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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die β2a-Untereinheit stellt das Verbindungsprotein zwischen der ionenleitenden α1C-

Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals und dem Riesenprotein Ahnak (~700 kDa) dar. In der

vorliegenden Arbeit wurde sowohl der funktionelle Einfluß der β2a-Untereinheit auf die

Kanalmodulation des α1C-b-Proteins als auch die Interaktion zwischen Ahnak und der β2a-

Untereinheit studiert. 

Die funktionellen Untersuchungen erfolgten am Expressionssystem (Human Emryonic

Kidney Cells) mit klonierten Kanalproteinen auf Einzelkanalebene. Die Koexpression der

β2a-Untereinheit führte einerseits zu einer erhöhten Insertion von α1C-b·β2a-Kanälen in die

Plasmamembran und andererseits zu einer signifikanten Erhöhung (3-fachen) der

Offenwahrscheinlichkeit (Po) der glattmuskulären α1C-b-Kanäle, die mit dem Auftreten von

sehr langlebigen Kanalöffnungen (Offenzeit > 10 ms) verbunden war. Dieser starke Wechsel

im schnellen Schaltverhalten von α1C-b-Kanälen durch die β2a-Untereinheit wurde sowohl

in der Cell-Attached- als auch in der Inside-Out-Konfiguration erhalten. 

Die Beeinflussung der Interaktion beider Kanaluntereinheiten erfolgte mit Hilfe eines

synthetischen Peptids, das die α1-Interaktionsdomäne (AID) auf der α1C-Untereinheit

imitiert. In vitro Bindungsversuche mit dem AID-Peptid bestätigten eine spezifische Affinität

zur nativen β2-Untereinheit. Die Applikation des AID-Peptids (10 µM) auf die

zytoplasmatische Seite von Inside-Out-Patches verursachte einen drastischen Wechsel im

schnellen Schaltverhalten der α1C-b β2a-Kanäle, indem die Offenwahrscheinlichkeit (Po)

und die für die α1C-b β2a-Kanäle charakteristischen Fraktionen von sehr langlebigen

Kanalöffnungen signifikant reduziert wurden. Das Peptid induzierte einen Wechsel im

schnellen Schaltverhalten der α1C-b β2a- Kanäle, der mit der Aufhebung der β2a-abhängigen

Kanalmodulation übereinstimmte und mit dem Schaltverhalten der α1C-b-Kanäle

vergleichbar war. Das AID-Peptid übte weder einen Effekt auf die Funktion von α1C-b-

Kanälen aus, noch wurde mit einem entsprechenden Kontroll-Peptid ein verändertes

Schaltverhalten der α1C-b β2a-Kanäle beobachtet. 

Die Ergebnisse demonstrieren die Reversibilität der Ca2+-Kanalmodulation durch die

β2-Untereinheit und lassen die Aufhebung der α1C·β2-Interaktion als möglichen

Mechanismus der Kanalregulation erscheinen. Einen wichtigen Angriffspunkt für die gezielte
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Beeinflussung der Kanalaktivität stellt die AID dar, wobei das synthetische AID-Peptid eine

Möglichkeit bietet, die in vivo Modulation von L-Typ-Ca2+-Kanälen zu modifizieren.

Die Identifikation und Charakterisierung von Interaktionsstellen zwischen der

kardialen β2-Untereinheit und dem hochmolekularen Protein Ahnak erfolgte mit Hilfe von

GST-Fusionsproteinen. Overlay-Bindungsexperimente wie auch Sedimentations-

Gleichgewichts-Analysen demonstrierten eindeutig, daß Ahnak spezifisch und mit hoher

Affinität über seine C-terminalen 382-Aminosäuren (Ahnak-C2, AS 5262-5643) an die β2a-

Untereinheit bindet. In der β2a-Untereinheit wurden zwei Bindungsstellen mit

unterschiedlichen Affinitäten (Kd1=53 nM, Kd2=212 nM) für Ahnak-C2 nachgewiesen. Mit

trunkierten β2a-Proteinen, die jeweils eine der beiden für die β2-Untereinheit bekannten

konservierten Domänen enthielt, zeigte sich, daß die hochaffine Bindungsstelle für Ahnak-C2

in der C-terminalen Region (β2a-C, Kd=55 nM) und die niederaffine Bindungsstelle in der N-

terminalen Region (β2a-N, Kd=328 nM) der β2a-Untereinheit lokalisiert ist. 

Desweiteren konnte aus nativem Herzhomogenat mit Hilfe von Ahnak-C2-Beads die

α1C-Untereinheit über ihre Interaktion mit der β2-Untereinheit angereichert werden. Dies traf

in gleicher Weise für die Skelettmuskel α1S-Untereinheit zu, die mit den Ahnak-C2-Beads

über die Interaktion mit ihrer korrespondierenden β1a-Untereinheit aus dem

Skelettmuskelhomogenat angereichert wurde. Diese Ergebnisse verdeutlichen einerseits, daß

die Bindung von Ahnak-C2 nicht nur auf die kardiale β2-Isoform beschränkt ist, sondern

konservierte Bindungstellen -zumindest in den beiden untersuchten β-Untereinheiten- die

Interaktion mit Ahnak-C2 vermitteln. Andererseits demonstrieren die Ergebnisse, daß die β-

Untereinheit die α1-Untereinheit und Ahnak-C2 über voneinander verschiedene

Bindungsdomänen bindet. 

Auch wenn die physiologische Bedeutung der Interaktion zwischen der β2-

Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals und Ahnak noch nicht geklärt ist, so liefern die

Ergebnisse einen wichtigen Beitrag zum Verständnis der molekularen Details dieser

Interaktion. Die β2-Untereinheit besitzt eine Schlüsselstellung in dem Proteinkomplex aus

ionenleitender und spannungsabhängiger α1C-Untereinheit des L-Typ-Ca2+-Kanals und dem

hochmolekularen Phosphoprotein Ahnak. Sie verbindet externe Signale über Änderungen des
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Membranpotentials mit internen Signaltransduktionswegen, wobei wahrscheinlich weitere

Bindungspartner in den Proteinkomplex einbezogen sind.
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