktionskoeffizient (€) als
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Mal fur die Absorption auftreffendes Lichtes (Lakowicz 2006) sowie die Fluoreszenz-
quantenausbeute (®r). Diese GroRe gibt die Effizienz des Farbstoffes an und bildet
sich aus der Relation der emittierten zu den absorbierten Photonen eines einzelnen
fluoreszierenden Molekils und ist < 1. Hierbei spielt die Fluoreszenzlebensdauer eine

entscheidende Rolle.

Abbildung 8. Fluoreszenzeigen-

A B Stokes Verschiebung schaften des Cy3-Farbstoffes.
E— 1 Y A) Jablonski-Termschema. Grund-
&\ Relaxation zustand (So), angeregter Zustand
081 (S+1) mit dem Schwingungsniveau O,
1, 2. Anregung durch Aufnahme
eines Photons mit der Energie E
044 (E=hv). Abgabe eines Photons mit
Y e geringer Energie. Vereinfachte
hve, v A 02 1 Darstellung, zudem wurde der
\ v Triplettzustand vernachlassigt. B)
s, o o o B Absorptions-  (schwarz) ~ und
Absorption Fluoreszenz Wellenlinge (nm) FIuoreszenZSpektrum (gl’un) nach

Stokes-Verschiebung.
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2.4.1 Molekulstruktur eines Fluorophores

Ein Fluorophor ist ein Molekul, welches aufgrund des strukturellen Aufbaus in der Lage
ist, absorbiertes Licht in Form von Fluoreszenz zu emittieren. Fur die Absorption muss
das fluoreszierende Molekil Uber ein gro3es durchkonjugiertes Doppelbindungssys-
tem verfugen. Dadurch entsteht ein chromophores n-Elektronensystem, welches in der
Lage ist, Energie aufzunehmen und zu verteilen. Durch die rigiden, aromatischen
Kohlenwasserstoffstrukturen kann das Molekll Photonen aussenden und fluores-
zieren. Mit zunehmender Konjugation des =n-Systems nahern sich das hdéchste
besetzte (HOMO) und das niedrigste unbesetzte Molekulorbital (LUMO) energetisch
immer weiter an (Frank-Condon-Prinzip). Die bendtigte Energie nimmt dadurch ab,
sodass sich Absorptions- und Emissionsmaxima bathmochrom verschieben (Kanaoka
1977). Moderne Farbstoffe beinhalten zumeist eine oder mehrere positive oder
negative Ladungen als Substituenten, um zum einen die Loslichkeit zu verbessern,
zum anderen einen Zieh- oder Druck- Mechanismen auf das Chromophor auszuiuben
und somit das Elektronensystem zu vergréRern bzw. die Umgebungsempfindlichkeit
zu minimieren. Dadurch kénnen Farbstoffe mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima
generiert werden und zeitgleich mehrere Farbstoffe in einer Probe detektiert werden.

Dazu kommt, dass die Stellung dieser Substituenten am Aromaten entscheidend ist.
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Die Para- und Ortho-Substituenten erhohen die Fluoreszenz, wahrend Meta-
Substituenten selbige verringern (Kanaoka 1977).

Fur die Markierung von Molektlen braucht ein Farbstoff zusatzlich zum Fluorophor
eine koppelbare Gruppe, meist eine aktivierte Carbonsaure als NHS-Ester oder
Maleimid. Ferner bendtigt der Ligand eine Thiolgruppe oder ein aliphatisches Amin,
um mit diesen funktionellen Gruppen eine kovalente Bindung einzugehen. Dabei kann
es von grofRer Wichtigkeit sein, dass Ligand und Fluorophor nicht direkt miteinander
verbunden, sondern mit einem ,Abstandshalter” (Linker) voneinander getrennt sind.
Somit kann der Ligand seine nativen Eigenschaften beibehalten und trotzdem markiert
bleiben. Dabei spielt die Auswahl des richtigen Linkers eine entscheidende Rolle. Es
mussen Lange, Flexibilitat, Loslichkeit, Ladung und weitere Aspekte beachtet werden.
Zu kurze Linker kdonnten Funktionen des Proteins beeinflussen oder es kann zum
Quenchen zwischen Ligand und Farbstoff kommen. Zu lange Linkerketten kdnnten
den Farbstoff mit anderen Bereichen im Protein oder Biomembran interagieren lassen
und so die spektralen Eigenschaften wie Intensitat, Spektrum, Lebensdauer oder Pola-
risation verandern. Zusatzlich konnte die GrolRe des Linkers die Diffusionsge-
schwindigkeit verringern. Jedoch kann die Flexibilitdt durch groRere Linker ein
wichtiger Faktor sein, damit der Ligand die meist verborgenen Bindetaschen der
Proteine erreicht und der Farbstoff weit aus der funktionellen Einheit herausragt.
Zudem kann die Beweglichkeit einen wesentlichen Einfluss auf die Entropie haben und

sich somit positiv auf die Affinitat auswirken (KAPITEL 6.2 OPTIMIERUNG DES LINKERS).

2.4.2 Fluorophorgruppen

2.4.2.1 Cyanin-Farbstoffe
Das Chromophor der Cyanine (Abb. 9A) besteht strukturell aus einer tertiaren Amino-

gruppe (Auxochrom) und einer quartaren Ammoniumgruppe (A" und A), die Uber eine
Polymethinkette miteinander verknlpft sind. Je langer diese Kette ist, desto starker
verschiebt sich das Absorptionsmaximum bathmochrom (Mujumdar et al. 1993). Durch
cis-trans-lsomerisierung ist die Quantenausbeute (®r) von Cy3 eher gering 0,04-0,09
(Cooper et al. 2004). Dies kann aber durch Fixierung, wie bei Cy3B auf ®F = 0,67
verbessert werden (Cooper et al. 2004). Wichtige Vertreter dieser Gruppe sind Cy3,
Cy3B, DY547, DY547P1, Cy3Me.
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2.4.2.2 Xanthen-Farbstoffe
Die Farbstoffklasse der Xanthene besteht aus zwei weiteren groRen Farbstoffklassen,

den Rhodaminen (Abb. 9B) und Fluoresceinen (Abb. 9C). Sie beinhalten drei planar-
konjugierte Aromaten (Xanthen) und an Position 9 einen Benzoesaurerest. An Position
3 und 6 befinden sich entweder die Amino- (Rhodamin) oder Hydroxylgruppen
(Fluorescein). Dadurch besitzen die Rhodamin-Derivate eine héhere pH-Stabilitat als
ihre Fluorescein-Analoga und sind in Bezug auf Photostabilitdt und Bleichen den
Fluoresceinen Uberlegen. Weitere Modifikationen sind an den funktionellen Gruppen
sowie direkt an den Aromaten moglich und verandern entsprechend der Substituenten
die Eigenschaften des Fluorophors. Als Beispiel werden oft Sulfonsauregruppen fur
eine verbesserte Loslichkeit verwendet. Diese Farbstoffgruppe besitzt haufig hohe Flu-
oreszenzausbeuten z.B. Fluorescein ®r = 0,95 oder Rhodamine 101 ®F = 1 (Lakowicz
2006). Wichtige Vertreter sind die Rhodamine Tetramethylrhodamin (TMR) und

DY557, sowie die Fluoresceine Eosin und Fluorescein.

2.4.2.3 Rylen-Farbstoffe
Strukturell besteht diese Farbstoffgruppe aus einer homologen Reihe aus in peri-

Position kondensierten Naphtalineinheiten (poly peri-Naphtalin). Der wichtigste
Vertreter, das Perylen, besteht aus der niedrigsten Homologie (n=1). Dieser ist
zugleich einer mit der hochsten Quantenausbeute (®r) bei 0,9 (Rademacher et al.
1982) und zeigt Spektren mit charakteristischen Teilbanden. Aufgrund ihres
hydrophoben Kernes missen zur Ld&slichkeitsverbesserung polare Gruppen
hinzugefligt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde das Perylen-3,4:9,10-
tetracarboxydiimide (PDI) verwendet. Hierbei wird zusatzlich ein zyklisches Imid an
den Stellen 3, 4 und 9, 10 eingebaut (Abb. 9D), welches zu den Vorteilen dieser
Gruppe fuhrt, wie die hohe Temperatur- und Saurebestandigkeit sowie die hohe Photo-
stabilitat (Rademacher et al. 1982, Sun et al. 2016). Weitere Vertreter dieser Gruppe

sind Terylene und Quaterrylen.

Auf weitere Farbstoffe aus den Gruppen Bodipy, Nitro-, Oxazin-, Azo-, Indigo- und
Anthrachinonfarbstoffe soll in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen werden. Diese
Farbstoffklassen stellten anhand ihrer strukturellen oder photophysikalischen Eigen-

schaften keine geeigneten Alternativen dar.
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Abbildung 9. Strukturen der Farbstoffgruppen. R kennzeichnet Substituenten
verschiedener Arten. A) Allgemeine Struktur von Cyanin-Farbstoffen. B+C) Struktur von
Rhodamin- und Fluorescein-Farbstoffen, blau markiert die Xanthenstruktur. D) Allgemeine

Struktur der Rylen-Farbstoffe, grin markiert die Naphtalinstruktur Bei n=1 erhalt man
Perylene, n=2 Terrylene und n=3 Quaterrylene.
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2.4.3 Kriterien eines geeigneten Farbstoffes

Bei der Auswahl eines optimalen Farbstoffes missen verschiedene Aspekte beachtet
werden. Dabei kommt es auch auf die Bedingungen des Experimentes an, zum
Beispiel gibt es die Option von membrangangigen Farbstoffen, die bei der Patch-
Clamp-Technik nicht geeignet waren, da diese in der Membran partitionieren und den
Patch destabilisieren. Des Weiteren gibt es Farbstoffe, die bei bestimmten pH-
Einflussen unterschiedliche Eigenschaften aufweisen. Der Farbstoff sollte photostabil
sein (geringes Bleichen), eine grolke Stokes-Verschiebung besitzen, zudem
Emissionsspektren weit entfernt von Autofluoreszenzen der Zellstrukturen, sowie
scharfe Banden in den Spektren aufweisen, um Crosstalk und direkte Anregung mit
einem zweiten Farbstoff (Referenzfarbstoff) zu minimieren. Weitere Faktoren fir ein
Fluorophor zur Nutzung bei Einzelmolekulexperimenten ist ein hoher Extinktions-
koeffizient und eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute mit kurzer Fluoreszenzlebens-
dauer. Unabhangigkeit von Temperatur und pH-Wert, aber gut I0slich in wassrigen
Pufferlosungen zu sein und funktionelle Gruppen zur Kopplung an den Liganden auf-
zuweisen und keinen negativen Einfluss auf die Aktivitat des Liganden zu haben, sind

optimale zusatzliche Eigenschaften.
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3. Zielstellung

Die zyklischen Nukleotide nehmen eine Schlusselrolle in zellularen Prozessen ein und
regulieren biochemische Ablaufe. Dabei bilden lonenkanale wichtige Zielproteine, um
eine Wirkung auszulésen. Umso bedeutender ist es, mehr Uber die Funktionen von
cNMP auf zyklisch-Nukleotid aktivierte lonenkanale zu erfahren und Rlckschllsse auf
die lonenkanalfunktion nach Ligandenbindung zu erhalten. Das Hauptziel dieser Arbeit
ist die Optimierung eines zyklischen Nukleotides mit gekoppeltem Farbstoff, um fur
Einzelmolekulmessungen ein geeignetes Werkzeug zu generieren und Moglichkeiten
der Liganden-Rezeptor-Interaktion darzustellen. Daruber hinaus sollte ein
fluoreszierender Ligand entwickelt werden, welcher auf cAMP-Struktur basierend im
unteren mikromolaren Konzentrationsbereich den CNGA2-Kanal aktiviert, um so die
Qualitat der Messungen und weitere Einzelheiten der lonenkanaleigenschaften mittels
cPCF durchzufuhren.

Aufgrund von Beobachtungen in der Arbeitsgruppe Benndorf, dass ein langerer Linker
8-[DY547]-AHT-cAMP im Vergleich zu einem kurzeren Linker 8-[DY547]-AET-cAMP
hohere Affinitaten aufweist (Nache et al. 2016), sollte diese These naher betrachtet
werden und systematisch Verbesserungen am fluoreszierenden Liganden
vorgenommen werden. Daflr sollten mittels molekularer Modellierung und
passgenauer Synthesen, vollagonistische Liganden elektrophysiologisch getestet
werden. Dies fuhrt zu einer Fille von neuen Substanzen und vielen Experimenten, um
den affinsten Liganden zu finden. Zur Modulation des Liganden kommen besonders
drei Struktureinheiten in Frage. Zum einen kann das zyklische Nukleotid modifiziert
sowie die Substitutionsstelle des Linkers optimiert werden. Zum anderen besitzt der
Linker eine bedeutende Aufgabe bei fluoreszierenden Liganden, die ausflhrlich
gepruft werden sollte, denn der Linker stellt das Bindeglied zwischen dem kleinen
endogenen Liganden und dem grof3en Farbstoff dar. Somit ist er wichtiger Bestandteil,
um negative Beeinflussungen des Farbstoffes auf die Bindung am lonenkanal oder
unspezifische Bindungen an Membranen zu minimieren. Als drittes sollte auch ein
stabiler Farbstoff mit verbesserten spektraloptischen Eigenschaften gefunden werden.
Zur Charakterisierung solch neuer Liganden sollten die bekannten Methoden flr
lonenkanalexperimente angewendet und die Liganden immer weiterentwickelt
werden. Als Expressionssystem dienten die Oozyten des Krallenfrosches, welche die
homo- und heterotetrameren CNGA2-Kanale nach Injektion der cRNA in grolder
Menge exprimierten. Sowohl die Patch-Clamp-Technik als auch die konfokale
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Patch-Clamp-Fluorometrie (cPCF) wurden angewendet. Die erhobenen Daten wurden
systematisch mit den Daten von endogenen Liganden verglichen.

Mit der Moglichkeit von Einzelmolekulmessungen von Liganden steigt der Anspruch
an den Linker und den Farbstoff. Die bisher verwendeten fluoreszierenden zyklischen
Nukleotide sind anhand ihrer Affinitaten und optischen Eigenschaften nicht optimal.
Zudem ist das fcGMP und fcAMP der Firma Biolog LSI GmbH und Co KG (Bremen)
kommerziell nicht mehr erhaltlich und bedlrfen eines Ersatzes. Umso wichtiger fur die
Einzelmolekultechnik ist eine chemische Verbindung, die bereits im nanomolaren
Konzentrationsbereich eine Aktivitat zeigt und eine verbesserte Helligkeit des
Farbstoffes aufweist, bei gleichbleibenden kanalaktivierenden und spektraloptischen
Merkmalen der Einzelbestandteile eines solchen fluoreszierenden Liganden. Damit
kann das Signal-Rausch-Verhaltnis deutlich erhoht werden, um eindeutigere
Ergebnisse zu liefern.

Bisher sind viele Modelle Uber die Bindung von Liganden und Aktivierung der Proteine
nur Uber makroskopische Experimente erstellt. Um prazisere Vorhersagen uber
individuelle Bindungsereignisse und daraus resultierende Aktivierungsprozesse zu
generieren, bedarf es eines optimalen fluoreszierenden Liganden. Bei der
Untersuchung von dieser grolden Anzahl an neuen chemisch-synthetisierten Liganden
sollten die Eigenschaften des Kanals erhalten bleiben und die komplexen

Mechanismen des Kanalgatings naher aufgeklart werden.
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4. Methodik
4.1 Losungen

Die Ligandenkonzentrationen in den verwendeten Losungen wurde mittels NanoDrop
2000c Spectrophotometer® (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware USA)
anhand der Absorptionsmaxima bestimmt. Die verwendeten Extinktionskoeffizienten
der Substanzen wurden je Nukleotid (CAMP: 14.500 bzw. cGMP: 13.500 L-mol~"-cm™")
einheitlich oder bei den fluoreszierenden Liganden und kommerziellen Substanzen
nach Herstellerangaben verwendet. Viele der Nukleotide konnten kommerziell bei der
Firma Biolog (Bremen, Dtl.) bezogen werden. Die Farbstoffe stammten von Dyomics
(Jena, Dtl.), Lumiprobe (Hannover, Dtl.), GE Healthcare (Freiburg, Dtl.) und Prof. Dr.

K. Peneva (Institut fur Organische und Makromolekulare Chemie, FSU Jena, Dtl.)

Tabelle 1. Lésungen mit Mengenangaben der enthaltenen Stoffe.

(in mM) 84 NaCl, 1 KClI, 2,4 NaHCO3, 0,82 MgSO., 0,41 CaCl,, 0,33
Barth-Medium |Ca(NQs),, 7,5 TRIS, mit bzw. ohne Antibiotika: Cefuroxim (4,0 ugxml),
Penicillin/Streptomycin (100 pgxml™); pH 7,4 mit KOH eingestelit.

(Ethyl-3-Aminobenzoat, E10521, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland)

Tricaine-Losung

CNG-PufferI |(in mM) 150 KCI, 1 EGTA, 5 HEPES; pH 7,4 mit KOH
CNG-Puffer II | (in mM) 150 KCI, 1 EGTA, 20 HEPES; pH 7,4 mit KOH

4.2 Zellkultur und Molekularbiologie

4.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die Untersuchungen wurden am olfaktorischen Kanal der Ratte mit den Untereinheiten
CNGA2 (AF126808), CNGA4 (U12623) und CNGB1b (AF068572) durchgefihrt. Die
cDNA der Untereinheiten wurden in den pGEMHEnew-Oozytenvektor mit einer
spezifischen T7-Promoter-Sequenz umkloniert und mit Hilfe von E.coli vervielfaltigt.
Aus der DNA erfolgte die Transkription der cRNA mittels mMMESSAGE mMACHINE T7
Kit der Firma Ambion® (Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Nach Aufreinigung
wurde die Konzentration mittels NanoDrop 2000® auf 200 ng/uL eingestellt, in 2,0 yL
Aliquots abgefullt und bei -80°C gelagert. Diese Arbeiten wurden bereitgestellt von

Prof. Thomas Zimmer, Karin Schoknecht und Claudia Ranke.
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4.2.2 Oozytenpraparation und Injektion

Als Expressionssystem wurden Xenopus laevis-Oozyten verwendet. Diese wurden
kommerziell ber die Firma EcoCyte Bioscience (Dortmund, Dtl.) bezogen oder durch
eigene Tierhaltung, in Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und
durch die Genehmigung vom Thulringer Landesamt fur Verbraucherschutz, erhalten.
Die Gewinnung von Oozyten aus dem Xenopus laevis (sudafrikanischer Krallenfrosch)
erfolgte durch Sandra Bernhardt, Uta Enke, Claudia Ranke und Andrea Kolchmeier
nach einem Protokoll von Goldin (1992). Den weiblichen Froschen wurden unter
Anasthesie mit 0,3% Tricaine-Ldsung (vgl. Tab. 1) die Ovarien entnommen. Danach
wurden die Oozyten fur 105 min in Ca?*-freiem Barth-Medium mit Kollagenase A (3,0
mg/ml, Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland) bei 20°C leicht geschittelt. Im
Anschluss wurden die Eizellen mit Ca?*-haltigem Barth-Medium ohne Kollagenase
mehrmals gespult und die Follikelmembran mit Hilfe eines Stereomikroskops und
Pinzetten entfernt. Fur die weitere Verwendung wurden nur Oozyten der Entwicklungs-
stufe V (Dumont 1972) verwendet. Zumeist erfolgte bereits am Tag der Isolierung die
Injektion von 0,1 — 0,2 uL cRNA pro Zelle mittels dinnen Glas-Mikropipetten. Zum Teil
wurden Oozyten ebenfalls nach zwei oder drei Tagen bei Kihlschranklagerung
injiziert. Die Injektionspipetten wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Auf3endurch-
messer 2,0 mm, Innendurchmesser 1,6 mm; Hilgenberg, Malsfeld) durch ein Pipetten-
ziehgerat (Sutter Instruments Company, P-97 Flaming/Brown, Novato, USA) in die
gewulnschte GroRe gezogen und danach an einem Mikroskop mit einem Metalldraht
in eine Kanllenform gebrochen. Die injizierten Eizellen wurden 2-8 Tage in Ca?*-
haltigem Barth-Medium im Inkubator bei 18°C bis zum Versuchstag aufbewahrt. In
einigen Fallen konnten die Oozyten bei Lagerung im Kihlschrank uber einen groReren
Zeitraum verwendet werden. Vor jeder Patch-Clamp-Messung wurde die Vitellin-
membran mechanisch entfernt und die Zellmembran freigelegt. Dies erfolgte ebenfalls
unter stereomikroskopischer Kontrolle mittels Pinzetten in der jeweils verwendeten
Kontroll-Badlésung (ohne Ligand), um Effekte von unerwinschten lonen zu

vermeiden.

4.3 Elektrophysiologie
4.3.1 Patch-Clamp-Technik

Die von Neher und Sakmann entwickelte Patch-Clamp-Technik dient der Charakteri-

sierung des Verhaltens von lonenkanalen in biologischen Membranen von lebenden
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Zellen (Hamill et al. 1981). Damit kann man die biophysikalischen Eigenschaften, wie
Leitfahigkeit, Gating (Abhangigkeit des Schaltverhaltens von Spannung, Liganden,
Licht, Temperatur oder Dehnung) oder Kinetiken genauer beschreiben. Ein Vorteil
gegenuber der Zwei-Mikroelektroden-Technik ist die hohe Auflosung des Signals,
sodass auch einzelne Kanale mit einer sehr geringen Leitfahigkeit, wie zum Beispiel
der HCN2-Kanal mit 1,67 pS (Thon et al. 2013), vermessen werden kénnen. Dies ist
nur moglich, da das Hintergrundrauschen durch die enge Verbindung zwischen Zell-
membran und Glaspipette einen Widerstand von mehreren Giga-Ohm erzeugt (soge-
nannter Gigaseal = Giga von GQ und seal aus dem Englischen fur Versiegelung bzw.
Dichtung; Abb. 10A). In verschiedenen Publikationen wurde diese starke Abdichtung
durch Wasserstoff-, Salzbricken sowie van-der Waals-Krafte beschrieben und ein
Abstand von 1 nm beobachtet (Corey et Stevens 1983, Opsahl et Webb 1994). Neben
biophysikalischen Parametern kbnnen zudem pharmakologische Effekte, wie die Of-
fenwahrscheinlichkeit der lonenkanale und Konzentrations-Aktivierungsbeziehungen
ermittelt werden. In dieser Arbeit wurde fir alle Messungen die inside-out Konfiguration
verwendet, (Abb. 10B), bei welcher die Membraninnenseite in Richtung Pipetten-
offnung zeigt. Da die CNBD der verwendeten lonenkanale intrazellular vorkommt,

wurden die Liganden auf diese Weise von aullen an die Pipette angesplilt.

Abbildung 10. Patch-clamp Technik.

A B A) Schematische Darstellung einer Oozyte mit

lonenkanalexpression in der Zellmembran.

Pipette liegt auf der Membran auf und bildet
Qx einen Gigaseal (Cell-attached Konfiguration).
Durch schnelles Exzidieren wird der Patch aus
der Oozyte entfernt und man gelangt an die
Innenseite der Membran. B) Pipette mit
Membranpatch in der inside-out Konfiguration.
lonenkanal mit CNBD in Richtung Pipetten-
6ffnung. Nicht malistabsgetreu.

inside-out
Konfiguration

4.3.2 Patch-Clamp-Pipetten

Fir die elektrophysiologischen Experimente wurden Patchpipetten aus Quarzglas (AD
1,0 mm und ID 0,7 mm; VITROCOM, New Jersey, USA) verwendet. Diese Kapillaren
wurden mit einem Laser-Horizontal-Pipettenziehgerat (Sutter Intruments Company,
P-2000, Novato, USA) in zwei Zugen auf den gewlinschten Durchmesser ausgezogen.
Nach der Beflllung der Pipetten mit den jeweiligen Pipettenlésungen (vgl. Tab. 1)

wiesen diese einen Pipettenwiderstand von 0,7 — 2,2 MQ auf.
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4.3.3 Patch-Clamp-Messstand

Jeder der verwendeten Messstande bestand aus einem schwingungsgedampften
Labortisch und einem Faraday-Kafig, welche aullere mechanische und elektrische
Einflisse verringern. Die Messungen erfolgten in einer Messkammer aus Plexiglas und
einem Boden aus einem Deckglas der Starke 1 (0,13 mm - 0,16 mm). Mit Hilfe eines
Applikationssystem konnte ein standiger Badlosungszufluss sowie der Wechsel
zwischen verschieden konzentrierten Ligandenldsungen ermdglicht werden. Das
Applikationssystem bestand aus geklrzten Kanllen (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Dtl.) mit einem Aufiendurchmesser von 0,6 mm. In Spritzen geftllt und
uber Kunstoffschlauche aus PTFE (0,56:1,07 mm; Adtech Polymer Engineering Ltd.,
Aston Down East, UK) wurden die Liganden mit einer Geschwindigkeit von 0,8 bis
1,2 mL/min appliziert. In eine mit CNG-LOsung beflillte Messpipette wurde eine
Elektrode (chlorierter Silberdraht) eingefuhrt und in einem Pipettenhalter fixiert. Der
Pipettenhalter war auf einem Vorverstarker (Headstage) befestigt. Die Elektrode diente
als Kontakt zwischen Verstarker und Messkammer.

Zudem befand sich in der Messkammer ein geerdetes Ag/AgCI-Pellet, welches als
Badelektrode fungierte, wodurch sich ein Stromkreis bildete und befand sich . Der
Pipettenhalter konnte mittels eines Mikromanipulators unter optischer Kontrolle eines
Mikroskops dreidimensional positioniert werden. Als inverse Mikroskope wurden das
Olympus IX71 (Tokio, Japan) und das Zeiss Axiovert 200 M (Jena, Dtl.) genutzt. Des
Weiteren befand sich im Pipettenhalter ein weiterer Anschluss, um Uber eine Spritze
Uber- oder Unterdruck auf die Pipettenspitze zu applizieren. Die kinetischen
Messungen des schnellen Ldsungswechsels wurden zusatzliche mit einer
piezoelektrisch-gesteuerten zweikanaligen Theta-Glaspipette (Switchpipette -
Abb. 11A) durchgefiihrt (Jonas 1995).

Die Aufnahme des Signals erfolgte durch den Vorverstarker und Verstarker als Einheit
eines Axopatches 200B (Axon Instruments Inc., Union City, CA, USA) bzw. des EPC10
(HEKA Elektronik Dr. Schulz GmbH, Lambrecht, Dtl.). Die Signale wurden mit einem
2 kHz-Tiefpass-Besselfilter (4-polig) gefiltert.
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4.3.4 Patch-Clamp-Protokolle

Vor jedem Eintauchen einer Pipette in die Badlésung wurde Uberdruck auf die Pipette
angelegt, um Verschmutzungen der Spitze zu vermeiden. Danach wurde die Pipette
an die Zellmembran der Oozyte herangefiihrt (Abb. 10A) und der Uberdruck geldst und
etwas Unterdruck angelegt. Nach wenigen Sekunden sollte sich eine feste Dichtung
zwischen Glas und Membran bilden (Gigaseal) und somit einen hochohmigen
Widerstand bilden (GQ). Durch den Mikromanipulator wurde die Pipette erst etwas in
Richtung der Membran geschoben und dann zlgig mit einem Membranstlck (Patch)
herausgerissen (Thon et Benndorf 2014). Der Patch in der inside-out Konfiguration
(Abb. 10B) wurde zum Applikationssystem gefuhrt und konnte vermessen werden.
Das Spanungsprotokoll fur die olfaktorischen CNG-Kanale beinhaltet das Halte-
potential bei 0 mV und besitzt mit -10 mV und +10 mV eine geringe Kommando-
spannung fur jeweils 1200 ms (Abb. 12A - Einschub). Wahrenddessen ist der Patch
Uber die komplette Dauer mit Ligandenldsung umspuilt.

Fir die Bestimmung der lonenkanalkinetik am CNG-Kanal wurde ein modifiziertes
Protokoll angewendet (Abb. 11). Zu Beginn wurde ein Haltepotential von 10 mV
angelegt und nach 0,5 s der Konzentrationssprung von 0 uM auf 0,1; 0,2; 1; 2 oder
10 uM mit einem piezo-gesteuerten Theta-Glas durchgeflhrt. Nach dem Erreichen
eines Gleichgewichtes gab es einen inversen Konzentrationssprung zur Ausgangs-
konzentration (0 uM). Parallel wurde die Stromantwort des Kanals auf die Konzen-

trationsunterschiede aufgenommen (Abb. 11B).

; Abbildung 11. Bestimmung der lonenkanalkinetik.
= 2 A) Bild einer Switchpipette (©-Glas) mit zwei farblich unter-
— schiedlichen Ldsungen (rot + orange). Die Patchpipette wird
e ) im Losungsfluss positioniert. Nach einer gewlinschten Zeit
o2 springt die piezo-gesteuerte Switchpipette in die nachste
—" Position und die Patchpipette befindet sich im zweiten
B Ligand Lésungsfluss. Danach springt die Switchpipette in die
Ausgangsposition zurlick. Verschiedene Liganden mit
unterschiedlichen Konzentrationen koénnen somit auf
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken durch sehr
schnelle Springe zweier Ldésungen (z.B. Ligand- +
Kontrollldsung) an einem Patch untersucht werden. B)
Beispielhafter Stromverlauf durch schnellen Lésungs-
wechsel an einem Patch mit lonenkanalen.
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Abbildung 12. Schematisches Messprotokoll der Gleichgewichtsaktivierungen mit
Auswertung A) Reprasentative Stromantwort des CNGA2-Kanals auf Pufferlésung und
sattigende Konzentration cGMP. Ein analoges Verfahren wurde beim Heterotetramer genutzt.
Schwarze Pfeile zeigen die Amplitude, welche bei +10 mV ausgewertet wurden. Oberer
Einschub zeigt das dazugehdrige Spannungsprotokoll. B) Logarithmische Konzentrations-
Aktivierungsbeziehung an einem Patch. In diesem Fall betrug der ECso—Wert = 1,47 yM und
H = 2,52. Box-Plots der ECso-Werte (C) und Hill-Koeffizienten (D) aus allen Einzelpatchen der
Versuchsreihe erstellt. Der Zahlenwert Uber der Box und die horizontale Linie in der Box
reprasentieren den Mittelwert. Die Boxen zeigen die 25. und 75. Perzentile und die Antennen
die 10. und 90. Perzentile der Daten. Dies qilt fur alle abgebildeten Box-Plots dieser Arbeit.
Modifiziert nach Otte et al., 2018.

4.4 Patch-Clamp-Fluorometrie

4.4.1 Konfokale Patch-Clamp-Fluorometrie (cPCF)

Bei der Konfokalen Patch-Clamp-Technik behilft man sich der sogenannten Patch-
Clamp-Fluorometrie (PCF) (Zheng et Zagotta 2000). Dabei kombiniert man die her-
kommliche Elektrophysiologie mit Fluoreszenz-Methoden. Eine mdgliche Anwendung
dabei ist die Aufnahme des Stromes der lonenkanale in einem Patch bei gleichzeitig
aufgenommenen Fluoreszenzsignalen. Zum Beispiel kann der Ligand mit einem Farb-
stoff markiert werden und dessen Bindung an das Zielprotein mit einem Fluoreszenz-
mikroskop detektiert werden (Biskup et al. 2007, Kusch et al. 2010). Somit kann die
enge Beziehung zwischen Ligandenbindung und Kanalaktivierung direkt gemessen
werden und bei der Ermittlung von mdglichen Kooperationsmodellen helfen (Hummert
et al. 2018).

Die in dieser Arbeit verwendete optische Methode beruht auf der konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie die von Marvin Minsky (1957) zum Patent angemeldet
(US 3013467 A) wurde. Bei dieser Technik wird der Laser in der Probe fokussiert. In
der Bildebene des Fluoreszenzsignales wird eine konfokale Lochblende (Pinhole)
platziert, die fokusfernes Licht herausfiltert (Abb. 13) und somit nur das Signal aus
einem kleinen Volumen des Fokus und der Fokusebene detektiert wird. Dies erhoht
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das Signal-zu-Rauschverhaltnis (S/N) durch Unterdrickung des Hintergrundsignals.
Mit Hilfe eines Scanners wird die xy-Ebene systematisch abgescannt. Durch diese
Technik gelangt nur Fluoreszenz von fluoreszierenden Liganden aus einem stark
verringerten Probenvolumen (am Patch) in das System. Ein Referenzfarbstoff (in

dieser Arbeit DY647) dient als Gegenfarbung und zur Differenzbilderstellung.

Detektor

Emissionsfilter
konfokale Blende

Abbildung 13. Schematischer Aufbau
eines konfokalen Mikroskops.

Ein Laser dient als Lichtquelle und wird
\ mittels eines dichroiten Strahlenteilers auf

Tubuslinse  {(f 'y die Probe gelenkt. Der fluoreszierende
¥ y Farbstoff gibt Photonen (stabile Linie)
dichroiter ! | zuri]gk, welche den  Strahlenteiler
Strahlenteiler ' |! 1] - passieren und nach der konfokalen Blende
) o (Pinhole) auf den Detektor treffen. Dabei
4L A kénnen nur Molekile in der Fokusebene
Scanner AR 2 ) und im Fokus detektiert werden. AuBerhalb
Objektiv W\ ) dieser Ebene gelangen die
M N Fluoreszenzstrahlen (gestrichelte Linie)
Probe ‘N7 nicht durch die Lochblende. Anhand des
— v ars — Fokusebene Scanners wird der Fokus punktgenau

X gerastert und sequentiell aufgenommen.

4.4.2 cPCF-Pipetten

Fur die cPCF-Experimente wurden Patchpipetten aus Borosilikatglaskapillaren (AD
2,0 mm, ID 1,0 mm; Hilgenberg, Malsfeld) verwendet. Diese Kapillaren wurden mit
einem Horizontal-Pipettenziehgerat (Sutter Intruments Company, P-97, Novato, USA)
in finf bis sieben Zigen auf den gewilnschten Durchmesser ausgezogen. Die Rander
der Borosilikatglaspipettenspitzen wurden zur Glattung uber einem glihenden Platin-
draht poliert. Nach der Fullung der Pipetten mit der Pipettenldsung wiesen diese einen
Pipettenwiderstand von 0,7 — 1,5 MQ auf.

4.4.3 cPCF-Messstand

Der verwendete Messstand besteht in seinen Grundzigen aus einem einfachen
elektrophysiologischen Aufbau (KAPITEL 4.3.3) mit zusatzlichem Fluoreszenz-
mikroskop (LSM 710 konfokales Mikroskop, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Dtl.).
Ein weiterer Unterschied ist die verwendete Aufnahmesoftware. Der Verstarker,
Axopatch 200B (Axon Instruments Inc., Union City (CA), USA) gibt sein Signal weiter
an die ISO3- Hard- und Software (MFK, Niedernhausen, Dtl.). Die Signale wurden mit

einem 1 kHz-Tiefpass-Besselfilter (4-polig) gefiltert und mit 200 Hz aufgenommen.
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Das Fluoreszenzmikroskop beinhaltete zwei He-Ne-Laser mit den Emissionswellen-
langen von 543 nm und 633 nm fur die Anregung der jeweiligen Farbstoffe. Die
Laserstrahlen wurden durch den dichroiten Hauptstrahlenteiler (MBS 488/543/633) auf
die Probe gelenkt. Dabei wurde der fluoreszierende Ligand bei 543 nm (He/Ne-Laser)
angeregt und das emittierte Signal im Detektionsbereich von 546-635 nm
aufgenommen, bzw. der Referenzfarbstoff DY647 bei 633 nm (He/Ne-Laser) angeregt
und das Fluoreszenzsignal im Detektionsbereich von 637-759 nm registriert. Die
Lochblende (Pinhole) wurde auf einen Durchmesser von 49,5 ym festgesetzt. Die
Aufnahmerate lag zwischen 7 - 10 Hz. Zur Aufnahme wurde das C-Apochromat
40x Wasser-Immersionsobjektiv der Firma Zeiss verwendet (1,2 N.A.). Mit der
mitgelieferten LSM-Software (Zen 2010 B, Jena, Dtl.) konnte die Lage des Patches in
der Pipette kontrolliert werden und in der Grof3e von 200 x 70 Pixel bei einer Pixelgroflie

von < 0,2 yM aufgenommen werden.

4.4.4 cPCF-Protokolle

Das Messprotokoll bei der cPCF-Messung ist ahnlich der reinen Elektrophysiologie
(KAPITEL 4.3.4). Unterschiede sind nur fir das Spannungsprotokoll zu nennen. Dies
betragt 5 s und begann mit einem Haltepotential von 0 mV. Danach folgte eine positive
Kommandospannung von +10 mV und wieder zurtck auf das Haltepotential. Diese
Versuche wurden aufgrund der Komplexitat und der zeitintensiven Experimente allein
fur den homotetrameren CNGA2-Kanal durchgefihrt. Wahrend der Aufnahmen der
Elektrophysiologie wurde parallel das Fluoreszenzsignal aufgenommen. Bei den
Versuchen zur Bestimmung der Fluoreszenzspektren wurde keine Spannung
angelegt, sondern nur eine Aufnahme der Fluoreszenzsignale vorgenommen.

Bei allen Messungen wurde der Ligandenlésung der Referenzfarbstoff (DY647,

Dyomics, Jena, Dtl.) mit einer Konzentration von 5 uM beigefligt,

4.5 Fluoreszenzspektren (Lambda-Modus)

Um maogliche negative Interaktionen zwischen Farbstoff und Protein auszuschliel3en,
wurden die Fluoreszenzspektren des Farbstoff-markierten Liganden am lonenkanal
aufgenommen. Dazu diente das Fluoreszenzmikroskop LSM 710 (konfokales
Mikroskop, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena, Dtl.) im Lambda-Modus. Das
Fluoreszenzsignal wurde durch ein Gitter spektral aufgespaltet und wird von einem 32-
Kanal Photomultiplier (PMT)-Detektor bei unterschiedlichen Wellenlangen (A) in
3,2 nm Abstanden im Bereich von 546 — 659 nm detektiert. Abbildung 14 zeigt
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ausgewahlte Bilder bei unterschiedlichen Wellenlangen und das entsprechende
Spektrum, welche am Patch und in der Badlésung nach Fluoreszenzintensitat

ausgewertet wurden. Zur Anregung diente der He/Ne-Laser 543 nm.
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Abbildung 14. Lambda-Modus. A) Auswahl der aufgenommenen Bilder im Lambda-Modus.
Erstes Bild zeigt das Transmissionsbild, Skale: 2 ym. Die funf darauffolgenden Bilder zeigen
die Fluoreszenzintensitat bei der angegebenen Wellenlange. Das letzte Bild zeigt alle aufge-
nommenen Wellenlangen zusammengefasst. B) Fluoreszenzspektrum des rot gekenn-
zeichneten Bereiches.

4.6 Datenanalyse
4.6.1 Bestimmung der Gleichgewichtsaktivierung

Um Signale verschiedener Patche zu vergleichen, wurde an jedem Patch eine
sattigende Konzentration von 500 yuM cAMP bzw. 100 yM cGMP als Maximalstrom
(Imax) verwendet. In allen weiteren Auswertungen, z.B. andere Liganden und Konzen-
trationen, wurden die Stromantworten auf den jeweiligen Maximalstrom des Patches
normiert. Bei den CNG-Kanalen wurde nur der Gleichgewichtstrom bei +10 mV aus-
gewertet (Abb. 12A - Pfeile). Die Aktivierungswerte der Pufferlésung wurden von der

Stromantwort der Ligandenkonzentrationen abgezogen (/) und auf /max normiert.

4.6.2 Konzentrations-Aktivierungsbeziehung

Die normierten Stromamplituden //Imax eines Patches wurden in das Verhaltnis zur
jeweiligen Konzentration gestellt, sodass eine komplette Konzentrations-Aktivierungs-
beziehung entstand (Abb. 12B+F). Mittels des Programms IGOR Software® wurde die

Hill-Gleichung (Gleichung 1) an //Imax im Verhaltnis zur Konzentration angepasst und
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so die ECso-Werte und Hill-Koeffizienten (H) erhalten. Die Werte wurden danach in
Box-Plots (Abb.12C+D) und Tabellen 7+8 (siehe Anhang) zusammengefasst.

l/Imax= 1/(1+(ECso/[Ligand])") (1)
/ - Stromamplitude der jeweiligen Konzentration nach Puffersubtraktion
Imax - Maximalstrom bei sattigender Konzentration des cNMPs spezifisch fur jedes

cNMP und lonenkanal
ECso - cNMP-Konzentration bei halbmaximalem Strom
H - Hill-Koeffizient

4.6.3 Bestimmung der lonenkanalkinetiken

Die ligandenabhangigen Aktivierungs- sowie Deaktivierungskinetiken wurden mittels
der IGOR Software® bei verschiedenen Konzentrationen ermittelt. Nach einer

anfanglichen Verzdgerung to wurden die Strome mono- oder biexponentiell gefittet.

y = Axe (ot i) (2)

y=A1*e (-t/ Tkin1)+ Ao #e (-t/ tkin2) @)

Um die monoexponentiellen Verlaufe mit den biexponentiellen zu Vergleichen

wurden letztgenannte gemittelt und eine mittlere Zeitkonstante (awitel) berechnet.

Ay Aew
Twuitel ~  A1+Ao

(4)

4.6.4 Konzentrations-Bindungsbeziehung

Die Fluoreszenzbilder wurden mittels einer, von Herrn Prof. Biskup, programmierten
Software auf Grundlage von MATLab (MathWorks Inc, Natick (MA), USA),
ausgewertet. Das sogenannte LSM-GUI Programm diente dabei der Patch-Findung
sowie der Erstellung eines Differenzbildes. Die Aufnahme eines Bildes bestand aus
dem griinen Fluoreszenzkanal (Abb. 15A - fluoreszierender Ligand) und dem roten
Fluoreszenzkanal (Abb. 15B - Referenzfarbstoff DY647). Bei Uberlagerung dieser
beiden Kanale wird ein starkes grines Fluoreszenzsignal am Patch (Abb. 15C + D)
sichtbar, wo die Fluoreszenz des Referenzfarbstoffes stark abnimmt. Dies stellt ein
Indiz fur die spezifische Bindung des fluoreszierenden Liganden an die Bindestellen
des Kanals dar. Bei der Quantifizierung (Gleichung 5) des Fluoreszenzsignals wurde
zu Beginn sowohl das Hintergrundsignal ermittelt, und vom Bild abgezogen, als auch
die Intensitat der Losung bestimmt und skaliert. Danach wurde der Referenzfarbstoff

am Patch von dem grunen Signal abgezogen, sodass im Differenzbild nur der
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Uberschuss an Fluoreszenzsignal (AF) erkennbar wurde (Abb. 15E). Zudem wurde
durch die Software mittels der Steilheit des Fluoreszenzabfalls die Position des
Patches automatisch bestimmt. Durch unterschiedliche Helligkeiten der Farbstoffe,
wurde fur jeden fluoreszierenden Liganden das Maximum an Helligkeit bei maximal

moglicher Konzentration bestimmt.

Dsid = (PatchL - HL) - [(Patchr - HR) * AL / AR)] (5)
DBiId — Differenzbild (AF)
Patch. — Fluoreszenzsignal des fluoreszierenden Liganden am Patch
HL — Hintergrund fluoreszierender Ligand (hinter dem Patch in der Pipette)
Patchr — Fluoreszenzsignal des Referenzfarbstoffes am Patch
Hr — Hintergrund Referenzfarbstoff (hinter dem Patch in der Pipette)
AL — Badlésung (vor der Pipette) - Hintergrund fluoreszierender Ligand
Ar — Badlésung (vor der Pipette) - Hintergrund Referenzfarbstoff

Entsprechend KAPITEL 4.6.2 wurde die Hill-Gleichung (1) auf das Fluoreszenzsignal
bezogen (Gleichung 6) und beim Fitten das Maximum auf eins gesetzt.

F/Fmax= 1/(1+(BCso/[Ligand])") (6)

F — Fluoreszenzsignal der jeweiligen Konzentration

Frax — Maximalfluoreszenzsignal bei sattigender Konzentration des
fluoreszierenden Ligandens

Konzentration des fluoreszierenden Liganden bei halbmaximaler Bindung
Hill-Koeffizient.
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Abbildung 15. Auswertung der Bindung eines fluoreszierenden Liganden an CNGA2-
Kanile mittels cPCF. A) Uberlagerung der Fluoreszenzintensitat (Fl) des Farbstoffes mit dem
Transmissionsbild (TB). B) Uberlagerung der FI des Referenzfarbstoffes (DY647) mit dem TB.
C) Uberlagerung der beiden vorherigen Bilder (A+B). D) Profil entlang der weiRen Linie. Dabei
wird die FI der roten Fluoreszenz auf die griine Fluoreszenz normiert. Graues Rechteck als
Region mit dem starksten Abfall der Fl. E) Daraus resultierendes Differenzbild. Bereich des
Patchdomes (rote Markierung) mit der gréfdten Fl wurde ausgewertet. Seitliche Bereiche des
Patches wurden bei der Fluoreszenzbestimmung nicht miterfasst.
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4.7 Homologie-Modell und Docking

Um Informationen Uber die Oberflacheneigenschaften der Proteinbindestelle und des
Liganden zu erhalten, helfen Rontgenkristallstrukturen oder Kryo-EM-Aufnahmen. Da
jedoch fir den CNGA2-Kanal eine dreidimensionale Struktur fehlt, wurde aus bereits
aufgeldsten Strukturen ein Homologie-Modell erstellt. Um flr den homotetrameren
CNGAZ2-Kanal der Ratte (UniProt-Nummer: Q00195) ein solches Modell zu generieren
wurde die 3,5 A Cryo-EM-Struktur von Li (2017) als Vorlage genutzt. Die Struktur stellt
den TAX4-Kanal des C. elegans in der ligandengebundenen und porengedffneten
Konformation (PDB-Nummer: 5H30) dar. Zur Modellierung und Herstellung eines
Alignments (engl. Abgleich) und eines 3D-Modells diente der SWISS-MODEL-Server
(Biasini et al. 2014) mit einer Sequenzidentitat von 54,5%, einer Deckungsgleichheit
von 69% und einem Sequenzbereich von 127-583. Die Modellqualitat wurde auf dem
Server mithilfe der MolProbity Software (Chen et al. 2010) mit einer Bewertung von
1,42 und als gut-definiert eingestuft. FUr die computergestitzten Dockingexperimente
wurde das oben beschriebene Homologie-Modell verwendet und mit AutoDockTool
4.2 (ADT 4.2) ein Ligand in die CNBD angefligt. Die drei-dimensionalen Strukturen der
Liganden wurden entweder von der Software durch die Docking-Kraftfelder oder von
Michele Bonus (AG Gohlke, Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Dtl.) durch
Parameterisierung mittels GAUSSIAN software® definiert. ADT 4.2 verwendet Netze
fur die verschiedenen Atomtypen und lasst jedes Atom im Netz mit seiner Umgebung
interagieren, wobei die beste Position des Atoms anhand des niedrigsten
Energiezustandes gespeichert wird. Solch ein Netz wird Uber die Bindestelle gestulpt
und als mdglicher Aufenthaltsort des Liganden festgesetzt. Die X-, Y-, Z-Dimensionen
eines solchen Netzes betrugen 60*60*60 Punkte bei einem Abstand von 0,375 A. Bei
den Versuchen wurden keine Beschrankungen flur funktionelle Gruppen oder
Aminosaure des Proteins festgelegt. Die Einstellung fur alle Versuchsablaufe wurde
bei Maximum Number of evals: 25.000.000 und Maximum Number of generations:
27.000 eingestellt. Um die beste Bindepose des Liganden am Protein zu finden,
benutzt ADT 4.2 den genetischen Algorithmus nach Lamarck. Eine Bindepose
bedeutet dabei eine bestimmte Orientierung und Konformation des Liganden im Raum.
Jedes Dockingexperiment fur einen Liganden wurde dreimal unabhangig voneinander
durchgefuhrt und die beste Bindepose in KAPITEL 5.6 dargestellt. Zur Visualisierung
der Bindeposen in der CNBD wurde PyMol1.8® verwendet.
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5. Ergebnisse
5.1 Native Liganden der olfaktorischen CNG lonenkanale

Mithilfe der Patch-Clamp Technik kbnnen Agonisten bzw. Antagonisten in Bezug auf
Kanalaktivierung oder -inhibierung charakterisiert werden. Wie in zahlreichen
Lehrblchern beschrieben, bilden die zyklischen Nukleotide die einzige Aktivierungs-
mdglichkeit der CNG-Kanale. Da die Bindestelle fir Nukleotide der CNG-Kanale
intrazellular liegt, wurde die inside-out Konfiguration genutzt. Im KAPITEL 4.3.4 wurde
bereits in der Abbildung 12 das Spannungsprotokoll des Versuches skizziert.

Als erstes wurde der Effekt der nativen Liganden vermessen. Dabei zeigt Abbildung 16
die Konzentrations-Aktivierungsbeziehungen von cAMP und cGMP bei +10 mV am
homotetrameren CNGA2 und am heterotetrameren CNGA2:A4:B1b. Die hier
ermittelten ECso-Werte lagen im Bereich der bereits publizierten Konzentrationen,
sodass das Testsystem etabliert wurde. Die hochste scheinbare Affinitat zeigte das
cGMP am CNGA2:A4:B1b-Kanal (1,3 uM). Der natirliche Ligand dieses Kanals,
cAMP, zeigt einen ECso-Wert von 5,0 uM. Beim CNGA2-Kanal sind die Graphen weiter
nach rechts verschoben, sodass die ECso-Werte hdher lagen, wie zum Beispiel cGMP
bei 1,8 uM bzw. cAMP bei 54,5 uM. Dies bestatigt, dass die verschiedenen Unter-
einheiten einen wichtigen Einfluss auf die scheinbare Affinitat der Liganden haben,
denn besonders der ECso-Wert wurde beim endogenen Liganden, cAMP, durch die
Untereinheiten A4 und B1b erheblich verringert. Die Hill-Koeffizienten lagen fir alle
Konstrukte Uber zwei und deuteten auf eine positive Kooperativitat hin mit einer
Beteiligung von mehr als zwei Untereinheiten am Gatingprozess. Ersichtlich war am
Verlauf der Graphen, dass die endogenen cNMP keine Partialagonisten darstellten,
sondern vollwertige Agonisten waren. Ein partialagonistischer Effekt wurde bereits flr
cAMP an den rod CNG-Kanalen beschrieben (Kaupp and Seifert 2002). Aufgrund der
Ubersichtlichkeit werden die aus der Hill-Gleichung (Gleichung 1) erhaltenen
ECso-Werte der folgenden Liganden als Box-Plots dargestellt und sind somit direkt
miteinander vergleichbar (siehe KAPITEL 4.3.4 + Abb. 12). An gegebener Stelle wird auf

Besonderheiten der Konzentrations-Aktivierungsbeziehungen hingewiesen.
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Abbildung 16. Konzentrations-Aktivierungsbeziehungen endogener Nukleotide an den
olfaktorischen CNG-Kanalen. Die jeweiligen Konzentrationen der Liganden (Raute — cGMP,
Quadrat — cAMP) wurden mit der Hill-Gleichung gefittet. Die ECso-Werte und Hill-Koeffizienten
(H) betragen fur den homotetrameren CNGA2-Kanal 54,8 uM und 2,2 (cAMP) bzw. 1,8 uM
und 2,6 (cGMP), fir den heterotetrameren CNGA2:A4:B1b-Kanal 5,0 yM und 2,1 (cCAMP) bzw.
1,3 UM und 2,5 (cGMP). Die Werte werden als Referenzwerte in den jeweiligen Box-Plots
immer angefuhrt oder in Tabellenform (siehe Anhang 9.3) dargestellit.

5.2 Modifikationen und Substitutionen an der Nukleobase

Basierend auf kurzlich verodffentlichten Ligandenuntersuchungen nach affineren
Liganden, mit verbesserten Bindungseigenschaften, an der CNBD (Moller et al. 2014)
oder auch potenteren Agonisten fir die HCN-lonenkanéale (Ng et al. 2016) sollten
verschieden modifizierte Nukleotide getestet werden, um mdgliche Verbesserungen
zu identifizieren. Dabei wurden bereits zu Beginn die Modifikationen ausgeschlossen,
die nachweislich einen negativen Effekt auf die Ligandenaffinitat zeigten (siehe
KAPITEL 2.2 ZYKLISCHE NUKLEOTIDE). Eine Ubersicht aller verwendeten Liganden liegt
dieser Arbeit bei und ist im Anhang (KAPITEL 9.1 UBERSICHTSBLATT) zu finden.

Die Abbildung 17 zeigt die verschiedenen cNMP-Derivate, welche in diesem Kapitel
an den homo- und heterotetrameren olfaktorischen CNG-Kanalen bei +10 mV getestet
wurden (Abb. 18). Zuerst wurde die direkte Modifikation der Nukleobase (24/2G)
untersucht. Dabei wurde das Stickstoffatom an Position 7 durch ein Kohlenstoffatom
ersetzt (sog. Deaza-Nukleotide). Dieses cAMP-Derivat (2a) zeigte eine starke Er-
héhung der scheinbaren Affinitaten im Vergleich zum nativen cAMP an den homo-
(2,15 pM) und heterotetrameren (0,37 uM) CNG-Kanalen. Bei 2 verdoppelt sich der
ECso-Wert auf 3,53 uM am Homotetramer, wohingegen der ECso-Wert beim
Heterotetramer leicht sinkt. Dies fuhrte dazu, dass 2c fur weitere Synthesen und
Experimente nicht betrachtet wurde.

Positive Effekte auf die Affinitdt konnten bereits durch die Substitution von Brom-
atomen an Position 8 (3ac) gezeigt werden (Caretta et al. 1985, Koch et Kaupp 1985,
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Tanaka et al. 1989). Diese These wurde in der vorliegenden Arbeit an den CNG-
Kanalen verifiziert. Die Bromderivate 3a (15,93 uM/ 1,64 uM) und 3¢ (0,13 pM/
0,33 uM) erhdhten signifikant die scheinbare Affinitat. Daraufhin sollte Uberprift
werden, ob sich dieser Effekt ebenfalls auf 2a Ubertragen lieR (4a). Es stellte sich
heraus, dass die halogensubstituierten Derivate an beiden CNG-Kanalen hohere
scheinbare Affinitaten aufwiesen als 1a. Im Vergleich jedoch zum Deaza-Nukleotid (24)
besal® das Bromatom eher einen negativen Einfluss auf 4a (6,75 uM/ 0,65 uM).
Bemerkenswert ist, dass wiederum eine Bromierung an anderer Stelle am Nukleotid
(Position 7 - 8a) den positiven Effekt des Halogens widerspiegelte. Fur nahere
Informationen siehe Abbildung 35 im Anhang und die Publikation nach Lelle et al.
(2019).

Nichtsdestotrotz konnte bisher keine Synthesestrategie gefunden werden, um an
bromierten Nukleotiden einen Linker oder gar einen Farbstoff zu koppeln, sodass eine
andere Herangehensweise erfolgte, die ahnlich der Halogenierung war, aber flr
weitere Substitutionen zuganglich sein musste. Eine Moglichkeit war die Substitution
mit einer Aminogruppe, welche koppelbar ist. Versuche mit solchen Liganden zeigten
aber weniger Erfolg als mit einer Thiolgruppe (Brown et al. 1993). Zudem sind Thiole
als Substituenten isoster zum Bromid (Siebert 2004), chemisch substituierbar und
bieten Beweglichkeit fir potentielle Linkergruppen, sodass Thiolgruppen eine
hervorragende Alternative boten (5ac). Die Substitutionen mit einem Schwefelatom
erwies an beiden lonenkanalen einen positiven Effekt (5a — 6,42 uM/ 3,68 uM sowie
56 - 0,15 uM/ 0,37 uM).

Des Weiteren konnten Strassmaier und Karpen (2007) mit einer 8-Chlorphenylthio-
Substitution (6ac) die hochste publizierte scheinbare Affinitat fur CNG-Kanale
darstellen. Daraufhin testete Frau Uta Enke diese beiden Substanzen (6a/c) an beiden
olfaktorische CNG-Kanalen und erhielt ebenfalls sehr gute Ergebnisse. Zwar besitzt
6a etwas hohere ECso-Werte (3,26 uM/ 0,5 uM) als 2a, jedoch ist 66 unter den cGMP-
Derivaten die affinste Verbindung (0,07 uM/ 0,06 uM). Aufgrund des positiven Effektes
der Substitution eines Phenylringes in Position 8 (6a) sollte die Wirkung eines
Phenylringes an einer anderen Position getestet werden (Position 6 - 7a). Die positiven
Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe am HCN2-Kanal zeigten eine deutliche
Affinitatssteigerung (Leypold et al. 2019), die an den CNGA2-Kanalen ebenfalls
Uberprift werden sollte. Jedoch konnten die ECso-Werte von 6a nicht erreicht werden
(8,15 yM). Tests mit der gleichen Verbindung (7a) an heterotetrameren CNG-Kanalen
(Abb. 3B, D) zeigten ebenfalls vollagonistische Potenz, jedoch bei hdheren

50



Konzentrationsbereichen als 6a bzw. 2a (ECso-Wert: 0,84 yM). Bei den cGMP-
Derivaten gibt es nur wenige Moglichkeiten der Modifikation, sodass 7c nicht
synthetisiert werden konnte.

Somit I1asst sich zusammenfassen, dass alle getesteten Substanzen als Vollagonisten
fungierten und hohere scheinbare Affinitaten aufwiesen als die nativen Liganden.
Dabei war ein ahnliches Verteilungsmuster der ECso-Werte bei cAMP- und cGMP-
Derivaten festzustellen (Abb. 18). Jedoch ist zu beachten, dass die Effekte am
Homotetramer im Vergleich zu den endogenen cNMPs starker sind als beim
Heterotetramer. Eine Ausnahme mit geringerer scheinbarer Affinitat, im Vergleich zu
den Ausgangsnukleotiden, stellte das 7-CH-cGMP (2c) am Homotetramer dar.

Die Vorteile einer Substitution in Position 8 sollte fur die weitere Optimierung der
fluoreszierenden Liganden genutzt werden. Jedoch ist eine weitere Substitution eines
bromierten Nukleotids beschwerlicher. Somit wurden die positiven Effekte einer
Substitution durch eine Thiol-Gruppe an der 8-Position konserviert. Zudem zeigte 2a
ein hohes Potential als Ausgangsnukleotid flr aquivalente Synthesen mit Linkern und
Farbstoff. Ein weiteres Derivat des Deaza-cAMPs (siehe Anhang Abbildung 35 - 8a)
zeigte ebenfalls das grof3e Potential dieser Verbindung.

Die Daten fur 8-CPT-cNMP (6a/c) (Abb. 17) wurden von Frau Uta Enke zur Verfugung
gestellt. Die Messungen der Deaza-Derivate (5aG, 6a, 7a) (Abb. 17) sind Teil der
Publikation Lelle et al. (2019).
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Abbildung 17. Schema der Nukleotide. Nummer und Indizes identifizieren die
unterschiedlichen Nukleotide. Index A fir cAMP-Derivate bzw. Index G fir cGMP-Derivate.
Blaue Rahmen deuten auf die Veranderungen im bzw. am zyklischen Nukleotid hin. Die
Molekile 3, 5 und 6 wurden ebenfalls als cGMP-Derivate vermessen (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18. Effekte der modifizierten und substituierten cNMP-Derivate als ECso-
Werte an den olfaktorischen CNG-Kanalen. Fir die Beschreibung der Box-Plots vgl.
Abb.12. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit cGMP-Derivaten.
C) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cAMP-Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cGMP-
Derivaten. Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum nativen
cNMP 1ac (p <0.01). Das Derivat 2c am Homotetramer zeigt einen signifikanten erhdhten
ECso-Wert bzw. 55 am Heterotetramer zeigt keine Signifikanz. Alle weiteren Liganden besitzen
eine signifikant erhdhte, scheinbare Affinitat und sind Vollagonisten.

5.3 Substitution der cNMP mit Linkerkette

Ein Groldteil der Ergebnisse der cAMP- und cGMP-Derivaten mit Linkerkette wurde
bereits in der Publikation Otte et al. (2018) verodffentlicht. Tabelle 2 zeigt die
Nummerierung der verwendeten Liganden und deren Kettenstruktur. Die Synthese
wurde durch die chemische Abteilung des Institutes fir Physiologie Il des
Universitatsklinikums Jena in persona von Dr. Andrea Schweinitz, Uta Enke und Dr.
Marco Lelle durchgefuhrt. Die Messungen wurden durch Frau Uta Enke und Dr.
Andrea Schweinitz unterstiitzt. Das Manuskript wurde durch Herrn Prof. Benndorf
vorangetrieben und mit meinen Analysen und Abbildungen vervollstandigt. Die

Charakterisierung der Kinetik erfolgte allein durch den Autor.
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Tabelle 2 Schematische Darstellung der Linkerketten. Namen und Strukturen der
verwendeten zyklischen Nukleotid-Derivate. Lx-Index bedeutet cCAMP- (a) oder cGMP- (g)
Derivate. Modifiziert nach Otte et al., 2018.

cAMP-Derivate (Xa) cGMP-Derivate (Xg)
NH, (0]
N N
=
Qo
N~ N HN7 SN N
(0] (0]
HO HO
o} (@]
) :P‘O ) :P‘O
0" 9 0" %y
D'::i\:‘i:s Kettentyp Kettenstruktur an Position 8 (R) R'
L1ac — -H —
L2xc | 8-AET- Sy -H
L3ac 8-(Ac)AET- H —COCH;
L4nc 8-AHT- NG NG —H
L5nc 8-(Ac)AHT- H —COCH;
L6y | 8-ADT- S o R —H
L7 e 8-(Ac)ADT- H —COCH;
L8uc | B-(AC)APT- Fo oA —COCH;

L9xc | 8-(ACAPET- |#s _~ d ~ ~_ o~ . |-COCH;
H H

o]
L10ss | 8-(AC)AGET- | t-s _~ J_i-= —COCH;
H
Q H
L11uc | 8-(AC)AGGET- '—5\/\”)&» e —COCH;
H
Q

L12,c 8-APP- (@/\/\/\H_R' _H
L13,c | 8-APPT- /Q/V\AH‘R‘ H
s

5.3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung verschiedener
aliphatischer Kohlenwasserstoffketten an Position 8

Publikationen von Brown et al. (1993) am Stabchen-CNG-Kanal, von Mdller et al.
(2014) am HCN2-Monomer oder Nache et al. (2016) zeigten, dass eine Abhangigkeit
der Kettenvariation auf die scheinbare Affinitat bzw. die Bindung an lonenkanale
besteht. In der vorliegenden Arbeit dienten diese Linker-Verbindungen (Tabelle 2) als
Testliganden fir nachfolgende Kopplungen mit Farbstoffen. Aus diesem Grund wurden
nur Verbindungen mit einer freien Aminogruppe, als mogliche Kopplungsgruppe, sowie
die jeweilige acetylierte Form als mdgliches neutrales Molekul, wie es nach einer
Kopplung mit einem Farbstoff als Amid-Bricke vorliegt, generiert. Die Verbindungen
mit negativen Gruppen wurden wegen instabiler Kopplungsmdglichkeiten nicht
synthetisiert. Allen gemein ist die Kopplung an das Nukleotid an Position 8 (Tabelle 2).

Dabei hatten positiv geladene Ketten einen negativen Einfluss auf die Affinitat. Um
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dies zu verifizieren, wurden aliphatische Kohlenwasserstoffketten mit freien
Aminogruppen (Tabelle 2 - gerade Zahlen L2, L4, L6) synthetisiert, um so in
wassrigem Milieu eine positive Partialladung zu generieren. Um den Effekt zu
neutralisieren wurde diese Aminogruppe mit einer Acetylgruppe substituiert, welche
eine mogliche Amidbindung mit einem Farbstoff nachahmt (ungerade Zahlen L3, LS5,
L7). Die Auswirkung dieser weiteren Partialladung im Molekul wurde mit Hilfe der
inside-out Patch-Clamp-Konfiguration am olfaktorischen CNGA2-Kanal ermittelt und
zeigte fur beide zyklischen Nukleotide ein ahnliches Muster (Abb. 19A + B). Eine
Substitution an Position 8 zeigte immer eine signifikante Verbesserung der ECso-Werte
zum nativen cNMP, ausgenommen L2a (128,3 pM zu 1a — 54,8 uM) was sowohl eine
geringere scheinbare Affinitat aufwies als auch einen Partialagonisten darstellte. Die
Effekte zwischen den langeren aliphatischen Ketten und cGMP (1,8 uM 16 — 0,05 pM
L7c) bzw. cAMP (54,8 uM 1a — 0,63 uM L6a) waren am grofdten. Die acetylierten
Verbindungen wiesen tendenziell eine hohere scheinbare Affinitat auf, als die freie
Aminogruppe. Diese Verbesserung nimmt aber mit zunehmender Kettenlange ab,
sodass bei der Decylkette entweder kein signifikanter Unterschied (L6c — L7g)
erkennbar wurde oder sogar die freie Aminogruppe eine hohere scheinbare Affinitat
(0,63 uM L6A — 2,3 uM L74) zeigte. Zusammenfassend Iasst sich behaupten, dass fast
alle Derivate starkere Agonisten waren als die nativen zyklischen Nukleotide,
ausgenommen L2a am Homotetramer, welches partialagonistische Wirkungen zeigte.
Zudem fuhrte eine Verlangerung der Kette zu einem geringeren ECso-Wert unabhangig
von einer Ladung. Ahnliche Verlaufe zeigten sich beim heterotetrameren
CNGA2:A4:B1b-Kanal. Hier stieg die scheinbare Affinitat mit zunehmender
hydrophober Kettenlange und der grofdte Effekt war beim 8-(Ac)ADT-cAMP (L7 - 0,47
puM) im Vergleich zu 1a erkennbar.

Bereits die kleinste Kette des acetylierten Aminoethylthio-cNMP (L3aG) zeigte an
beiden lonenkanaltypen eine Verbesserung der scheinbaren Affinitat im Vergleich zu
den nativen Liganden (1ac). Ein weiterer positiver Effekt zeigte sich durch die
Verlangerungen um weitere vier Kohlenwasserstoffeinheiten zum acetylierten
Aminohexylthio-cNMP (L5a/c) bzw. um acht C-Atome (Aminodecylthio-cNMP — L7a/G)
dar. Die groRite Abnahme des ECso-Wertes erfolgte somit von 54,8 yM (1a) auf
0,63 UM (L6a) beim homotetrameren CNGA2-Kanal.
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Abbildung 19. Effekte der aliphatischen hydrophoben cNMP-Derivate als ECs,-Werte an
den CNG-Kanalen. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit cGMP-
Derivaten. C) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cAMP-Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit
cGMP-Derivate. Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum
nativen cNMP 16 (p <0.01). Alle Verbindungen auf3er L2, sowie L2z am Heterotetramer
zeigen Uber beide olfaktorische CNG Kanale einen verringerten ECso-Wert. Dabei zeigen
einige Moleklle keine Signifikanz (L34, L2g, L4c am Heterotetramer). Besonders die langeren
Linkerketten (L5ac-L7ac) besitzen eine erhdhte scheinbare Affinitat. L2a am Homotetramer
und L6 am Heterotetramer stellen Partialagonisten dar (¥). Modifiziert nach Otte et al., 2018.

5.3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung verschiedener

aliphatischer Kohlenwasserstoffketten mit Heteroatomen an Position 8

Um die Befunde weiter systematisch zu belegen, wurden die verschiedenen Kohlen-
wasserstoffketten zum Teil mit Heteroatomen, wie Sauerstoff und Stickstoff,
substituiert und an der Position 8 der Nukleobase gekoppelt (Tab. 2 L8 — L11). Die
elektrophysiologische Charakterisierung erfolgte am CNGA2- sowie CNGA2:A4:B1b-
Kanal (Abb. 20). Ein Vorteil solcher hydrophileren Linkerketten war die verbesserte
Loslichkeit im Vergleich zu den langergliedrigen aliphatischen hydrophoben
Linkerketten. Dazu wurde zum einen eine kleine Polyethylenglykol-Kette (PEG-Kette)
mit zwei Sauerstoffen substituiert (L8ac), zum anderen eine der Aminosaure
nachempfundene glycinahnliche Kette integriert (L10aG). 8-(Ac)APET-cNMP (L9a/G)
ist eine Mischform aus der kurzen Ethylkette (L2) und der Ethylenglycol-Kette (L8) und
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8-(Ac)AGGET-cNMP beinhaltet zwei Glycin-Motive (L11a:6). Zum Vergleich dienten
immer die beiden acetylierten aliphatischen Linkerverbindungen (L5a/c, L7a/c) mit den
geringsten ECso-Werten (Abb. 20).

Zwar konnte die Loslichkeit durch die eingebauten Heteroatome verbessert werden,
jedoch fuhrten die hydrophileren Ketten nur teilweise zu einer Verbesserung der
scheinbaren Affinitat. Allein am homotetrameren CNGA2-Kanal gab es Reduktionen
der ECso-Werte von 1,8 uM (1g) auf 0,55 (L8g); 0,52 (L9a); 0,34 (L10c) und 0,33 uM
(L11c) bzw. von 54,8 uM (1a) auf 24,9 (L8a); 46,2 (L9a); 34,3 (L10a) sowie 29,4 uM
(L11a). Beim heterotetrameren CNGAZ2:A4:B1b-Kanal ist die scheinbare Affinitat
entweder gleich oder es deutete sich ein Anstieg bei den ECso-Werten an, 1,1 uM (L8g,
L9c) und 1,0 (L11c) bzw. 6,0 (L84); 7,1 (L9a); 6,6 (L10a) und 5,1 uM (L114). Einzige
Ausnahme bildete das 8-(Ac)APET-cGMP (L10c) mit einer Abnahme des ECso-Wertes
von 1,3 uM (1) um mehr als die Halfte auf 0,63 pM.
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Abbildung 20. Effekte der aliphatischen hydrophoben cNMP-Derivate als ECs,-Werte
Werte an den CNG-Kanalen. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit
cGMP-Derivaten. C) CNGA2:A4:B1b mit cAMP-Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b Kanale mit
cGMP-Derivate. Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum
nativen cNMP 146 (p < 0.01). Alle hydrophilen Verbindungen zeigen Uber beide olfaktorischen
CNG Kanale einen erhdhten ECso-Wert als L5x und L7x. Dabei liegt die scheinbare Affinitat
annahernd zu den nativen cNMP. Die Ausnahme bildet das Homotetramer mit den cGMP-
Derivaten sowie L10c am Heterotetramer mit signifikanten geringeren ECso-Werten.
Modifiziert nach Otte et al., 2018.
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5.3.3 Elektrophysiologische Charakterisierung aromatischer

Kohlenwasserstoffe an Position 8

Aufgrund der vorherigen Ergebnisse, wie der negative Einfluss von Heteroatomen in
der Linkerkette (L8-L10a/c) und der positive Einfluss eines Phenylringes (6ac) sollte
ein aromatischer Linker getestet werden. Dabei versprachen zwei verschiedene
Syntheserouten Erfolg. Zum einen wurde der Aromat direkt an das Nukleotid gekoppelt
(L12a/6), zum anderen wurde abermals eine Thiolgruppe (L13ac) dazwischen
eingefigt. Auch hier wurden der beste aliphatische Alkyllinker als Vergleich mit
aufgeflhrt (Abb. 21), jedoch mit der freien Aminogruppe (L6ac), da die aromatischen
Derivate ebenfalls als freie Amine synthetisiert wurden (Tab. 2 L12 — L13). Dabei |asst
sich im gesamten Quadrupel (Abb. 21) erkennen, dass die Verbindung mit einer
Thiolgruppe wesentlich affiner war als ohne Thiolgruppe. Zudem waren die Derivate
am heterotetrameren CNG-Kanal haufig Partialagonisten (Ausnahme: L13c),
wohingegen am homotetrameren lonenkanal keine Beeintrachtigungen zu beobachten
waren.

Bemerkenswert war, wie empfindlich die Bindedomanen der Kanale auf verschiedene
Liganden ansprachen. Als bestes Beispiel diente die Phenyl-Substitution am cGMP.
6c und L12c ahneln sich strukturell sehr stark und unterscheiden sich nur im
Vorhandensein eines Schwefel- und Halogenatoms im Vergleich zur direkten
Verbindung vom Aromaten an das Nukleotid, gefolgt von einer Linkerkette. Der
Unterscheid dieser Verbindungen in der scheinbaren Affinitat betrug jedoch mehr als
eine Zehnerpotenz (0,07/0,06 bzw. 2,3/7,6).
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Abbildung 21. Effekte der aliphatischen hydrophoben cNMP-Derivate als ECs,-Werte an
den CNG-Kanalen. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit cGMP-
Derivaten. C) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cAMP-Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit
cGMP-Derivate. Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum
nativen cNMP 1ac (p <0.01). Alle aromatischen Verbindungen zeigen Uber beide
olfaktorischen CNG Kanale einen hdheren ECso,-Wert als L6ac. Zudem ist der Schwefel
(L13ac) essenziell wichtig im Vergleich zu L12ac fUr eine verbesserte scheinbare Affinitat.
Modifiziert nach Otte et al., 2018.

5.3.4 Kinetische Charakterisierung von 1 und L5¢

Wie bereits in Abbildung 13 (KAPITEL 4.3.4) beschrieben, wurde die Bestimmung von
Aktivierungs- und Deaktivierungszeitkonstanten (ta bzw. td4) mit Hilfe eines Theta-
Glases durchgefuhrt. Der schnelle Konzentrationssprung erfolgte von 0 uM zur
gewlnschten Konzentration und wieder zurlck. Fur diese anspruchsvollen
Messungen wurde einer der besten Linker und potenzielle Verbindung flr eine
Kopplung mit einem Farbstoff ausgewahlt. Das 8-(Ac)AHT-cGMP (L5c) wurde im
Vergleich zum cGMP an den CNGA2- und CNGA2:A4:B1b-Kanalen vermessen.
Abbildung 22A und D zeigen die Uberlagerung der Kinetiken der beiden Liganden (1
- L5c). Wie zu erwarten war, unterschieden sich die Aktivierungszeitkonstanten der
beiden Liganden nach Sprung auf 10 uM nicht wesentlich voneinander. Nach wenigen
Sekunden sprang die Konzentration auf 0 uM zurick und es wurden deutliche

Differenzen in der Deaktivierungszeitkonstante kenntlich.
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Die Abbildungen 22B + C bzw. E + F reprasentieren die Abhangigkeit von taa zur ent-
sprechenden Konzentration am Homo- bzw. Heterotetramer. Die Aktivierungszeit-
konstanten (ta — Abb. 22B + E) unterschieden sich in hoheren Konzentrationen > 1 yM
nur in einem sehr engen Bereich zwischen 0,05 - 0,5 s und erwiesen keine eindeutigen
Unterschiede in der Aktivierung zwischen 16 und L5c. Konzentrationen unter 1 yM
zeigten kleine Abweichungen und verlangsamten die Werte der Aktivierungszeit-
konstante auf bis zu 2,1 s. Ein grof3erer Unterschied wurde deutlich bei der Deakti-
vierungszeitkonstante des L5c im Vergleich zum 16 am CNGA2-Kanal (Abb. 22C). Der
Wert 14 verlangsamte sich im Mittel um circa das Funfzehnfache des nativen cGMPs

uber alle Konzentrationen.
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Abbildung 22. lonenkanalaktiverung und -deaktivierung der olfaktorischen CNG-
Kanale. Verschiedene Liganden mit unterschiedlichen Konzentrationen koénnen auf
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken durch sehr schnelle Springe zweier Losungen
(Ligand- + Kontrolllésung) in einer piezo-gesteuerten Thetaglas-Pipette untersucht werden.
Uberlagerung der normierten Stréme eines reprasentativen hydrophoben aliphatischen
cGMP-Derivat (L5c) und nativem cGMP (1g) am CNGA2 Kanal (A) bzw. am Heteroteramer
(D). B) + E) zeigen die Aktivierungszeitkonstante, C) + F) zeigen die Deaktivierungs-
zeitkonstante der beiden olfaktorischen CNG-Kanale durch Konzentrationsspriinge.
Modifiziert nach Otte et al., 2018.
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Ebenfalls beim heterotetrameren CNG-Kanal verlangsamte sich die Deaktivierungs-
zeitkonstante bei allen Konzentrationen im Vergleich zu 16. Zwar sind an diesem Kanal
die Effekte nicht so stark ausgepragt, jedoch unterscheiden sich die ECso-Werte (16
1,3 UM — L5 0,23 uM) ebenfalls nicht so stark wie beim CNGA2-Kanal (1,8 yM—
0,08 uM). Daraus resultierte, dass L5z in den CNBDs der regulatorischen
Untereinheiten A4 sowie B1b des heterotetrameren Kanals eine geringere Verweil-
dauer besal als in den CNBDs der Untereinheit CNGA2.

Als Konsequenz dieser Versuche ergab sich, dass die Aktivierungszeitkonstanten mit
einer Linkerkette (wie mit L5c nachgewiesen), sich annahernd gleich zum cGMP (1)
verhielten. Die Deaktivierungszeitkonstanten waren hingegen signifikant erhoht. Dies
hatte Auswirkungen auf die Dissoziationskinetik, was wiederum eine langere
Verweildauer in der CNBD zur Folge hat und eine Ursache fir die erhdhte scheinbare

Affinitat war (siehe KAPITEL 5.3.1).

5.4 Substitution der cNMP mit Linker und Farbstoff

Wie sich bereits im KAPITEL 5.3 SUBSTITUTION DER CNMP MIT LINKERKETTE herausstellte,
wurden positive Effekte mit langeren aliphatischen Kohlenwasserstoffketten beob-
achtet. Ebenfalls zeigten Messungen anderer Wissenschaftler in der Arbeitsgruppe
Benndorf, dass mit einem langeren Linker fur das fcAMP, also ein Wechsel von einer
Ethyl- zu einer Hexylkette, die Affinitat des Liganden gesteigert werden konnte (Nache
et al. 2016). In dieser Arbeit wurde jedoch keine vollstindige Konzentrations-
Aktivierungsbeziehung erhoben.

Diesbezuglich wurde systematisch der Einfluss verschiedener Linkerlangen der
fluoreszierenden Nukleotide auf das Aktivierungsverhalten untersucht. Zum einen
wurden die bekannten fluoreszierenden Nukleotide (fcAMP und fcGMP) mit Hexylkette
verglichen. Zum anderen sollte die Abhangigkeit der Affinitat in Bezug auf die Wahl
des Farbstoffes beobachtet werden. Woraufhin die Farbstoffe DY547P1 und Cy3Me
mit einer ahnlichen Cyanstruktur (siehe Abb. 23) an Linker mit ahnlicher Lange
gekoppelt wurden. Des Weiteren sollten Effekte von anderen Farbstoffstrukturen
(Rhodamine oder Rylene) beobachtet werden. Eine Ubersicht zu den fluoreszierenden
Liganden bietet Tabelle 3 und zu den chemischen Strukturen der Farbstoffe die
Abbildung 23.
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Tabelle 3. Schematische Darstellung der fluoreszierenden Liganden. Namen und
Strukturen der verwendeten zyklischen Nukleotid-Derivate, Linkerketten und Farbstoffe
(chemische Strukturen siehe Abb. 23). Fx-Index bedeutet cAMP- (a) oder cGMP- () Derivate.
Modifiziert nach Otte et al., 2019.
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Abbildung 23. Schematische Darstellung der Farbstoffstrukturen. Chemische Struktur
der verwendeten Farbstoffe der fluoreszierenden Liganden. Die Farbstoffe wurden durch die
Linkerkette an die Position 8 der cNMP gekoppelt. Modifiziert nach Otte et al., 2019.
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5.4.1 Elektrophysiologische Charakterisierung des Einflusses der
Linkerlange auf die Liganden-Rezeptor-Interaktion

Um die zum gréften Teil neu synthetisierten Derivate zu testen, wurde wie bereits in
den vorherigen Kapiteln die inside-out Patch-Clamp Konfiguration angewendet. Dabei
sollte zu Beginn ein moglicher Linker-Effekt getestet werden (Abb. 24). Zudem sollte
eine mdgliche Alternative fur den Farbstoff DY547, welcher nicht mehr kommerziell
erhaltlich ist, entwickelt und charakterisiert werden. Aus diesem Grund wurden einige
strukturell verwandte Farbstoffe der Cyanin-Gruppe getestet. Dazu zahlen das
DY547P1 (Dyomics, Jena, Dtl.) und das Cy3Me (Lumiprobe, Hannover, Dtl.), welche
an die Ethyl- bzw. an die Hexyl-Kette uber die Aminogruppe gekoppelt wurden. Zum
Vergleich sind die Nukleotide, die nur mit dem Linker substituiert waren, L5ac und
L7, in Abbildung 24 mitangeflhrt.

Am Beispiel des homotetrameren CNGA2 mit den cAMP-Derivaten wird erkennbar,
dass die Farbstoffe die scheinbare Affinitat beeinflussen. Dabei zeigte F2a einen sehr
hohen ECso-Wert, der auf 271 yM abgeschatzt wurde. Beim Fitten wurde ein voller
Agonist angenommen und somit auf den Wert 1 extrapoliert. Anhand wirtschaftlicher
Grinde, wie die Kosten fur Synthese groRerer Mengen und hoher Substanzverbrauch,
konnte diese Annahme nicht geprift werden. Weitere Liganden mit einer Ethylkette
aber langeren Gesamtlinker prasentierten geringere ECso-Werte (F4a - 60,8 uM bzw.
F6a 10,5 pM). Die fluoreszierenden Liganden (F3a, F5a, F7a) mit einer Hexylkette
wiesen alle eine ahnliche Affinitat auf (5,2 yM — 7,4 uM).

Bei den fluoreszierenden cGMP-Derivaten fuhrte das Einfuhren der Linker an
Position 8 des zyklischen Nukleotids zu einer Verringerung des ECso-Wertes. Dieses
Phanomen wurde bereits bei den reinen aliphatischen Linkerketten (L2 — L11c)
beobachtet. Dort lagen die ECso-Werte der Ethyl-Linker (F2g, F4c, F6c) bei ca. 1 uM
auf einem ahnlichen Niveau sowie die Werte der Hexyl-Linker zwischen 0,09 —
0,21 uM (F3a, F5c, F7G) annahernd eine Zehnerpotenz niedriger. Im Vergleich zum
unmarkierten cGMP (1) wird mit dem 8-[DY547]-AHT-cGMP (F3g) eine Verbesserung
der scheinbaren Affinitat um das Zwanzigfache erreicht.

Ein vergleichbares Muster der ECso-Werte wurde auch mit den Verbindungen am
heterotetrameren CNGA2:A4:B1b (Abb. 24C, D) erreicht. Zusammenfassend lief3 sich
eine signifikante Verbesserung der scheinbaren Affinitdt an den lonenkanale durch die
Hexyl-Kette erreichen und der bisher verwendete DY 547 zeigte tendenziell die hdchste
scheinbare Aktivitat im Quadrupel-Vergleich (Abb. 24A - D). Jedoch konnte der

Farbstoff nur anndherungsweise adaquat ersetzt werden.
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Abbildung 24. Effekte der konventionellen cyanin-dhnlichen, fluoreszierenden cNMP-
Derivate als ECs;-Werte Werte an den CNG-Kanidlen. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-
Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit cGMP-Derivaten. C) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cAMP-
Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cGMP-Derivaten. Die Linkerlange gibt die Anzahl der
Atome, vom Schwefelatom bis zum letzten Atom vor dem Fluorophor, an (Anhang — Abb. 36).
Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum nativen cNMP 146
(p < 0.01). Alle fluoreszierenden Verbindungen verlieren an Potenz im Vergleich zum reinen
Decyllinker (L7ac) Jedoch nahern sich Liganden mit langerer Gesamtlinkerlange dem
Hexyllinker (L5a/c) stark an. Modifiziert nach Otte et al., 2019.

5.4.2 Elektrophysiologische Charakterisierung weiterer Farbstoffe an

Position 8
Zusammenfassend aus den vorherigen Resultaten (KAPITEL 5.4.1) war der Austausch
mit einem anderen Cyanin-Farbstoff mdglich, jedoch stellte der Farbstoff einen
moglichen Einfluss auf die Affinitat dar. Um die Suche nach einer besseren Alternative
weiter voranzutreiben, wurden andere Farbstoffgruppen, wie rigidisierte Cyanine
(Cy3B, GE Healthcare (Freiburg, Dtl.), Rhodamine (DY557, Dyomics, Jena, Dtl.) oder
Perrylene (Institut fir Organische und Makromolekulare Chemie, FSU Jena, Dtl.),
verwendet (Tab. 3 + Abb. 23). Zusatzlich zu den elektrophysiologischen Messungen
wurden die fluoreszierenden Verbindungen auf die Eigenschaft der Helligkeit

Uberpruft. Dies stellte ein weiteres Selektionskriterium dar.
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Aufgrund der unterschiedlichen Linkerlangen, die die Farbstoffe bereits enthielten
(Abb. 23), wurden die Kettentypen so variiert, dass die Gesamtlange zwischen 10 bis
16 Atomen lag. Dabei wurde vom Schwefelatom bis zum letzten Atom vor dem
Fluorophor gezahlt (siehe Anhang — Abb. 36). Als Vergleich (Abb. 25) dienten wieder
die Linkerverbindungen L5a und L7A sowie der bisher affinste fluoreszierende Ligand
(F3aG).

Ebenfalls sollten an dieser Stelle am homotetrameren CNGA2-Kanal die scheinbaren
Affinitaten der cAMP-Derivate als erstes erlautert werden (Abb. 25A), da ein potenter
fluoreszierender Ligand fur cPCF-Messungen fehlt. Es ist wunschenswert einen
Liganden mit einer ECso-Konzentration unter 5 yM zu finden. Erfolgsversprechend
waren dabei die Derivate mit Cy3B mit ECso-Werten von F8a-2,8 yM bzw. F9a -
1,8 uM. Signifikante Unterschiede zu 1A gab es bei den Derivaten mit DY557 (F10a -
51,9 uM bzw. F11a - 46,2 pM) nicht.

Bei den weiteren fluoreszierenden cGMP-Verbindungen stellten alle funf Substitu-
tionen (F8c- F12:) gleichermalien einen Anstieg der scheinbaren Affinitat zum nativen
cGMP dar und lagen mit einem ECso-Wert von 0,26 — 0.58 uM etwas Uber den Werten
der Cyanin-Derivate mit Hexyllinkern (F3g, F5c, F7c). Antithetisch zu den bisherigen
Ergebnissen waren die Effekte der langeren Linker (F9s, F11c) im Vergleich zu den
entsprechenden kurzen Kettenderivaten (F8g, F10c), sodass eine langere Linkerkette
keinen Vorteil (F9c - F10c) bzw. einen Nachteil (F10c - F116) auf die Affinitat brachte.
Ein ahnliches Bild mit vergleichbaren scheinbaren Affinitdten zeigte sich beim
heterotetrameren CNGA2:A4:B1b (Abb. 25C + D). Die Verbindungen mit Cy3B (F8a +
F9a) zeigten signifikante Unterschiede; DY557 (F10a + F11a) aber keine deutlichen
Veranderungen zum endogenen Liganden. Ebenfalls waren hier die Ergebnisse der
Linkerlangen der cAMP-Derivate kontrovers zu den cGMP-Derivaten.

Das PDI wurde aufgrund der schlechten Ergebnisse als cGMP-Derivat (F12c —
0,36 uM bzw. 0,24 uM), dem geringen Hill-Koeffizienten (< 2) und der schlechten
Auswaschbarkeit, nicht in der cAMP-Reihe synthetisiert.

Zusammenfassend sind die Affinitaten der 21 fluoreszierenden Liganden heterogen
verteilt, sodass Nukleotid, Linkerkette und Farbstoff jeweils einen wesentlichen
Einfluss auf die scheinbare Affinitat der Liganden auslibten und die Kombinationen
immer Uberprift werden mussten. Zu alledem waren die meisten Verbindungen

Vollagonisten an den olfaktorischen CNG-Kanalen (Ausnahme: F6a).
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Abbildung 25. Effekte weiterer fluoreszierender cNMP-Derivate als ECs,-Werte an den
CNG-Kanidlen. A) CNGA2-Kanale mit cAMP-Derivaten. B) CNGA2-Kanale mit cGMP-
Derivaten. C) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit cAMP-Derivaten. D) CNGA2:A4:B1b-Kanale mit
cGMP-Derivate. Markierung (*) bedeutet signifikante Unterschiede der ECso-Werte zum
nativen cNMP 16 (p < 0.01). Auch hier verlieren fast alle fluoreszierenden Verbindungen an
Potenz im Vergleich zum reinen Decyllinker (L7ac) Jedoch bildet F9a keine signifikanten
Unterschiede zu L7 und stellt somit einen neuen interessanten Liganden dar. Modifiziert nach
Otte et al., 2019.

5.4.3 Optische Charakterisierung der fluoreszierenden Liganden (cPCF)
5.4.3.1 Simultane Messung von Bindung und Aktivierung

Eine Voraussetzung fur direkte Bindungsmessungen, wie zum Beispiel mit PCF, sind
unter anderem fluoreszierende Liganden. Bezogen auf die fluoreszierenden cNMPs
wurde die Bindung an die Bindestelle des lonenkanals parallel zu dessen Aktivierung
detektiert. Hierbei wurde sowohl die Intensitat der Fluoreszenz als auch die Strom-
antwort am CNGA2-Kanal bei unterschiedlichen Konzentrationen und einer Spannung
von +10 mV bestimmt und in Beziehung gesetzt (Abb. 26). Bei diesem Versuchs-
aufbau konnten bisher nur die fluoreszierenden cGMP-Derivate verwendet werden, da
die Detektion der sattigenden Konzentration unter 25 yM liegen muss, welches bei den

fluoreszierenden cAMP-Derivaten bisher nicht moglich ist.
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Die vier getesteten Liganden (F2s, F4c, F8c, F10c) zeigten ahnliche
Konzentrationsabhangigkeiten der Bindung und Aktivierung. Dabei wiesen der
Bindungs- und Aktivierungsgraph unterschiedliche Anstiege auf, beschrieben mittels
Hillkoeffizient (H). Diese Unterschiede flhrten zur charakteristischen Uberschneidung
des Bindungsgraphens mit dem Aktivierungsgraphen im unteren Konzentrations-
bereich und die Aktivierung stieg erst bei hoheren Konzentrationen an, jedoch mit
einem steileren Anstieg. Diese paradoxe Beobachtung konnte mit komplexen
Modellen bereits im Jahre 2007 fir fcGMP (F2c) mithilfe einer Beschreibung des C4L-
Modells erklart werden (siehe KAPITEL 2.3.2). Dabei sei noch einmal darauf
hingewiesen, dass ebenfalls die drei anderen fluoreszierenden Liganden diese
Eigenschaften aufwiesen und diese unabhangig von der Linkerlange oder des
Farbstoffes waren. Somit ist ein Einfluss der fluoreszierenden Liganden auf die
Kooperativitdt des Kanals sehr unwahrscheinlich. Besonders im niedrigen
Konzentrationsbereich (F/Fmax < 0,2) war die Bindung zum Teil gleich oder sogar leicht
erhoht. Erst danach stieg die Aktivierung steiler und die Bindung folgte mit einem
flacheren Verlauf. Zudem zeigten die vier Derivate ahnliche Effekte wie in den
einfachen elektrophysiologischen Messungen (vgl. KAPITEL 5.3.1 + 5.3.2), sodass die
gleiche Reihenfolge von Bindung (BCso) und Aktivierung (ECso) beobachtet wurde
(F4c > F2G > F8c = F10c). Der beste Binder (0,63 uM) und zugleich der beste Aktivator

(0,52 pM) der vier getesteten fluoreszierenden Liganden am CNG-Kanal ist das F10a.

5.4.3.2 Vergleiche der Helligkeit der Liganden am Patch

Bei den vorangegangenen Experimenten (KAPITEL 5.4.3.1) zur Erstellung der
Bindungskurven wurden Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat der verschiedenen
Derivate festgestellt. Um dies unter konfokalen Bedingungen am LSM zu verifizieren,
wurden die Liganden F2c, F4c, F8c und F10c an demselben Patch unter gleichen
Messbedingungen in cPCF-Experimenten getestet (Abb. 27A). Dabei wurde
erkennbar, dass bei gleicher Konzentration der Liganden (10 uM) unterschiedliche
Intensitaten in der Badlésung (Bereich vor der Pipette) detektiert wurden. Der
Referenzfarbstoff DY647 wurde bei allen Losungen mit einer Konzentration von 5 yM
hinzugeflgt und zeigte innerhalb des Rauschens identische Fluoreszenzintensitaten
(hellere Graphen — Abb. 27B), was als interner Standard einen systematischen Fehler

am Mikroskop bei der Losungszubereitung ausschlief3t.
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Tabelle 4. Nennungen der ECso-, Aktivierung Bindung

BCso-, Hill-Werte fiir die in Abb. 26 - -
dargestellten Liganden. ECso [uM] alll BCso [uM] )
F2; 1,08 1,88 1,70 1,25
F4; 1,65 1,92 2,24 1,49
F8g 0,54 2,94 0,64 1,71
F104 0,52 1,71 0,63 1,60

Daraufhin wurde die Helligkeit der Liganden am Patch beobachtet. Ein verwendeter
fluoreszierender Ligand sollte nicht von der Umgebung beeinflusst werden und somit
unabhangig von der Losung oder der Bindestelle des Zielproteins sein. Alternativ kann
der Ligand in gebundener Form heller sein, wenn der Mechanismus des Quenchens
bekannt ist und die Affinitat dadurch nicht beeinflusst wird. Um die Helligkeit der vier
Liganden im gebundenen Zustand zu vergleichen, wurden die Verbindungen an
demselben Patch bei sattigender Konzentrationen (10 uM) vermessen. Der Vortell
gegenuber den Konzentrations-Bindungsbeziehungen, bei denen die Liganden an
unterschiedlichen Patches detektiert und normiert wurden, ist bei Messungen an
einem Patch die Vergleichbarkeit der Helligkeit bei gleichen Messbedingungen, wie
Patchgrolie, Fokuslage und Expressionsdichte. Deswegen wurde das Fluoreszenz-
signal bzw. die Bindung fir sattigende Konzentrationen (10 uM) in Bezug auf F2c und
in Abbildung 27C dargestellt. Es wurden signifikante Unterschiede zu F8c und F10c
beobachtet. Der Farbstoff Cy3B wies eine annahernd zweimal starkere Helligkeit am

lonenkanal auf als die beiden Cyanin-Farbstoffe.
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Abbildung 27. Helligkeit der fluoreszierenden Liganden. A) Reprasentative Bilder einer
Messung bei 10 uM. B) Profilverlauf entlang der weif3en Linien von A. Hellere Linien zeigen
die Fluoreszenzsignale des Referenzfarbstoffes (DY647 — 5 uM). Dunklere Linien zeigen die
Liganden mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten. C) Balkendiagramm der relativen
Helligkeiten in gebundenem Zustand von F2g, F4g, F8c und F10s bei 10 uM am CNGA2-
Kanal. Alle vier Liganden wurden an den gleichen Patchen getestet. Dazu wurde die
Fluoreszenzintensitat ins Verhaltnis zu F2¢ gesetzt. Fehler als SEM. ** p < 0,05; *** p < 0,01.
Modifiziert nach Otte et al., 2019.

5.4.3.3 Vergleiche der Fluoreszenzspektren der Liganden am Patch

Bei dem GroRRenverhaltnis von Ligand zu Fluorophor wird deutlich, dass der Farbstoff
oft groRer und lipohiler ist. Dies trifft ebenfalls auf die in dieser Arbeit verwendeten
Farbstoffe im Vergleich zu den kleineren zyklischen Nukleotiden zu. Zudem besitzen
die Fluorophore funktionelle Gruppen, die mogliche Interaktionen mit dem Zielprotein
ausléosen konnen. Damit einhergehend wirde auch das fluorophore System
beeinflusst werden und zu unvorhersehbaren spektraloptischen Eigenschaften fihren.
Damit verbunden mussten verschiedene optische Filter sowie Detektoren verwendet
werden. Bei starken Veranderungen der Eigenschaften durch viele Interaktionen mit
Erhdhung der scheinbaren Affinitdt ohne ordnungsgemafle Bindung an der
Bindestelle, mUssten diese Farbstoffe gegebenenfalls ausgeschlossen werden.

Die Messungen der Fluoreszenzspektren wurden am konfokalen Fluoreszenz-

mikroskop durchgefihrt und dabei das emittierte Licht spektral aufgeldst. (siehe
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KAPITEL 4.5 und Abb. 15) Hierbei wurden Spektren des freien Farbstoffes in freier
Lésung (Badlésung) vor der Pipette mit dem Signal am Patch verglichen. Letzteres ist
ein Konvolut aus gebundenem und geringem Anteil an freien Liganden. Ursachlich
daflr ist das etwas grofliere konfokale Volumen im Verhaltnis zur Membrandicke. Die
moglichen Veranderungen sind eine Abschatzung der realen Veranderungen, wobei
der Fehler bei der hohen verwendeten lonenkanalexpression eher gering ausfallt.
Eine mogliche Wechselwirkung zwischen Fluorophor und Protein kann sich in einer
Verschiebung der Spektren am Patch und freier Losung (Badldsung) zeigen, wenn die
Energie des Elektronensystems ausreichend beeinflusst wird. Jedoch zeigten sich bei
allen vier fluoreszierenden Liganden kaum Unterschiede. Besonders bemerkenswert
waren die deckungsgleichen Spektren des fcGMPs (F2g) in Loésung und am Patch.
Unter der Annahme, dass das Anregungs- und Absorptionsspektrum (F2c) identisch
sind, wurde eine Stokes-Verschiebung von 11 nm beobachtet. Die groflten
Verschiebungen im Emissionsmaximum und -spektrum sind bei Cy3B erkennbar,
jedoch ist der Unterschied zu gering, um eine Unterscheidung von Stokes-
Verschiebung oder Wechselwirkung zu treffen. Fur andere Farbstoffe wurden bereits
Proteinkonjugate mit leichten Stokes-Verschiebungen beschrieben, aber stellten in
dieser Arbeit kein Ausschlusskriterium dar. Die beobachtete Stokes-Verschiebung war
6 bzw. 13 nm. Die grofdte Stokes-Verschiebung konnte jedoch bei dem Farbstoff
DY557 (F10c) mit 21 nm von 560 auf 581 nm ermittelt werden.
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Abbildung 28. Absorptions- und Fluoreszenzspektren. Messungen der fluoreszierenden
Liganden F2g, F4¢, F8c und F10¢ in Pufferlésung und am homotetrameren CNGA2-Kanal.
Dazu wurde auf die héchste Intensitat des jeweiligen Liganden normiert. Fehler als SEM.

Tabelle 5. Nennungen der Absorptions- und Absorption |Badlésung| Patch

Fluoreszenzmaxima der fluoreszierenden (Amax M) | (Amax nm) | (Amax M)

Liganden. F2o 554 565 565
F4dg 552 565 565
F8c 562 568 575
F10¢ 560 581 581

5.5 Hill-Koeffizienten

Die Hill-Koeffizienten sind ein grobes, aber schnell ermitteltes Mal} der Kooperativitat
der Untereinheiten. Um zu testen, ob es Hinweise auf eine unterschiedliche Koopera-
tivitat der lonenkanale bei Aktivierung durch die verschiedenen Liganden gibt, wurden
die gefitteten Hill-Koeffizienten verglichen. Dafir wurden zusammenfassend eine
Ubersicht der Ergebnisse mittels Box-Plots (Abb. 29), bzw. die Tabellen des Anhanges
(ANHANG TAB. 7 + 8) erstellt. Die einzelnen Hill-Koeffizienten der Derivate, die bei

cAMP und cGMP und an beiden lonenkanalen vermessen wurden, wurden
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zusammengetragen. Nicht berucksichtigt wurden die Hill-Koeffizienten fur die
Liganden 4a, 7a und F12c, weil diese drei Derivate nicht als 46 und 7¢ bzw. F12a
synthetisiert wurden. Die Hill-Koeffizienten der cAMP- und cGMP-Derivaten wichen
geringflugig von denen der endogenen Liganden ab, mit der Ausnahme der cGMP-
Derivate am Heterotetramer (Derivate - 1,94 bzw. cGMP - 2,58). Dies verdeutlichen
die blauen Vierecke als Mal fur die Hill-Koeffizienten der nativen Liganden (Abb. 29A).
Die dunnen Linien innerhalb und der Zahlenwert oberhalb der Box-Plots re-
prasentieren den Mittelwert der Hill-Koeffizienten der Derivate. Zudem wurden beim
homotetrameren CNGA2-Kanal signifikante Unterschiede der cAMP-Derivate (2,20)
zu den cGMP-Derivaten (2,70) beobachtet, ahnlich den Werten fir die nativen
Liganden cAMP (2,16) und cGMP (2,60). Bei den heterotetrameren CNG-Kanalen
zeigten besonders die cAMP-Derivate (2,24) eine Erhdhung des Koeffizientens zum
Vergleich von cAMP (2,14). Kontrar verhielten sich die cGMP-Derivate (1,94), die
besonders bei den Linkerverbindungen (Anhang Tab. 7 + 8) sowie im gesamten
Vergleich eine starke Verringerung des Hill-Koeffizienten in Beziehung zum cGMP
(2,58) herbeifuhrten. Somit hatten die Veranderungen am cGMP einen negativen
Effekt auf die scheinbare Kooperativitat.

Vergleiche zwischen den olfaktorischen Kanalen wiesen beim Homotetramer
annahernd gleiche Koeffizienten fir die cAMP-Derivate auf (2,20 bzw. 2,24), im
Gegensatz zu den cGMP-Derivaten mit einem signifikanten Unterschied zu Gunsten
des Homotetramers (2,70 bzw. 1,94). Dieser Unterschied muss auf die zwei unter-
schiedlichen Untereinheiten des Heterotetramers zurlickzufihren sein, denn diese
beiden Untereinheiten sind ebenfalls der Grund fir die erhdhte scheinbare Affinitat fir
cAMP am Heterotetramer (siehe KAPITEL 5.1). Bedenkt man nun, dass der Hill-
Koeffizient zur groben Abschatzung der Wechselwirkung der einzelnen Untereinheiten
zu einander steht, lassen sich anhand eines Liganden-Screening ebenfalls Aussagen
zur Beteiligung der verschiedenen Untereinheiten am Gating treffen. Diese wurden
bereits durch Mutationsversuche im lonenkanal (Nache et al. 2016) Uberpraft und
konnten nun ebenfalls durch verschiedene Liganden bestatigt werden. Somit wurden
durch die cAMP-Derivate die Interaktionen zwischen den verschiedenen Unter-
einheiten des heterotetrameren CNG-Kanals mehr geférdert als beim Homo-
tetrameren. Der Hill-Koeffizient am CNGAZ2-Kanal wird eher durch den affineren
Liganden cGMP erhdht.

Das unterschiedliche Gatingverhalten muss noch eingehender untersucht werden,
jedoch steht nun mit F94, ein Ligand zur Verfugung, mit dem die Bindung sowohl am
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hetero- als auch am homotetrameren CNG-Kanal beobachtet werden kann, was

wiederum wichtige Informationen bei der Erstellung eines Modells liefert.
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Abbildung 29. Effekt der Liganden auf den Hill-Koeffizienten. A) Zusammenfassung der
Hill-Koeffizienten (H) aller Liganden als Box Plot. Blauer Punkt reprasentiert H der endogenen
Liganden. Der Zahlenwert Uber der Box und die horizontale Linie in der Box reprasentieren
den Mittelwert der Derivate. Box-Plots der Hill-Koeffizienten der fluoreszierenden Liganden am
Homotetramer (B) und Heterotetramer (C). *p < 0,1 **p <0,05 ***p <0,01. Modifiziert nach Otte
et al., 2019.
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Bemerkenswert war ebenfalls, wie die lonenkanale auf die fluoreszierenden Derivate
verschiedener Linkerlangen reagierten. Als Beispiel dienten die fluoreszierenden
cAMP-Derivate an den CNG-Kanalen (Otte et al. 2019). Dabei unterschied sich der
Grofteil der fluoreszierenden Liganden mit kurzer Linkerkette von denen mit langeren
Linkerketten signifikant bei den Hill-Koeffizienten (Abb. 29B - C). Somit ist ein klarer
Einfluss der Linkerlange erkennbar und flhrt scheinbar zu einer Behinderung der
Kooperativitat zwischen den Untereinheiten, moglicherweise durch sterische
Behinderung durch den Farbstoff an der kurzeren Linkerkette. Die fluoreszierenden
cGMP-Derivate zeigten diese Korrelation jedoch nicht (ANHANG TAB. 7 + 8). Dort
schwankten die Hill-Koeffizienten in einem Bereich von 1,44 — 3,66, wobei auch hier

hohere Werte am Homotetramer erreicht wurden.

5.6 Dockingexperimente der Liganden

Um die unterschiedlichen scheinbaren und wahren Affinitdten in der Aktivierung
(KAPITEL 5.3 + 5.4) und der Bindung (KAPITEL 5.4.3) der verschiedenen Derivate naher
erlautern zu kdnnen, sollten Struktur-Wirkungsbeziehungen beschrieben und mogliche
Ursachen gefunden werden. Dabei waren wir die erste Gruppe in Kooperation mit der
AG Prof. Gohlke aus Dusseldorf, die ein Homologie-Modell in annaherungsweise
vollstandiger Lange des olfaktorischen homotetrameren CNGA2-Kanals erstellten
(Abb. 30A + C) und daran einige Dockingexperimente durchfihrten (Abb. 30D - G).
Dafur diente die Kryo-EM Struktur des TAX4-Kanals (PDB-Nr.: 5H30 - Li et al. 2017)
als Vorlage und wurde mit dem Swiss-Server* generiert. Abbildung 30A zeigt den
homotetrameren CNGA2-Kanal von 127 - 583 AS und die einzelnen vier Unterein-
heiten die symmetrisch zusammengelagert zu einer zentralen Pore assemblieren. Die
Untereinheiten sind besonders im intrazellularen Bereich stark mit einander verzahnt,
sodass sich diese gegenseitig beeinflussen. Zudem beinhaltet eine einzelne
Untereinheit die Transmembrandomanen (1-6 TMD) mit extrazellularen Schleifen und
einem Verbindungsstuck (C-Linker), welcher als Gatingring fungiert. Fur die
Dockingversuche diente die CNBD einer Untereinheit (Abb. 30C) als Proteinstruktur
zur Anlagerung des zyklischen Nukleotides oder dessen Derivate.

Als erstes sollten die endogenen Liganden in die Bindetasche der CNBD gedockt
werden. Bei diesen Dockingexperimenten entstanden verschiedene Bindeposen der
Liganden, d.h. verschiedene raumliche Orientierungen und Konformationen. Dabei
wurden die Posen mit dem haufigsten Vorkommen und der geringsten Bindungs-

energie als bestes Beispiel des jeweiligen Derivates selektiert und in den

*https://swissmodel.expasy.org/interactive 73



Abbildungen 30D - | dargestellt. Es ist zu beachten, dass diese Versuche mittels Holo-
Form der Proteine ermittelt und dadurch kleinere und strukturiertere Bindetaschen als
in der Apo-Form verwendet wurden. Die Apo-Form bildet eine raumgreifendere und
flexiblere Bindetasche, was moglicherweise die Zugangswege erleichtert. Nicht
wirksame Bindungsmodi mit sterischen Substituenten an den Liganden wuirden
eventuell trotzdem moglich sein.

Fur die Bindungen der zyklischen Nukleotide musste das Molekiil tief in das Protein
mit der Phosphatgruppe vordringen, um die typische Salzbricke mit dem Arginin 538
zu bilden. Diese Aminosaure (AS) ist sehr konserviert sowie verborgen (siehe
Oberflache der Untereinheit - Abb. 30D) und Mutanten dieser AS haben eine
verschlechterte Affinitat fir den Liganden. Darauffolgend ging auch die Ribose die
bekannten Interaktionen (G522, E523) ein, sodass der Zuckerrest und das zyklische
Phosphat fest mit der Bindetasche verbunden waren. Dartber bildete sich mehr Raum
fur die Purinbasen, sodass diese flexibler in der CNBD lagen und zum Teil
Interaktionen mit der C-Helix eingingen. Vorrangig lagen beide Nukleotide in
unterschiedlichen Konfigurationen vor. Das cGMP (grau) lag in der syn-Konfiguration
vor und wurde stabilisiert durch das Lysin (K582 - Abb. 30D). Das cAMP (dunkelrot)
wendete sich von der Phosphatgruppe ab und lag somit in der anti-Konfiguration vor.
Jedoch besitzt es eine geringere errechnete Bindungsenergie, was ein Hinweis auf die
geringe Bindungsaffinitdt und Aktivitat ist, welche in den vorausgegangenen
Experimenten gezeigt wurde. Diese grof3e raumliche Freiheit zeigte aber die
Maoglichkeit der Substitution der Nukleotide, sodass mit verschiedenen Kettenlangen
bestimmte chemische Gruppen aus der Bindetasche herausragen und die Purinbasen
dementsprechend positionieren konnten.

In diesem Fall wurde eine polare ungeladene Acetylgruppe (L5c) Uberprift, jedoch
konnten auch positiv geladene Amine (L4c) davon profitieren, da somit mdgliche
AbstoRungen durch positiv geladene Aminosauren (K486, K533, K582) verhindert
werden konnten (vgl. Otte et al. 2018). Eine langere hydrophobe Alkylkette hatte
zudem einen weiteren Vorteil, welcher durch das Docking mit dem 8-Br-cGMP
verdeutlicht wurde (Abb. 30E). Hierbei konnte beobachtet werden, dass sich die
zyklischen Nukleotide mit der Purinbase direkt in einer hydrophoben Umgebung
befanden, was als dunkle Oberflachen der beteiligten Aminosauren (V503, L515,
F521, 1524, 1542, 1579) dargestellt wurde. Somit wird klar, wie wichtig der polare
Phosphat- und Zuckerrest flir die enthalpische Bindung ist und die hydrophoben
Substitutionen (Br-Atom, Alkylketten, 7-CH-cAMP (2a), Chlor-Phenylthio-Derivate
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(6a/c)) entropische Effekte haben. Bei den Linker-Verbindungen kommt hinzu, dass
keine einheitliche Konfiguration vorherrschte (Abb. 30F). Mehrere Experimente
zeigten unterschiedliche Orientierungen des Liganden, sodass in Abbildung 30F die
syn und anti-Konfiguration dargestellt wurde. Diese Flexibilitdt war vorteilhaft fur die
fluoreszierenden Liganden, da somit die anti-Konfiguration bevorzugt eingenommen
werden konnte (Abb. 30G). In dieser Form schlangelte sich der Linker aus der
Bindetasche zwischen den pB-Faltblattern und der C-Helix hindurch, hin zum
Intrazellularraum. Somit konnte der Linker den Farbstoff fern von der CNBD halten,
umso negative Einflisse zu minimieren (Abb. 30G). Der genauere Blick auf die
Interaktionen (Abb. 30H) zeigte die groRe Ubereinstimmung der Wechselwirkungen
verglichen zum nativen cGMP. Interaktionen mit Linker und Farbstoff konnten eben-
falls festgestellt werden, sind aber bei den generierten anderen Posen nur selten auf-
getreten und somit nicht vorrangig an der Bindung beteiligt. Sie sind aber maoglicher-
weise fur die kurze Stokes-Verschiebung bei F8c verantwortlich (KAPITEL 5.4.3.3).

Um die ahnlichen Effekte der Liganden an den unterschiedlichen Untereinheiten und
Proteinen zu erklaren, wurden ebenfalls von CNGA4 und CNGB1b Homologie-Modelle
erstellt und mit der Kristallstruktur des Maus-HCN2 (Zagotta et al. 2003) verglichen
(Abb. 30I). Dabei ist eine hohe Similaritat zwischen den einzelnen CNG-Untereinheiten
(RMSD < 0,11 A) mittels PyMol1.8® beobachtet worden, aber auch zur HCN-CNBD
bestehen groRe Ahnlichkeiten (RMSD < 0,9 A). In allen vier Féllen wurde das cGMP
gedockt (CNG-Untereinheit) oder aus der Kristallstruktur (HCN2-Kanal) enthommen.
Dabei sind besonders auffallig die Bereiche der C-Helix (aC), die besonders beim
HCNZ2-Kanal etwas enger am Nukleotid war und die 34-p5-Schleife beim HCN2-Kanal,
die kurzer im Vergleich zu den Untereinheiten CNGA2 (grau) und CNGA4 (lila — liegen
fast deckungsgleich in diesem Bereich) war, bzw. die etwas groRere Schleife bei
CNGB1b. Zusammenfassend konnten bei diesen Testsystemen &ahnliche Inter-
aktionen, bei dhnlichen Effekten in den elektrophysiologischen Versuchen betrachtet
werden. Gewisse Abstufungen der Affinitdten nach Lange und Hydrophobizitat wurden
bei den Linkern (Otte et al. 2018), den fluoreszierenden Liganden (Otte et al. 2019)
und den bromierten Deaza-Nukleotiden (Lelle et al. 2019) nachgewiesen. Fur weitere
Informationen dienen die genannten Quellen sowie eine Ubersicht im KAPITEL 6.5
VERGLEICH MIT ANDEREN CNBD-ENTHALTENDEN PROTEINEN.
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Cy3B

Abbildung 30. Homologie-Modell und Dockingexperimente. A) Homologie-Modell des
CNGAZ2. B) Ansicht von unten. A+B) Untereinheiten in unterschiedlicher Farbung (hellgrau,
blau, rot, dunkelorange). cGMP (1s-dunkelgrau) gebundenen in der CNBD.C) Darstellung
einer Untereinheit mit Transmembrandoméane (TMD), C-Linker, zyklische Nukleotid-bindende
Domane (CNBD) und cGMP. D-l) grau: Ausschnitt der CNBD der CNGAZ2-UE, dunkelgraue
Linien interagierende AS, gestrichelte schwarze Linien mogliche Interaktionen. Farbung der
Atome: dunkelblau: Stickstoff, weil3: Wasserstoff, rot: Sauerstoff, gelb: Schwefel, orange:
Phosphat, braun: Brom. Kohlenstoff je nach Molekil gefarbt. D) Docking der endogenen CN:
hellgrau-cGMP + dunkelrot-cAMP. E) Minzgrin: 8-Br-cGMP (3¢), schwarz lipophile Umgebung
der entsprechenden AS. F) Hellgriin: L5¢ anti-Konfig., Dunkelgriin: L5¢ syn-Konfiguration.G)
Blau: F8g; Linker distanziert Farbstoff von Bindetasche und Proteinoberflache. H) Ent-
sprechende Interaktionskarte von G zwischen CNGA2 und F8g mit Distanzen zu den AS. )
Uberlagerung der Untereinheiten CNGA2 (grau), CNGA4 (lila), CNGB1b (blau) und HCN2
(gelb PDB-1Q3E). B4-B5-Schleife schwarz markiert. Einsatz zeigt vergrofRert die gedockten
cGMP-Posen der olfaktorischen CNG-Untereinheiten und aus der Kristallstruktur (HCN2). G-I
modifiziert nach Otte et al., 2019.
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6. Diskussion

Die nachfolgende Erorterung der Ergebnisse dieser Arbeit ist zum Teil in den
Manuskripten der jeweiligen Publikationen verarbeitet. Die vorliegende Arbeit soll
Méoglichkeiten der Modulation eines fluoreszierenden zyklischen Nukleotids aufzeigen
und somit einen optimierten Liganden fur den olfaktorischen CNG-Kanal darstellen.
Dabei wurde an mehreren Stellschrauben des Molekuls gearbeitet, wie Nukleotid,
Linkerkette und Fluorophor. Die zum grofden Teil neuen Molekile wurden mittels
Patch-clamp- und Fluoreszenzmethoden charakterisiert. Dazu wurden Parameter, wie
ECso-Werte, BCso-Werte, Hillkoeffizienten und Aktivierungs- sowie Deaktivierungs-
kinetiken ermittelt. Zudem wurde die Helligkeit einzelner fluoreszierender Liganden
sowie dessen Fluoreszenzspektren verglichen. Abschliel3end sollte ein Einblick in die
Bindedomane des Proteins gegeben werden, um mogliche Erklarungen fur die Effekte

zu erhalten.

6.1 Konzentrations-Aktivierungs-/Bindungs-Beziehungen

Mithilfe von Konzentrationsreihen der Testverbindungen wurde im Gleichgewicht an
liganden-gesteuerten lonenkanalen eine Konzentrations-Wirkungs-Relation auf-
gestellt. Daraus ergeben sich charakteristische Parameter wie die Bindung und
Aktivierung (scheinbare Affinitat) mit den typischen BCso- und ECso-Werten, Hill-
Koeffizienten (H) und Wirksamkeit (Voll- oder Partialagonisten) von verschiedenen
Liganden. Dabei zeigt der ECso-Wert die entsprechende Ligandenkonzentration, bei
der der Kanal halbmaximal aktiviert ist bzw. der BCso-Wert die halbmaximale Bindung
der Liganden an den Kanal. Die Ermittlung des Hill-Koeffizienten (H) aus den
elektrophysiologischen Messungen (KAPITEL 5.5) dient der Beschreibung der
sigmoidalen Kurvensteilheit und ermdglicht eine grobe Abschatzung der mindest-
bendtigten Anzahl an gebundenen Liganden fir eine maximale Kanalaktivierung
(Kaupp et Seifert 2002). Der Hill-Koeffizient ist ein dimensionsloser Parameter und
wurde fur die Stochiometrie der Ligandierung/Bindung von Sauerstoff an das
Hamoglobin eingefuhrt (Hill 1910, Wyman 1964). Viele der bisher publizierten Hill-
Koeffizienten fir die CNG-Kanale zeigten Werte Uber 1 (1,5 bis 3,5). Somit wird ein
kooperativer Prozess flr die Aktivierung angenommen. Jedoch kénnen durch die
parallele Detektion der Ligandenbindung und -aktivierung in Verbindung mit den

Aktivierungs- und Deaktivierungskinetiken genauere Ruckschlisse auf die
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Kooperativitaten zwischen Untereinheiten eines lonenkanals gezogen werden, im
Vergleich zum reinen Hill-Koeffizienten.

Ebenfalls lassen sich die experimentell ermittelten ECso-Werte auch mit ECso-Werten
aus anderen Publikationen vergleichen, um die eigenen Werte zu verifizieren und
einzuordnen. Jedoch verwenden andere Labore haufig andere Expressionssysteme
(HEK-, native Zellen) oder andere Patch-Konfigurationen (Whole-cell), verschiedene
Messspannungen (+50 oder +100 mV bei CNG), lonenkanale von anderen Spezies
(Human, Rind, Ratte, Maus) oder andere Assays (Fluoreszenzpolarisation,
Verdrangungsversuche). Dennoch wurden Werte fur die Nukleotide mit Werten aus
den Publikationen von Altenhofen (1991), Varnum (1995) sowie Bonigk (1999)
verglichen und eine Ubereinstimmung fiir ;cAMP am heterotetrameren olfaktorischen
CNG-Kanal (Kpiz2=4 uM) bzw. homotetrameren CNG-Kanal (Kbpiz2=54 uM)
festgestellt.

Um zusammenfassend eine Ubersicht der Ergebnisse zu erhalten, wurden alle in
dieser Arbeit bestimmten ECso-Werte in einem Diagramm (Abb. 31) verglichen. Es war
auffallig, dass sich die scheinbare Affinitat der cAMP-Derivate mehr bei den hetero-
tetrameren CNG-Kanalen erhdhte, wohingegen die scheinbaren Affinitaten der cGMP-

Derivate eine Verbesserung am homotetrameren CNG-Kanal zeigten.
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Abbildung 31. Zusammenfassung aller elektrophysiologisch vermessenen Liganden.
Aufgetragen sind die ECso-Werte des Heterotetramers gegen die des Homotetramers. Die
gestrichelte schwarze Linie gibt die theoretische Potenz eines Liganden an, wenn dieser flr
beide lonenkanale identische Affinitat aufweist. Die cAMP-Derivate sind affiner fir das
Heterotetramer und die cGMP-Derivate etwas affiner fur das Homotetramer. Die umrandeten
1a6 kennzeichnen die nativen Liganden. Modifiziert nach Otte et al., 2019.
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Ahnlich dazu verhielt sich auch der Hill-Koeffizient (KAPITEL 5.5 HILL-KOEFFIZIENT),
welcher ebenfalls bei den cAMP-Derivaten bei den heterotetrameren CNG-Kanalen
erhdht war, wohingegen H bei den cGMP-Derivate einen Anstieg am homotetrameren
CNG-Kanal verursachte. Diesen Auffalligkeiten liegen die unterschiedlichen Amino-

sauresequenzen der Untereinheiten zugrunde (siehe KAPITEL 6.6.1).

6.2 Optimierung des Linkers

Bereits vorherige Publikationen zeigten Hypothesen, dass ein Austausch des Linkers
unterschiedliche Effekte auf die Affinitat der Liganden zur Bindestelle hat. Zum Beispiel
beobachteten Brown und Kollegen, dass CN mit verschiedenen Ketten an Position 8
héhere bzw. niedrigere scheinbare Affinitaten zu den rod CNG-Kanalen aufwiesen
(Brown et al. 1993). Hierbei konnte ebenfalls die Abhangigkeit einer funktionellen
Gruppe mit positiver oder negativer Ladung an solchen Linkern beschrieben werden.
Aus der vorliegenden Arbeit geht hervor, dass mit zunehmender Kettenlange ein
negativer Einfluss einer positiven Ladung verringert wird (Vgl. L2 - L7aG).

Zudem zeigten Studien aus der AG Prof. Benndorf, dass das fhexyCAMP (in dieser
Arbeit als F3a bezeichnet) eine Untersuchung der Untereinheiten am Heterotetramer
ermdglicht und somit eine hdhere Potenz als der endogene Ligand aufweist (Nache et
al. 2016). Jedoch gab es bisher keinen systematischen Ansatz diese Effekte zu
ergrunden. Zudem sollten weitere Verbesserungen angestrebt werden und
verschiedene hydrophobe Alkyl- (L2 - L7), PEG- (L8 - L9) und glycinahnliche Ketten
(L10 - L11) sowie Linker mit einem Phenylring und zusatzlicher Alkylkette (L12 - L13)
entworfen und charakterisiert werden. Dabei wurde eine Abhangigkeit der hydro-
phoben Eigenschaften und der Lange fur beide olfaktorischen CNG-Kanale
beobachtet, sodass die scheinbare Affinitat mit steigender Alkylkette in nachstehender
Reihenfolge Ethyl, Hexyl, Decyl zunehmend steigt. Dabei ist der Unterschied zwischen
Hexyl zu Decyl geringer, sodass hier von einem kaum steigerungsfahigen Effekt zu
noch langeren Linkerketten (Do- oder Tetradecyl) auszugehen ist. Zudem kommt
problematisch hinzu, dass die Wasserloslichkeit mit steigender Kohlenstoffatomanzanhl
sinkt und unspezifische Effekte mit lipophilen Verbrauchsmaterialien oder
Biomembranen einhergehen und die Experimente erschweren. Dies war der Grund
warum nicht noch langere hydrophobe Linkerketten verwendet und Messungen mit

hydrophileren Linkerketten durchgefuhrt wurden. Ein weiterer Vorteil des Glycinlinkers
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sollte die Ahnlichkeit zu den Aminoséuren in der Bindetasche darstellen. Jedoch
konnten keine starkeren Effekte als bei den hydrophoben Ketten beobachtet werden.
Abbildung 31 zeigt, dass L6a und L7¢ die potentesten Linkerverbindungen sind. Nur
das 8-CPT-cGMP (6c) erwies eine noch hohere scheinbare Affinitat mit 0,07 bzw.
0,06 pM. Dies ist konform mit dem ECso-Wert (73 nM) von Strassmaier und Karpen
(2007). Deshalb wurde der Phenylring als eine Option des Linkers genutzt und die
Verbindungen L12 - L13ac wurden neu synthetisiert und charakterisiert
(KAPITEL 5.3.3). Erkennbar war hier, dass ein Schwefelatom unabdingbar fur einen
positiven Effekt auf die Beweglichkeit war und das L13a/c an beiden lonenkanalen eine
héhere scheinbare Affinitat zeigten als die endogenen Liganden. Jedoch konnte keine
Verbesserung zu den reinen aliphatischen Kohlenwasserstoffen, im Speziellen zu L6a,
erreicht werden. Somit wird flr 6c ebenfalls ein positiver Halogeneffekt, wie bei den
Brom-Derivaten, vermutet.

Ein moglicher Grund fir die erhdhte scheinbare Affinitat stellte die verlangerte
Verweildauer des Moleklls am Protein dar, durch eine verringerte effektive
Ratekonstante (koff) bzw. einer verlangerten Deaktivierungszeitkonstante (zdeakt)
(KAPITEL 5.3.4). Eine Erklarung fur die erhohte Verweildauer konnte in Zusammen-
arbeit mit der AG Prof. Gohlke (Dusseldorf) gefunden werden. Dabei wurde eine
diffizile enthalpisch-entropische Kompensation mittels MD-Simulationen beobachtet.
Die computerberechnete freie Bindungsenergie bot eine sehr gute Korrelation zu den
experimentell ermittelten ECso-Werten der aliphatischen Linkerketten L2 - L7a (Otte et
al. 2018). Basierend auf diesen Experimenten wurden die Fluorophore nun an
aliphatische, hydrophobe Kohlenwasserstoffketten gekoppelt und somit wurde der
affinste fluoreszierende Ligand ebenfalls mittels elektrophysiologischer Experimente
charakterisiert (KAPITEL 5.4.1 +5.4.2 + 6.3).

Auffallig waren einige Derivate, die am heterotetrameren CNG-Kanal vorrangig als
Partialagonisten fungierten. Besonders sticht dabei L12ac hervor, welches als L12c
am heterotetrameren CNG-Kanal nur eine maximale Aktivierung von 50% erreichte
(siehe Anhang — Tab.7 + 8). L12 zeichnete sich durch ein fehlendes Schwefelatom
aus, welches die Beweglichkeit des Linkers stark negativ beeinflusste. Fehlt dieses
Schwefelatom kann der Phenyllinker durch eine sterische Hinderung in einer
ungunstigeren Konformation des Liganden vorliegen und zu einer verminderten
Bindung in der CNBD fihren. Andere Atome wie Stickstoff erhéhen ebenfalls die

Beweglichkeit, aber in einem geringeren Ausmalf (Brown et al. 1993).
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Ein anderes Phanomen der verschiedenen Funktionen von zyklischen Liganden ist
von der PKA und dem EPAC bekannt, zwei Proteinen mit ahnlicher CNBD (KAPITEL
6.5). Hierbei ist 8-pCPT-2'-O-Me-cAMP beim EPAC ein Agonist, aber bei der PKA ein
Antagonist (Enserink et al. 2002). Eine Ursache ist die unterschiedliche Grof3e der
Bindetaschen. Das EPAC besitzt einen grof3eren Zugang und toleriert somit sterische
Substituenten einfacher als die PKA mit einer kleinen, kompakteren Bindetasche. Ein
ahnlicher Effekt ist auch bei den verschiedenen Untereinheiten der CNG-Kanaéle zu
vermuten. Das L12ac zeigt am Homotetramer eine vollstandige Aktivierung, jedoch
am Heterotetramer eine partialagonistische, sodass die Untereinheiten A4 und B1b
diesen Liganden weniger tolerieren. Allerdings muss diese These erst durch weitere

Tests oder ein computergestlitztes Modell manifestiert werden.

6.3 Optimierung und Nutzen eines neuen fluoreszierenden Liganden

Um einen geeigneten fluoreszierenden Liganden flir Einzelmolekilmessung oder
weitere spektroskopische Analysen zu erhalten, wurden mehrere Ansatze zur
Optimierung des Molekuls gewahlt. Zum einen zeigte die Modifikation der Nukleobase
(KAPITEL 5.2; Lelle et al. 2019) einen vielversprechenden Ansatz der Affinitats-
erhdhung. Zum anderen zeigten auch die Substitutionsstellen am Nukleotid
verschiedene Effekte (KAPITEL 5.2). Die gewahlte 8-Position offenbarte sich als
chemisch reaktiv und gut =zuganglich fur Substitutionen. Jedoch konnten
Veranderungen an der 6-Position (KAPITEL 5.2) ebenfalls positive Effekte vorweisen.
Trotz der schlechten Verflgbarkeiten sollten die bereits beschriebenen Positionen wie
N1 und N7 (Strassmaier et Karpen 2007) fur weitere Versuche nicht ausgeschlossen
werden.

Nichtsdestotrotz wurde Position 8 zur Linkerkettenkopplung verwendet und mit
verschiedenen Eigenschaften der Linkerketten optimiert. Dazu wurden aliphatisch
hydrophobe (KAPITEL 5.3.1), aliphatisch hydrophile (KAPITEL 5.3.2) sowie aromatische
Linker (KAPITEL 5.3.3) untersucht. Dabei stellte sich eine Abhangigkeit zur erhdhten
Hydrophobizitat und linearer Lange dar, die ein Optimum bei Hexyl- bzw. Decylketten
hatte. Aus diesem Grund wurden fluoreszierende Liganden mit ahnlicher Lange
synthetisiert und charakterisiert. Da die Farbstoffe zum Teil ebenfalls aliphatische
Ketten besalden, wurde der Linker in der Lange angepasst, sodass die Gesamtlinker-
kette zwischen 10 und 16 Atomen lag (Nummerierung siehe Anhang Abb. 36). Dabei
konnte bei den strukturell verwandten Cyanfarbstoffen (F2 - F7) eine direkte Ab-

hangigkeit in der Linkerlange festgestellt werden, die bei F8 - F11 mit anderen
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Farbstoffklassen etwas aufgeweicht wurde. Zusammenfassend und mit einzelnen
Ausnahmen war das fluoreszierende Derivat mit langerer Linkerkette affiner als der
fluoreszierende Ligand mit kurzem Linker. Die fluoreszierenden cAMP-Derivate (F3a,
F5a, F7A) mit Hexylkette wiesen alle eine ahnliche Affinitat fur das Homotetramer auf
(5,2 yM — 7,4 uM). Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine gewisse Lange aus der
Bindedomane heraus erreicht werden muss, um den negativen Einfluss des
Farbstoffes zu vermindern. Denn mit den langeren Linkern plus Farbstoff wurden
annahernd ECso-Werte der affineren Linkerketten ohne Farbstoff erreicht. Als Beispiel
dient das Heterotetramer mit Decyllinker L7a (0,47 yM) und F9a (0,51 pM). Zudem
konnte dieser Effekt ebenfalls bei den cGMP-Derivaten beobachtet werden. Hier
zeigten der Hexyllinker L5c (0,23 uM) und F3c (0,21 uM) ahnliche ECso-Werte.
Besonders herauszustellen sind mit F9a und F3c die fluoreszierenden Liganden mit
den hochsten scheinbaren Affinitaten auf beiden olfaktorischen CNG-Kanalen.

Ein ahnliches Bild zeigte sich bei den cPCF-Messungen (KAPITEL 5.4.3.1). Aufgrund
der Komplexitat der Messungen wurde mit nur vier fluoreszierenden cGMP-Derivaten
gearbeitet. Dabei wurde in der Bindung eine ahnliche Reihenfolge der Affinitaten
nachgewiesen wie in den reinen elektrophysiologischen Messungen. Bemerkenswert
war die Ahnlichkeit der Bindungs- und Aktivierungs-Konzentrationsbeziehungen zu
frGheren Publikationen, mit dem typischen Schnittpunkt der beiden Graphen (Biskup
et al. 2007).

6.3.1 Helligkeit

Die Helligkeit stellt die Menge der abgegebenen Photonen pro Molekul dar, die in
erster Naherung (bei geringen Laserleistungen) proportional zum Produkt aus
Fluoreszenzquantenausbeute und Extinktionsfaktor bei entsprechender Wellenlange
ist. Der Nachteil des bisher verwendeten fcGMP bzw. fhexyCAMP liegt in genau diesen
photophysikalischen Eigenschaften des Farbstoffes DY547. Der Cyanin-Farbstoff
zeigt durch Isomerisierungsprozesse Hell-Dunkelzustande und besitzt eine geringere
Quantenausbeute. Dies kann durch eine intramolekulare Zyklisierung im Farbstoff
vermieden werden (Vorteil des Cy3B-Farbstoffes). Somit kann ein Farbstoffmolekl
mehr Photonen abgeben und hebt sich Uber das Hintergrundrauschen deutlicher ab.
Die nachgewiesene doppelte Helligkeit erscheint zwar anfanglich nur ungenigend
(KAPITEL 5.4.3.2), jedoch unterliegt die Auflésung des Fluoreszenzsignals des

gebundenen Liganden des Photonenzahlungsrauschens der Poissonverteilung und
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die Standardabweichung der Messung ist proportional zur Quadratwurzel der Anzahl
der detektierten Photonen. Praktisch angewendet bedeutet dies, dass eine geringere
Aufnahmegeschwindigkeit oder eine geringe lonenkanalexpression flir die gleiche
Qualitat der Experimente bendtigt wird.

Die Helligkeit ist Uber den Extinktionskoeffizienten und die Fluoreszenzquanten-
ausbeute naherungsweise abschatzbar und kann durch Vorversuche mittels FCS
verifiziert werden. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten sind deckungsgleich zu
weiteren Ergebnissen der AG Benndorf. Dabei wurde beobachtet, dass die freien
Farbstoffe vor der Kopplung an ein zyklisches Nukleotid zumeist heller sind als nach
der Kopplung. Zudem gibt es sogar Unterschiede bei der Art des zyklischen
Nukleotides (siehe Anhang — Abb. 37). Guanin ist ein bekanntes Nukleotid, um
Farbstoffe, wie Rhodamine, durch gewisse Elektronentransferprozesse zu quenchen
(Torimura et al. 2001).

Jedoch ist der Unterschied in der Helligkeit der fluoreszierenden Liganden am Patch
geringer, denn durch Fixierung des Farbstoffes kommt es zu geringer Isomerisierung.
Das Verhaltnis ist praktisch nicht vorauszusagen und muss fur jedes Derivat und jeden
lonenkanal Uberpruft werden. Sowohl die FCS-Daten als auch die cPCF-Daten zeigen
die Uberlegenheit der Helligkeit der Cy3B-Derivate. Ein Vergleich mit den anderen
Farbstoffgruppen DY557 bzw. PDI mittels dieser Techniken (PDI nur mittels FCS),
zeigt ebenfalls die Uberlegenheit des Cy3B aufgrund der Helligkeit (siehe Anhang —
Abb. 37).

Fur eine groRere Helligkeit ware ein Wechsel der Farbstoffe zu langeren Wellenlangen
und Absorptionsmaxima moglich. Erkennbar war dies am Referenzfarbstoff, der ein
wesentlich hoheres Fluoreszenzsignal mit 5 yM aufwies als die fluoreszierenden
Liganden mit 10 uM, bei geringer Laserleistung (KAPITEL 5.4.3.2). Farbstoffe wie
DY647, Cy5 oder Cy5B zeigen sowohl héhere Fluoreszenzquantenausbeuten (Cy3 =
13%; Cy5 =25%), als auch hohere Extinktionskoeffizienten (Cy3 150.000; Cy5
250.000 M-* cm™") und erméglichen somit noch héhere molekulare Helligkeit. Dies
kann fur zukunftige und weiterfUhrende Experimente in Betracht gezogen werden. Fur
Einzelmolekllexperimente ware dies problemlos moglich, da fir diese
Versuchsaufbauten zumeist kein Referenzfarbstoff bendtigt wird und zudem die
Eigenschaften der Farbstoffe wie Quantenausbeute und Extinktionskoeffizienten
verbessert sind. Aullerdem kdnnen negative Einflisse der geringeren Wellenlangen,

wie Autofluoreszenz oder Phototoxizitat, vermieden werden.
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Eine weitere Optimierung ist am Setup madglich. Der verwendete HeNe-Laser erzeugt
eine Wellenlange von 543 nm und ist 10 - 20 nm von den Absorptionsmaxima der
fluoreszierenden Liganden entfernt. Somit fehlt die Mdglichkeit der vollen Anregung
des Farbstoffes und der Farbstoff erzeugt eine geringere Helligkeit. Beim Cy3B-
Farbstoff wird durch den 543 nm Laser nur 53% der Energie absorbiert. Durch
Verwendung eines passenden Lasers konnte somit das Signal-zu-Rauschverhaltnis

verbessert werden.

6.4 Vergleich mit anderen fluoreszenzmarkierten Liganden

Ein optimaler fluoreszierender Ligand sollte mehrere Bedingungen je nach
Fragestellung der Experimente erfullen. Fur Einzelmolekilmessungen sollte zum
Beispiel ein Ligand eine hohe Bindungsneigung flr die Bindetasche des Proteins
besitzen bei gleichzeitiger geringer unspezifischer Bindung an Glas, Membranen oder
Proteinen. Zudem sollte der Farbstoff eine starke Helligkeit aufweisen, stabil in
wassrigen Puffern oder bei geringen pH-Schwankungen sein und keine negativen
photophysikalischen Effekte mitbringen. Die Zusammenfihrung dieser Eigenschaften
konnten am besten mit dem neuen 8-[Cy3B]-Hexyl-cGMP (F8c) bzw. 8-[Cy3B]-Decyl-
cAMP (F9a) gezeigt werden. Dafur wurden unterschiedliche Farbstoffe und Linker-
modifikationen getestet, sodass viele der Eigenschaften Uberpruft und mit anderen
fluoreszierenden Liganden verglichen wurden. Die bereits bekannten Derivate mit dem
DY547-Farbstoff (Biskup et al. 2007, Kusch et al. 2010, Nache et al. 2016) werden in
naher Zukunft kommerziell nicht mehr erhaltlich sein, sodass die Suche nach einer
Alternative unerlasslich war. Zudem sind nur wenige fluoreszierende zyklische
Nukleotide bekannt, sodass die gro3e Anzahl an neuen Verbindungen die Forschung
bereichert. Auch die friher etablierten Liganden zeigten bereits einige Schwachen. Wu
und Kollegen (2011) zeigten mit dem 8-NBD-cAMP einen weiteren fluoreszierenden
Liganden fur den HCN-Kanal. Ein Vorteil dieses Farbstoffes ist die groRe Stokes-
Verschiebung, sowie die umgebungsbedingte Fluoreszenzintensitat. In einer hydro-
phoben Bindetasche erscheint der Ligand heller als in der wassrigen Pufferlésung,
sodass sich das Signal-zu-Rauschverhaltnis wesentlich erhéht und kein konfokales
Mikroskop notwendig ist. Hierin kann aber auch ein Problem liegen, indem in diesem
Prozess eine unbekannte Kinetik versteckt ist und so fur kinetische Messungen nicht

verwendet werden kann.
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Zudem wird dieser Farbstoff haufig an Lipide gekoppelt, um so Lipidtransport-
vorgange oder Prozesse in der Biomembran zu detektieren (Chattopadhyay 1990).
Dies zeigt einen moéglichen weiteren Nachteil, denn eine unspezifische Fluoreszenz
durch Partitionierung in die Biomembran bei der Patch-Clamp-Technik ist ein
Ausschlusskriterium bzw. bendtigt aufwandige Kontrollen zur Subtraktion dieses
Effektes auf die Ergebnisse. Es wirde eine mogliche Bindung suggeriert, wobei kein
Kanal exprimiert ist. Ein weiterer Vorteil der zum Beispiel Cy3B-markierten Liganden
ist das Absorptionsmaximum von 562 nm (KAPITEL 5.4.3.3). Der Farbstoff NBD besitzt
ein Absorptionsmaximum von 463 nm und muss durch einen 463 nm Laser angeregt
werden, was wiederum erhdhte Autofluoreszenz und Phototoxizitat hervorruft. Des
Weiteren liegt die Helligkeit des NBD um das Zehnfache unter der des Cy3B, anhand
der groben Abschatzung von Extinktionskoeffizient multipliziert mit der Fluoreszenz-
guantenausbeute.

Die zweite fluoreszierende Verbindung ist das 8-Fluo-cGMP, welches durch Tanaka
und Kollegen (1989) das erste Mal verwendet wurde. Dabei wurde eine hohere Affinitat
am Stabchen-CNG-Kanal (rod) beobachtet. Gegenwartig wird dieser Ligand bzw. das
cAMP-Analogon fur kompetitive Bindungsassays verwendet (Moller et al. 2014). Ein
Grund kénnte die molekulare Helligkeit sein, mit einer Fluoreszenzausbeute von = 0,95
und einem Extinktionskoeffizient von 80.000 M-" cm™' (Lakowicz 2006). In unserer
Arbeitsgruppe jedoch wurden nachteilige Erfahrungen gemacht. Unter anderem
wurden irreversible Kanalaktivierungen nachgewiesen. Weiteres Ausschlusskriterium
ist die pH-Abhangigkeit und das vergleichsweise schnelle Bleichen.

Wie immens wichtig solche fluoreszierenden Liganden auch in anderen Bereichen
sind, zeigen Studien zu markierten endogenen Substanzen wie NBD-5- (Prinz et
Maelicke 1992), Cy3-3-Acetylcholin (Fujimoto et al. 2008), CNS-Cs-Cholin (Heidmann
et Changeux 1979) oder verschiedene ATP-Derivate (Bagshaw 2001) bzw. pharmako-
logische Substanzen wie Epibatidin (Grandl et al. 2007, Schmauder et al. 2011) oder
die Serotoninantagonisten (sog. Setrone) (Jack et al. 2015). Wie wichtig die Wahl der
richtigen Substitutionsstelle des Linkers oder des Fluorophors ist, dokumentierten
bereits Anderson und Cohen (1974) mit dem Bungarotoxin, welches mit einem
Farbstoff markiert, eine verringerte Affinitat aufwies. Besonders bei ATP und seinen
vielen verschiedenen Zielproteinen ist die Position des Linkers und des Farbstoffes
Uber die Eigenschaften mitentscheidend. Als Beispiel dienen die P2X-lonenkanale.
Bisher werden nur zwei fluoreszierende ATP-Derivate, TNP-ATP sowie Alexa-647-
ATP, eingesetzt. Dabei wirkt TNP-ATP als kompetitiver Antagonist (Kasuya et al.
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2017) und Alexa-647-ATP als Vollagonist nur fur P2X1-Kanale (Bhargava et al. 2013,
Ruepp et al. 2015). Auch hier ist ein neuer Ligand in der AG Prof. Benndorf entwickelt
worden (Sattler et al. 2020). AuRerdem muss bei der Verwendung auf eine erhdhte
Hydrolysestabilitat geachtet werden, da ATP in wassrigen Puffern sehr instabil ist. Dies
ist aber ebenfalls bei vielen anderen fluoreszierenden Derivaten ein Problem
(Acetylcholin). Somit muss fur jedes Zielprotein und jede Versuchsbedingung ebenfalls
eine Struktur-Wirkungsbeziehung erprobt werden. Hierbei zeigt diese Arbeit Strategien

und ein Beispiel fur CNG-Kanale.

6.5 Vergleich mit anderen CNBD-enthaltenden Proteinen

Proteine, die cNMP binden, ahneln sich sehr stark in der Binderegion, der sog. CNBD.
Ihre AS-Sequenzen und Strukturen sind hoch konserviert. Somit ware ein weiterer
Ansatz die neu synthetisierten Verbindungen auch an diesen Zielstrukturen zu testen.
Eventuell konnen Parallelitaten, aber auch Unterschiede entdeckt werden und somit
selektivere Liganden flr eine bestimmte Zielproteinklasse entwickelt werden. In den
verschiedenen Publikationen, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurden die Derivate
ebenfalls am HCN2-Kanal getestet (Abb. 32). Hiermit konnten die verschiedenen
Thesen ebenfalls fiur den HCN2-Kanal bestatigt werden. Zudem zeigt Abbildung 30I,
dass sich die Bindedomanen stark ahneln und sich somit die Effekte moglicherweise
ahnlich verhalten.

Es wurde gezeigt, dass cAMP als endogener Ligand auch am HCNZ2-Kanal ein
Vollagonist (Abb. 32A + B) sowie 2a ein Vollagonist mit hoher Potenz ist (Lelle et al.
2019), dass langere hydrophobe Linkerketten affiner sind als hydrophile Linker (Otte
et al. 2018; Abb. 32C), dass ein Schwefelatom notwendig ist fur eine verbesserte
scheinbare Affinitat (Abb. 32D) und dass die fluoreszierenden Liganden ebenfalls fur
optische Messungen am HCN2-Kanal verwendet werden kénnen (Otte et al. 2019,
Abb. 32E, Tab. 7). Somit stellte sich heraus, dass Ergebnisse am CNG-Kanal parallel
als vielversprechende Hypothese fur den HCN2-Kanal genutzt werden kénnen. Denn
auch andere Verbindungen wie 7o am HCN2-Kanal zeigen ahnlich groRe Affinitaten
(=7 fach affiner, Leypold et al. 2019) die ebenfalls am olfaktorischen CNG-Kanal
beobachtet wurden (6-7 fach affiner). Jedoch lasst dies den Schluss zu, dass ein
aromatischer Linker an Position 6 fur HCN2-Kanale eine bessere Affinitat vermittelt als

eine Kohlenwasserstoffkette an Position 8 (L7 = 2 fach affiner).
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Abbildung 32. Effekte der cAMP-Derivate am HCN2-Kanal. A) Spannungsprotokoll mit
entsprechender Stromantwort ohne/mit sattigender Konzentration 14 (20 uM). Die Differenz
zwischen den Pfeilen wurde ausgewertet und in die Konzentration-Aktivierungsbeziehung fir
cAMP-vermittelte Stromantwort gesetzt (B). Der Graph wurde durch Fitten der Hill-Gleichung
ermittelt. C) Box-Plot der ECso-Werte flir die cCAMP-Derivate L3, L5, L7, L8 und L10. Die ECso-
Werte waren nicht signifikant kleiner zu 1a. Nur L3a und L8, sind signifikant groRer (Asterisks;
p < 0.01). A-C) Madifiziert nach Otte et al., 2018. D) Effekt von L12x und L13A bei 5 uM. L12,
zeigt nur eine schwache Aktivierung; L134 zeigt eine starke Aktivierung vergleichbar mit einer
cAMP-Antwort. E) Konzentrations-Bindungsbeziehung bei -30 und =130 mV flir F8x bzw. F2a.
Die Graphen wurden durch Gleichung 4 ermittelt. Modifiziert nach Otte et al., 2019.

Tabelle 6. Nennungen der Spannung, BCso-, Hill-Werte fur die in Abb. 32 E abgebildeten
Liganden.

In der Arbeit von Lelle und Kollegen (2019) wurde ein Teil der Liganden (14, 2a, 3a und
4,) ebenfalls an der PKA und der EPAC mit verschiedenen Assays vermessen.
Abbildung 33 zeigt eine Zusammenfassung dieser Experimente. Diese beiden
Proteinfamilien kommen ebenfalls in Eukaryonten vor und besitzen eine CNBD mit
grofRer Ahnlichkeit der CNG- und HCN-Kanalen (Kannan et al. 2007). Der Versuchsteil
um die olfaktorischen CNG-Kanale ist aus dem KAPITEL 5.2 bekannt und zeigt noch
einmal den positiven Effekt der Substitution des Stickstoffatoms durch ein
Kohlenstoffatom in Position 7 (2a). Eine Bromierung an Position 8 zeigte eine
Verbesserung (3a, 4a) im Vergleich zum endogenen Liganden, zu 2a jedoch nicht. Ein
etwas anderes Bild zeigte sich jedoch bei den anderen Proteinen. Die qualitative,

relative Affinitat ist fir die Derivate innerhalb der Proteinfamilien gleich, jedoch
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verschieben sich die Absolutwerte. 24 ist bei den PKA-Enzymen und EPAC nicht mehr
am affinsten. Auch hier wurden die Liganden am HCN2-Kanal getestet und zeigten

ebenfalls einen agonistischen Effekt (vgl. Lelle et al. 2019).

CNGA2 PKA la Epac
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Abbildung 33. Zusammenfassung der Effekt von CNBD-enthaltenen Proteinen. Testung
von zyklischen Nukleotiden und deren 8-Br-Derivaten an CNG Kanalen, PKA und Epac
Proteinen. Darstellung der ECso- und Ki-Werte. Modifiziert nach Lelle et al., 2019.

6.6 CN und CNBD
6.6.1 Affinitat der Liganden

Im KAPTIEL 5.1 NATIVE LIGANDEN DER OLFAKTORISCHEN CNG IONENKANALE wurde
gezeigt, dass cGMP am Homotetramer eine um die 30-fach héhere scheinbare Affinitat
als cAMP aufweist. Um dies zu verstehen, muss ein tieferer Einblick in die Struktur der
CNBD vollzogen werden (Vgl. Abb. 5, 6, 30). Bisher sind keine kristallographischen
Strukturen eines gebundenen Liganden am CNGA2 publiziert, sodass Ruckschlisse
durch andere lonenkanale gezogen werden mussen. Durch Mutationen am HCN2-
(Zhou et Siegelbaum 2007) und am CNGA1-Kanal (Varnum et al. 1995) wurde
beobachtet, dass eine Aminosaure der C-Helix einen entscheidenden Einfluss auf die
Affinitat der zyklischen Nukleotide besitzt (Goulding et al. 1994). Diese Aminosaure in
der CNGA1-Untereinheit ist eine polare Asparaginsaure (604). In der CNGA2-
Untereinheit (Vgl. Abb. 6 - Alignment) ist es vergleichbar mit der Glutaminsaure (583)
und ist ursachlich fur die erhdhte Affinitat fur cGMP-Derivate. Der Grund fir diese
Praferenz ist noch nicht eindeutig geklart, aber die Gruppe um Varnum (1995) gibt eine
madgliche Hypothese. Dabei soll die protonenreiche Guanidin-Struktur (N1 + Amin am
C2) des cGMP mit der negativen Ladung der Carboxylgruppe der sauren Aminosaure
Wasserstoffbriicken eingehen. Dabei wirde das cGMP in einer anti-Konfiguration vor-
liegen. Das cAMP besitzt kein Amin an Position 2, jedoch aber an Position 6, welches
aber aufgrund der erhdhten Distanz nicht als zusatzlicher Protonendonor dient und

somit die Konfiguration nicht zusatzlich stabilisiert.
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An dieser gleichen Stelle in der CNBD besitzt der HCN2-Kanal an Position 636 ein
ungeladenes Isoleucin und besitzt eine héhere Affinitat fir cAMP. Diese Aminosaure-
position ist vergleichbar mit dem unpolaren Methionin (475) der CNGA4-Untereinheit
und mit dem neutralen Asparagin (702) der CNGB1b-Untereinheit. Dies korreliert mit
der hoheren Affinitat des olfaktorischen Heterotetramers fur cAMP im Vergleich zum
Homotetramer und dient im physiologischen System der olfaktorischen Rezeptor-
neurone (ORN) zur Reduktion der notwendigen cAMP-Konzentration. Somit lassen
sich diese Erkenntnisse auf die olfaktorischen lonenkanale Ubertragen und dienen als

Erklarung fur die Unterschiede der endogenen Liganden.

6.6.2 Konformation der Liganden

Durch die Publikationen von Zagotta (2003) und Li (2017) sowie Lee und MacKinnon
(2017) gab es viele Einblicke in den strukturellen Aufbau der lonenkanale und der
CNBD mit endogenen Liganden. Weiterfuhrend wurden die Konformationen von
verschiedenen Liganden in der CNBD strukturell aufgelost (Moller et al. 2014, Ng et
al. 2016) und geben Auskunft Uber die Protein-Liganden-Wechselwirkungen
(KAPITEL 2.3). Bemerkenswert sind einige hochkonservierte Wechselwirkungen Utber
weitere CNBD-enthaltende Proteine hinweg (Berman et al. 2005, Kannan et al. 2007).
In Zusammenarbeit mit der AG Prof. Gohlke (Dusseldorf) konnte erstmals ein
Homologie-Modell des CNGA2 generiert werden und Rulckschlisse auf mogliche
Wechselwirkungen gewonnen werden.

Das cGMP wurde in einer syn-Konfiguration sowohl im TAX4-, als auch im HCN-Kanal
aufgeldst, wobei die syn-Konformation durch Wasserstoffbrickenbindung zwischen
Threonin und Aminogruppe am Purinring stabilisiert ist (Wei et al. 1998, Zagotta et al.
2003, Li et al. 2017). Diese Interaktion wurde ebenfalls durch das Molekulare Docking
(KAPITEL 5.6) am Homologie Modell an der CNGA2-Untereinheit beobachtet. Dies ist
sehr spezifisch fur cGMP-regulierte Proteine (Weber et al. 1989, Kumar et Weber
1992).

Bei der cAMP-Bindung ist bisher nur die anti-Konfiguration im HCN2-Kanal bekannt
(Zagotta et al. 2003), denn fur die CNG-Kanale oder dem verwandten TAX4-Kanal gibt
es bisher noch keine Erkenntnisse uUber die Bindungskonfiguration. Bei der anti-
Konfiguration des cAMPs im HCN ist die Purinbase der Ribose abgewandt und wird
durch drei Aminosauren in der C-Helix stabilisiert (Arg, Iso, Lys) (Zhou et Siegelbaum
2007). Weitere Beispiele wie das katabolisch aktivierte Protein (CAP) (Weber et al.

89



1987) oder der Sp/H-Kanal weisen ebenfalls anti-Konfiguration des cAMP auf. Bisher
gibt es nur Vorhersagen (Scott et al. 1996) oder durch Molekulares Docking computer-
gestutzte Annahmen der anti-Konfiguration an den CNG-Kanalen (KAPITEL 5.6).
Jedoch bedarf es hier noch weiterer Untersuchungen bis hin zu einer kristall- oder
kryoelektronenmikroskopisch aufgelosten Struktur. Denn im Gegensatz zu den zuvor
genannten Proteinen, bindet das cAMP in der PKA in der syn-Konformation (Su et al.
1995).

Der neue Ligand L5c zeigt ebenfalls verschiedene Konformationen (Abb. 30F). Die
Zuordnung der anti- oder syn-Struktur ist computertechnisch nicht eindeutig und
beweist, dass die Bindetasche in der Region sehr flexibel ist sowie, dass das cNMP
muhelos drehbar ist. Die Energiebarrieren unterscheiden sich in schwachem Ausmalf
(Scott et al. 1996). Jedoch gibt es oft durch bestimmte Wechselwirkungen oder Ab-
stoRungen praferierte Bindeposen. Dabei spielen die Substitutionsstelle am Liganden
und der chemische Substituent eine entscheidende Rolle. Dies ist nachfolgend mit
Punktmutationen der lonenkanalsequenzen zu verifizieren.

Mit der Arbeitsgruppe aus Dusseldorf (AG Prof. Gohlke) konnte nachgewiesen
werden, dass die 6-Position am HCN2-Kanal die anti-Konformation und die 8-Position
die syn-Konformation am olfaktorischen CNG-Kanal und am HCN2-Kanal bevorzugt.
Hierbei kann das 6- (7a) und das 8-Phenylderivat (L13ac) verglichen werden. Dies ist
unabhangig vom cNMP, denn L13a zeigen ebenfalls wie L13c in syn-Richtung. Beiden
Substitutionsstellen gemein ist ebenfalls die Orientierung des Linkers in Richtung C-
Terminus des Proteins.

Dementgegen wurde beim Docking mit aliphatischen Linkerderivaten und fluores-
zierenden Liganden die anti-Konformation als gunstigste Pose idenifiziert. Aufgrund
der groRRen Flexibilitat der aliphatischen Linker (L2 - L7ac) kann somit, vermutlich
durch sterische Limitierungen, die energieungunstigere Form bevorzugt werden. In der
Publikation von 2018 (Otte et al.) wurde bereits eine anti-Konformation von L4a
dargestellt und der Linker schlangelte sich in die Richtung des C-Terminus des
Proteins zum vermeintlichen Ausgang. Die Abbildung 30H bestatigt ebenfalls die
Annahme, dass das cNMP in anti-Konformation vorkommt, der Linker Richtung C-
terminalen Ende gewandt ist und den Farbstoff somit weit von der Bindestelle
aulderhalb des Proteins fuhrt. Zusammenfassend veranschaulichte das Molekulare
Docking wichtige Erkenntnisse Uber die Eigenschaften der Liganden in der
Bindetasche und mdgliche Interaktionen. Damit kdnnen nun neue Thesen und

Liganden entwickelt werden, welche die anti-Konformation weiter férdern, um den
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Farbstoff weit von der CNBD zu schieben und zusatzliche Wechselwirkungen zu
generieren. Zum Beispiel kdnnen substituierte Halogenatome an den hydrophoben
Alkylinkerketten bzw. an der Purinbase weitere Verbesserungen zeigen. Zudem sollten
die Linkerketten mit Heteroatomen (L8 - L11ac) getestet werden, da in der anti-
Konformation zusatzliche Interaktionen gebildet werden, die in der syn-Konformation
nicht vorkamen. AulRerdem stutzt sich diese Annahme auf die Beobachtung, dass die
Amid-Bindung zwischen Linkerkette und Farbstoff eine Wechselwirkung mit dem
Protein eingeht. Eine ahnliche Amid-Bindung besteht bereits mit dem glycinahnlichem
Linker (L10 - L114aG).

Zu beachten ist, dass die 6-Position (7a, siehe oben) zwar in anti-Konformation
vorkommt, aber der Linker in Richtung C-Terminus zeigt und dadurch fir eine
Kopplung mit Farbstoff ebenfalls in Betracht kommt. Der Weg aus dem Protein wirde
dem der 8-Position mit Linkerkette und Farbstoff ahneln, ware aber langer. L12c zeigte
in den Dockingversuchen mit CNGA2-CNBD keine spezifischen Interaktionen (Vgl.
Leypold et al. 2019, Kation-mr-Interaktionen). Jedoch kdénnte eine geschickte
Kombination aus den Substitutionen an Position 6 und 8 den Liganden weiter
optimieren. Denn die 6-Phenylsubstitution wirde das CN in anti-Konfiguration in der
CNBD fixieren und an der anderen Substitutionsstelle kann mit einer aliphatischen
Linkerkette der Farbstoff gekoppelt werden. Eine Moglichkeit, um diesen zusatzlichen
Effekt der zwei Substitutionen auf das cGMP zu transferieren, ware die Substitution
der Aminogruppe am C2-Atom mit einem Phenylring und in 8-Position eine Linkerkette.
Eventuell waren auch die Strukturen 8-CPT-6AHA-cAMP oder 8-CPT-2AHA-cGMP
madglich. Denn 8-CPT wiurde die Linkerkette (6 oder 2 AHA) dann C-terminal lenken
und die Konfiguration ware mit syn dem cGMP nachempfunden.

Weitere Affinitatserhdhungen konnten durch gezielte Mutationen am Protein erzielt
werden. Aufgrund der publizierten anti-Konformation sollte tber eine Mutation der
CNGAZ2-Untereinheit an der Glutaminsaure (583) nachgedacht werden, um somit die
Affinitat fur die cAMP-Derivate noch weiter zu steigern. Ferner sollte die CNBD so
konfiguriert werden, dass die anti-Konformation fur cGMP praferiert wird, um so die
fluoreszierenden Liganden, welche in der anti-Konfiguration vorkommen, affiner fir die
CNBD zu gestalten. Dies wirde durch weitere Protein-Ligandenwechselwirkungen im
Bereich zwischen den B6- und B7-Faltblattern oder der aC-Helix eine verstarkte

Bindung hervorrufen (Ng et al. 2016).
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6.7 Ausblick

Mit der Synthese einer grol3en Anzahl neuer Liganden wurde ein besseres Verstandnis
des Liganden-Bindungsprozesses und der CNBD des lonenkanals erlangt. Aul3erdem
wurden optimale fluoreszierende Liganden mit einer erhdhten Affinitat gefunden. Dies
hilft nun weitere Fragestellungen in zuklnftigen Projekten zu bearbeiten.

Zum einen konnen die neuen Liganden ebenfalls an den anderen CNG-Kanalen, wie
dem retinalen rod (Stabchen) und dem retinalen cone (Zapfen) CNG-Kanal, getestet
werden. Diese lonenkanale haben eine geringere Affinitat fir die endogenen
zyklischen Nukleotide. Es ist zu vermuten, dass die Liganden ahnlich Effekte zeigen.
Eventuell sind diese neuartigen Verbindungen so affin, dass mit diesen Kanalen
ebenfalls cPCF durchgefihrt werden kann und Thesen zur Interaktion der
Untereinheiten entwickelt werden konnen. In diesem Zusammenhang werden auch
immer selektivere Liganden gesucht, die insbesondere auf eine lonenkanalart (rod,
cone, olfaktorisch; HCN-Kanale) oder spezifisch flr Proteinfamilien (Proteinkinasen,
EPAC, CAP, etc.) einen Einfluss zeigen.

Zum anderen resultiert aus einer verlangerten Verweildauer des Liganden am
lonenkanal eine héhere Affinitat. Durch die geringere Konzentration im Hintergrund bei
gleichem Bindungsgrad bzw. mehr Photonen bei Bindung kann das Signal-zu-
Rauschverhaltnis verbessert werden. Im nachsten Schritt miussen mogliche Einzel-
molekulmethoden mit der Patch-clamp-Technik kombiniert werden. Maogliche
Methoden sind in Abbildung 34 mit der konfokalen Detektion an einem Punkt mit hoher
Zeitauflosung analog zur Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) oder der
Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRF) dargestellt. Durch die zwei sehr
unterschiedlichen Ansatze soll mit der vermeintlich besten Methodik die Einzelmolekul-
und Einzelkanaluntersuchungen fortgefuhrt werden. Aufbauend auf diesen
Ergebnissen sollen Modelle erstellt werden, um das Aktivierungsverhalten und die

Beeinflussung der Untereinheiten eines lonenkanals naher zu verstehen.
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A FCS Abbildung 34. Schematische Darstellung der
Methoden zur Einzelmolekiilmessung.

N 0.27 pm Hierbei sollen einzelne Kanale bei der Bindung
von fluoreszierenden Liganden beobachtet
>/ werden. Als nachster Schritt sollen diese neuen
] q 3 Ansatze mit der Elektrophysiologie verknupft

| N . .. .
15 oy b werden und die Aktivierung des einzelnen
2 Hm ) lonenkanals nachgewiesen werden. A)Die

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie  (FCS)

nutzt die konfokale Mikroskopie zur Detektion

von diffundierenden, fluoreszierenden

Molekilen und ermittelt somit die Diffusions-

_ geschwindigkeit und die Photonenrate.
Turkisfarbene Ellipse stellt das konfokale

B TIRF Volumen dar, welches durch die Pipette noch
starker reduziert wird. B) Totalreflexions-

fluoreszenzmikroskopie (TIRF) nutzt die

s Entstehung eines evaneszenten Feldes

N (dunkelgrine Halbellipse) durch die

R Totalreflexion des Lasers an dielektrischen
Grenzflachen. Dabei kommt es zu einem

W Ubergang von einem optisch dichteren (Glas)

Laseranregung Totale Reflexion
Detektion

zu einem optisch dinneren Medium (wassrige
\ Losung). Nicht mastabsgetreu.

7. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit sollten die bereits verwendeten fluoreszierenden Liganden
(fcGMP, fcAMP) in ihren Eigenschaften optimiert werden. Daflir wurde eine Fllle an
neuen Liganden, darunter auch Testmolekule ohne Farbstoff, synthetisiert und
charakterisiert. Der Grofdteil war vollagonistisch sowie mit erhohter Affinitat fur die
olfaktorischen CNG-Kanale und wies verbesserte molekulare Helligkeit auf. Zu Beginn
wurden die Substitutionen an der Purinbase und dem Linker kontrolliert, um so die
praferierten Verbindungen mit Farbstoffen zu koppeln.

Die Arbeit hilft fur nachfolgende Experimente einen passenden fluoreszierenden
Liganden zu finden. Zu nennen sind hier F3ac und F8ac als potentielle
fluoreszenzmarkierte Agonisten, mit der hochsten scheinbaren Affinitdt (Homo-
tetramer F3c — 0,09 uyM) sowie F8c mit der doppelten Helligkeit am Patch.

Zudem dient die Arbeit dem besseren Verstandnis der Ligandenbindung und lonen-
kanalaktivierung. Diese dynamischen Prozesse sollen nun auf Einzelmolekulniveau
heruntergebrochen werden, um so ein genaueres Bild Uber die Kooperativitat der

Untereinheiten zu skizzieren. Fur zukinftige Einzelmolekilmessungen werden
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besondere Anforderungen an die Liganden gestellt. Darunter zahlen die hohe Affinitat
zur Bindedomane (1) sowie eine volle Effizienz (2), um die lonenkanale bereits im
unteren nanomolaren Konzentrationsbereich zu aktivieren (van Oijen 2011). Zudem
muss der Farbstoff fur die Versuchsbedingungen geeignet sein (3), wie zum Beispiel
eine erhohte Helligkeit und Stabilitdt. Dies wurde in zahlreichen Experimenten
bestatigt.

Weitere Vorteile von diesen markierten Molekulen sind die Reduktion von
gesundheitsgefahrdenden radioliganden-basierten Testmethoden. Zudem sind
Fluoreszenzliganden kostengunstiger als iodierte oder tritiierte Radioliganden und sind
lagerfahig und zerfallen nicht. Ein fluoreszierender Ligand besitzt ein besseres
Auflésungsvermdgen und kann ebenfalls flr bildgebende Verfahren und kompetitive
Assays mit nicht markierten Liganden genutzt werden. Beispiele fur die praktische
Anwendung sind FRET- oder Polarisationsmessungen. Nachteilig sind die Grofe und
die veranderten Eigenschaften des Molekils. Jedoch konnte in dieser Arbeit
nachgewiesen werden, dass die Funktion der olfaktorischen CNG-Kanale nicht
beeintrachtig wird und die Liganden mit einer erhdhten Affinitat binden.

Daran anschliel3end lassen sich diese neuen Verbindungen flur weitere Proteine mit
einer CNBD, wie Proteinkinase, EPAC oder Phosphodiesterasen, verwenden, um so
einen Vergleich der Bindungs- und Aktivierungsprozesse zu erhalten oder gewisse
Spezifitdten zu unterscheiden. Mit der FRET-Technik oder Detektion in
Zeitsubkompartimenten konnen selektiv die Interaktionen einzelner Proteinklassen in

zellularer Umgebung beobachtet werden.
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9. Anhang
9.1 Ubersichtsblatt

Strukturen aus der Dissertation: Funktionelle Charakterisierung fluoreszenz-markierter
Agonisten an zyklisch Nukleotid-aktivierten lonenkanélen, von Maik Otte, 2020.
Zusammenfassung der Seiten 55, 56 und 64.
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9.2 Abbildungen

ECs,=0,572+0,079 yMm Abbildung 35. Effekte eines weiteren

H=2737+0,12 bromierten Nukleotids. Modifziert nach
Lelle et al., 2019. Es zeigt die strukturellen
O O Anderungen im Molekdl im Vergleich zu
(2] 42) cAMP und die ECs-Werte sowie die Hill-
0, o) Koeffizienten fur die olfaktorischen CNG-
_.Pr Kanale.
O o ECqgy= 0,130 £ 0,015 uM

7-Br-7-CH-cAMP (8,) H=2,04 + 0,08

Abbildung 36. Beispielnummerierung fiir F8s. Beginnend
mit dem Schwefelatom bis zum letzten Atom der Linkerkette.
Die weiteren Nummern beschreiben das zyklische Nukleotid.
Modifziert nach Otte et al., 2019.
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Abbildung 37. Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS). Methode zur
Charakterisierung von molekularer Helligkeit der Liganden. Groéfte Helligkeit bei den Derivaten
(A: cAMP-Derivate; B: cGMP-Derivate) mit Cy3B (F11ac); geringste Helligkeit bei den

konventionellen Cyaninen (F2-F7,c). C+D) stellen die haufig verwendete Laserleistung der
Experimente dar.
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9.3 Tabellen
Tabelle 7. Effekte der cNMP-Derivative am homotetrameren CNGA2-Kanal. Zusammen-
fassung der ECso Werte, Hill-Koeffizienten H, maximale Aktivierung (Mittelwert + SEM) und
Anzahl an Experimenten, n. * deutet auf L2a und F64 als Partialagonisten am CNGA2-Kanal

hin.
Talsy
Gtz

Nr. EC 5, (MM) H, Maximum | n Nr. EC 5, (M) H, Maximum | n
1o | 54,83+6,98|2,16+0,05|1,01+0,00| 4 1¢ | 1,77+0,07 | 2,60+0,04 | 0,99+0,00| 16
2, | 2115+0,14 |1 2,28+0,11]1,03+0,01| 6 2; | 353+0,23 |2,62+0,45[1,03+0,01| 7
3an [1593+£1,51]2,45+0,23]1,01+£0,02| 7 3¢ | 0,13+0,01 |2,79+0,16 0,97 +0,01| 7

4, | 6,75+1,02 | 2,38+0,22|1,03+0,01| 6
5, | 6,42+0,39 [2,49+0,13]1,01£0,01| 6 5 | 0,15+0,01 | 2,43+0,15|0,99+0,00| 13
6, | 3,26+0,19 | 2,73+0,13]0,98+0,01| 9 6 | 0,07+0,00 | 3,26+0,66|0,97+0,03| 5

7, | 8,15+0,71 | 2,39+0,09| 1,00+0,00| 8

8, | 0,57+0,08 |2,37+0,12] 1,02+0,01] 7
L2,*| 128,3+20,4] 1,82+0,17| 0,46 +0,07| 14 | L2g | 0,83+0,05 | 2,43+0,29(0,95+0,02| 14
L3, | 9,95+0,76 | 2,30+0,11]0,99+0,01| 9 | L3¢ | 0,17+0,03 | 1,80+0,24|1,06+0,05| 5
L4, | 3,10+0,32 [ 2,23+0,12|1,01+£0,02]| 10 | L4 | 0,09+0,02 | 2,49+0,54]|0,95+0,03| 5
L5, | 1,44+0,17 | 3,06+£0,28]0,99+0,01| 8 | L5z | 0,08+0,00 |2,68+0,14]0,98+0,01| 10
L6, | 0,63+0,06 |2,34+0,18|0,97+0,02| 7 | L6s | 0,06 +0,01 | 1,78+0,09]/1,02+0,01| 7
L7, | 2,28 +0,37 | 2,40+0,23| 1,07+0,02| 14 | L7 | 0,05+0,00 | 2,16+0,11|0,99+0,01| 8
L8y | 24,94+1,26(2,37+0,11]0,99+0,01| 7 | L8 | 0,55+0,04 | 2,71+0,25] 0,99 £0,01 | 12
L9, | 46,21+6,88(2,26+0,09|0,94+0,02| 8 | L9 | 0,52+0,03 |2,29+0,13| 0,99 +0,00 | 11
L10, | 34,25+4,51|2,09+0,22|0,95+0,05( 10 | L10g| 0,34 £0,01 | 2,55+0,08 (0,98 +0,01 | 12
L11,] 29,37 £3,09(1,91+0,11(0,91+0,03| 7 |L11g]| 0,33+0,02 | 2,43+0,11|0,98+0,01| 11
L12, | 16,05 +1,46 | 2,44 +£0,12( 1,00+ 0,01 | 7 JL12g]| 2,26 +0,24 | 2,51+0,06(0,98+0,01| 7
L13,| 4,87+0,28 | 2,77+0,12| 1,00+0,01| 9 |L13g| 0,26+0,02 | 2,58 +0,08]|0,98+0,00| 8
F2, | 271,0+ 56,6 | 1,32 £ 0,07 1,00 6 | F2g | 0,59+0,03 | 2,73+0,07|1,02+0,02| 9
F3, | 521041 [252+0,09|1,01+0,02| 5 | F3¢ | 0,09+0,01 | 2,46+0,17]0,99+0,00| 9
F4, | 60,83+7,48|1,35+0,14 1,00 11 | F4s | 1,08+0,08 | 2,79+0,19]/0,99+0,02| 6
F5, | 7,42+0,78 | 2,08 +0,15]| 1,03+0,01| 7 | F5s | 0,21+0,02 | 2,55+0,13|1,00+0,01| 9
F6,*| 10,52 +1,76 | 1,28+ 0,16 0,89+0,03| 6 | F6s | 1,10+0,09 | 248+ 0,25(1,00+£0,01| 9
F7, | 590+0,32 {1,94+0,27|1,01+£0,03| 7 | F7g | 0,16+0,01 | 3,57+0,40| 0,99 +0,00 | 11
F8, | 2,81+0,23 [ 2,04+0,13|1,01+0,01| 10 | F8s | 0,35+0,02 | 3,64 £0,28 | 0,99 +0,01 | 11
F9, | 1,82+0,15 (293+0,28]/0,96+0,02| 8 | F9¢ | 0,32+0,05 | 3,66 +£0,58| 1,00 £0,01 | 11
F10, [ 51,89 +2,92| 1,62 + 0,06 1,00 9 |F10g| 0,26 +0,01 | 3,54+0,16|0,98+0,01| 9
F11, | 46,20+ 3,62 2,18 + 0,24 1,00 7 |F11¢s| 0,58 +0,07 | 3,18+0,26|1,00+£0,01| 8
F12;| 0,36 +0,04 | 1,66+0,11[0,98+0,01| 8




Tabelle 8. Effekte der cNMP-Derivative am heterotetrameren CNGA2:CNGA4:CNGB1b-
Kanal. Zusammenfassung der ECso Werte, Hill-Koeffizienten H, maximale Aktivierung
(Mittelwert £+ SEM) und Anzahl an Experimenten, n. * deutet auf L12,, L134, F64 und L12¢
einen Partial-agonisten. # deutet auf L6a eine ungewohnte Inhibition bei einer Konzentration >
2 uM an CNGA2:CNGA4:CNGB1b-Kanalen.

Nr. EC 5o (UM) H, Maximum | n Nr. EC 5, (M) H, Maximum | n
1o | 4,99+0,36 | 2,14 +£0,09]|1,00£0,01| 7 16 1,27+0,10 [ 2,49+0,30|0,97+£0,01| 8
2, |1 0,37+0,03 |2,14+0,18|1,00+£0,02| 5 2z | 0,82+0,07 | 2,58+0,171,01£0,00| 9
3n | 1,640,112 [2,23+£0,08/0,99+0,00( 7 3¢ | 0,33+0,03 [1,48+0,09]|0,98+0,00| 5

4, | 065+0,13 | 2,02+0,09[0,99+£0,01| 5
5, | 3,68+0,11 [2,16+£0,07|0,98+0,00| 7 5 | 0,37 +0,02 [ 1,39+0,05( 0,96 £0,01| 11
6, | 0,50+0,05 |2,34+£0,12]| 0,98+ 0,00 | 11 6 | 0,06+0,01 [1,95+0,14]0,97+0,01| 7

7, | 0,84+0,12 [ 1,77+£0,13/0,97£0,01| 8

8, | 0,13+0,02 | 2,04+0,08]0,99+0,00| 7
L2, | 13,34 +0,66 ] 0,96+0,02|(096+0,13| 8 | L2g | 1,49+0,20 | 1,78+0,21|1,07+0,15| 5
L3, | 4,06+0,63 [1,77+0,37|097+0,02| 5 | L3g | 0,28+0,02 | 1,95+0,10|1,02+0,02| 6
L4, | 1,40+012 | 250+0,06|0,99+0,16| 6 | L4s | 0,62+0,17 [ 1,30+0,14(1,01£0,17| 5
L5, | 0,95+0,06 |249+0,19]|0,98+0,03| 5 | L5 | 0,23+0,01 | 1,96+0,09(0,97 +0,01| 10
L6,* | 0,29+0,04 | 3,89+1,04(0,77+0,10| 9 | L6s | 0,30+0,02 [ 1,55+0,10 | 1,00+£0,14| 6
L7, | 0,47 +£0,06 | 2,73+0,20| 1,00£0,01| 10 | L7 | 0,14+£0,02 | 1,92+0,12|0,98+0,01| 7
L8, | 598+042 (221+0,10|/0,98+0,01| 10 | L8 | 1,07+0,08 | 1,60+0,07 0,97 +0,01| 8
L9, | 7,08+0,26 | 2,22+0,13|0,99+0,01| 7 | L9 | 1,11+0,10 | 1,97 +0,18| 0,97 +0,01| 9
L10, | 6,60+0,45 | 2,22+0,14|0,99+0,01| 8 |L10g| 0,63+0,03 | 1,87+0,07(0,96+0,01]| 9
L11,| 512+0,59 | 2,51+0,23]10,99+0,01| 6 |L11g| 1,00+0,19 | 1,74+£0,12|0,96+0,01| 10
L12,*| 10,94 + 0,98 | 2,43 +0,08| 0,74 +0,01| 6 |L12g*| 7,59+0,86 | 1,76 +0,10|0,52+0,03| 7
L13,*| 0,77 +0,05 | 2,28+0,01]0,90+0,01| 7 |L13g| 0,37+0,03 | 1,64+0,09|0,97+0,01| 8
F2, | 18,26 + 1,18 | 1,61 £ 0,07 1,00 17 | F2¢ | 2,06 £0,26 | 1,76 £ 0,05 1,00 10
F3n | 1,18+0,11 | 2,41+0,15 1,00 6 | F3¢ | 0,21+0,03 | 2,02+£0,17|0,99+0,01| 9
F4, | 11,14 +0,85( 1,44 + 0,07 1,00 8 | F4¢ | 1,83+0,08 | 2,39+0,06(/0,95+0,01| 8
F5, | 1,49+0,15 [ 2,10+0,13| 0,97 +0,01| 10 | F5; | 0,51+£0,02 | 1,49+0,04 | 0,98+0,01| 8
F6,*| 5,32+0,50 | 1,68+0,18(0,82+0,04| 8 | F6g | 1,43+0,13 [ 2,11+£0,25|0,96+0,01| 8
F7, | 1,50+0,15 [ 1,63+0,12]10,99+0,02| 7 | F7¢ | 0,36+0,02 | 2,07+0,35[1,01+0,01| 5
F8, | 1,20+0,12 [ 2,69+0,25|0,98+0,01| 6 | F8 | 0,53+0,02 | 2,65+0,12(0,98+0,01| 7
F9, | 0,51+0,04 |247+0,23]10,94+001| 11| F9¢ | 0,51+0,05 | 2,27 +0,17| 0,97 + 0,01 | 11
F10, [ 5,02+0,34 | 2,32+0,13 1,00 12 | F10g | 0,35+0,02 | 2,63+0,08| 0,97 £0,01| 8
F11, | 5,85+0,69 | 2,69 + 0,55 1,00 5 |F11g| 0,92+0,06 | 2,34+£0,32|0,96+0,01| 6
F12s| 0,24 +0,05 | 1,82+0,10|0,94+0,00| 7
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