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A Adrenalin

AC Adenylatzyklase

AID a-Interaktionsdoméane

AKAP A-Kinase-Ankerprotein

AS Aminosauren

ATP Adenosintriphosphat

B-AR B-adrenerger Rezeptor

Ba®* Bariumionen

Ca** Kalziumionen

CaM Calmodulin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
Cav1.2 kardialer L-Typ-Ca®"-kanal

CD Circulardichroismus

CDI Ca?*-abhangige Inaktivierung

Cm Membrankapazitat

DCM Dilatative Kardiomyopathie

Gas stimulatorisches G-Protein

GK Guanylatkinase

GST Glutathion-S-Transferase

HCM Hypertrophe Kardiomyopathie

lcaL Ca®"-Einstrom durch den L-Typ-Ca?*-kanal
IgG Immunglobulin G

ISO Isoprenalin

IQ-Motiv Isoleucin-Glutamin-Motiv

KO Knock-Out

LVP systolischer linksventrikularer Druck
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NA Noradrenalin

Na* Natriumionen
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PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKA Proteinkinase A

Qe Ladungsmenge an Ca?*

RyR Ryanodinrezeptor

SDS Natriumdodecylsulfat

SH3 Scr-Homologie-3-Domane
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Abstract

Abstract

Einleitung: Im Herzen ist der spannungsabhangige L-Typ-CaZ+-KanaI (Cav1.2) fur den
kontrollierten Ca?*-Einstrom (Ica.) in die Zelle und die damit verbundene Erregungs-
Kontraktions-Kopplung verantwortlich. Die Interaktion der B,-Untereinheit (82-UE) mit der
porenbildenden aic-Untereinheit ist sowohl fiir den Transport des Kanals zur Zellmem-
bran als auch fur die Aktivierung und Inaktivierung des Ca®"-Kanals essentiell. Ahnak1 ist
ein 700 kDa groRes Geriistprotein, welches mit der B.-UE des kardialen Ca®*-Kanals
interagiert. Bisherige Erkenntnisse deuten darauf hin, dass Ahnak1 eine Rolle in der
Regulation des L-Typ-Caz+-KanaIs spielt. In dieser Arbeit wurde die Funktion von Ahnak1
in der Regulation des Ca?-Kanals auf struktureller und funktioneller Ebene untersucht.
Methodik: Ca?- und Ba®'-Stréme durch den L-Typ-Ca*-Kanal wurden mittels der
Patch-Clamp-Technik an isolierten ventrikuldren Kardiomyozyten gemessen. An diesen
isolierten Zellen wurden Ahnak1 und die B,-UE immunzytochemisch lokalisiert. Zur
Untersuchung der Herzfunktion von Ahnak1-Knock-Out (KO)-Mausen wurde die Methode
des isoliert perfundierten Herzens nach Langendorff angewandt. Interaktionen zwischen
Ahnak1 und der 3,-UE des Ca®*-Kanals wurden mittels Ultrazentrifugation, Oberflachen-
Plasmon-Resonanz und Immunassays studiert. Die strukturellen Analysen wurden mit
Hilfe der Circulardichroismus-Spektroskopie und der Massenspektrometrie durchgefihrt.
Ergebnisse: Die morphologische Untersuchung von Ahnak1-KO-Kardiomyozyten ergab
eine signifikante Verklrzung der Zellen. Ahnak1-defiziente Kardiomyozyten wiesen einen
reduzierten /co. und eine beschleunigte Inaktivierung des Ca?*-Stroms auf. Damit
Ubereinstimmend zeigten weitere Ca®*- und Ba2+-Strommessungen an Wildtyp-Kardio-
myozyten, dass die intrazelluldre Perfusion mit einem Fragment des distalen C-Terminus
von Ahnak1 die Inaktivierung des Ca*"-Kanals verzogert. In Ahnak1-KO-Kardiomyozyten
hingegen wurde die Inaktivierung durch die Ahnak1-Perfusion nicht modifiziert. Am
gesamten Herzen im Langendorff-Modell zeigten sich keine Unterschiede zwischen
Ahnak1-KO und dem Wildtyp. Die Herzen von Ahnak1-KO-Mausen konnten genauso
stark durch Adrenalin stimuliert werden wie die des Wildtyps. Auch Ahnak1-KO-
Kardiomyozyten zeigten eine intakte Isoprenalin (ISO)-Stimulation. Die Perfusion von
Wildtyp-Kardiomyozyten mit einem Peptid P4984 des proximalen C-Terminus von
Ahnak1 hatte jedoch eine reduzierte Antwort auf den (3-adrenergen Rezeptor-Agonisten
ISO zur Folge. Auch dieser modulatorische Effekt (auf die Kanalaktivitat) wurde, ahnlich
wie fur die Inaktivierung beobachtet, in Ahnak1-KO-Kardiomyozyten nicht gefunden.
Erstmals konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass Ahnak1 und die B.-UE in den T-
Tubuli isolierter Kardiomyozyten kolokalisieren. Interaktionsstudien zwischen Ahnak1 und
der B2-UE zeigten, dass zwei im C-Terminus von Ahnak1 lokalisierte PxxP-Motive wichtig
fur die hochaffine Bindung zwischen beiden Proteinen sind. Weiterhin wurde in der $,-UE
die zentrale Region, bestehend aus einer SH3 (Scr-Homologie-3)-Domane, einer HOOK-
und einer Guanylatkinase (GK)-Domane, als Interaktionsregion fiir den C-Terminus von
Ahnak1 kartiert. Innerhalb der GK-Domane der B,-UE konnte Ser-296 als neue
Phosphorylierungsstelle flr Proteinkinase A (PKA) identifiziert werden. Die PKA-
vermittelte Phosphorylierung von Ser-296 an der B,-UE erhdhte zudem die Bindungs-
affinitat zu Ahnak1.

Schlussfolgerung: Die Ergebnisse lassen darauf schliel3en, dass Ahnak1 als positiver
Regulator des L-Typ-CaZ+-KanaIs wirkt. Ahnak1-Defizienz und Applikation von Ahnak1-
Fragmenten modulierten neben basaler Stromdichte und Inaktivierungskinetik auch die
B-adrenerge Regulation des /cq.
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Der kardiale L-Typ-CaZ+-KanaI (Cav1.2) spielt eine essentielle Rolle fiur die
Aufrechterhaltung der physiologischen Ca®"-Konzentration in der Zelle und die damit
verbundene Erregungs-Kontraktions-Kopplung im Herzen. Nach einer Depolarisation der
Zellmembran &ffnen sich die Ca?*-Kanale in den T-Tubuli und erlauben den Einstrom
extrazellularer Kalziumionen (Ca2+) in die Zelle. Dadurch wird eine weitere Freisetzung
von Ca®" aus dem sarkoplasmatischen Retikulum (SR) ausgeldst, was zur Kontraktion
der Herzmuskelzelle fiihrt [1,2]. Das Offnungsverhalten der Kanéle kann durch Hormone
und Pharmaka moduliert werden [3,4]. Eine Vielzahl von Studien zeigen, dass eine
Fehlfunktion der Ca**-Kanale zu kardialen Erkrankungen wie Arrhythmien, dem Brugada-
Syndrom oder dem Timothy-Syndrom fiihren kann [5,6,7].

Cav1.2 ist ein Multiproteinkomplex bestehend aus der porenbildenden ac-Untereinheit
(a4c-UE) und den zwei akzessorischen Untereinheiten B2 (B2-UE) und a25 (Abb. 1) [3,8].
Die a4c-UE ist aus vier homologen Domanen aufgebaut, die sich aus je sechs
Transmembransegmenten zusammensetzen. Im jeweils vierten Segment ist der
Spannungssensor lokalisiert [9]. Des Weiteren befinden sich an der aic-UE die
Bindungsstellen fir Kalziumkanalblocker [4]. Der distale C-Terminus der a4c-UE wird an
der Aminosaureposition 1820 proteolytisch gespalten und bleibt vermutlich als auto-
inhibitorische Domane erhalten [10]. Im proximalen C-Terminus befindet sich ein fur die
Inaktivierung wichtiges Isoleucin-Glutamin (1Q)-Motiv (AS 1654-1665). Das Schlie3en
des L-Typ-Caz+-KanaIs erfolgt Uber zwei verschiedene Wege: Einerseits durch die lang
anhaltende Depolarisation, die so genannte spannungsabhangige Inaktivierung (VDI)
und andererseits durch die Ca?*-abhangige schnelle Inaktivierung (CDI) [8,11].

Die intrazellulare B,-UE des Cav1.2 spielt eine wesentliche Rolle fir den Transport der
aic-UE an und den Einbau in die Zellmembran sowie flir die Aktivierung und
Inaktivierung des Kanals. Sie interagiert mit der a4c-UE Uber die a-Interaktionsdoméane
(AID) in der ersten intrazellularen Schleife (a4c-I-1l-Linker), welche Doméne eins und zwei
miteinander verbindet (Abb. 1) [9,12,13]. In der B,-UE findet man Strukturelemente der
MAGUK (membranassoziierte Guanylatkinasen)-Familie. Diese umfassen eine SH3 (Src-
Homologie-3)- und eine Guanylatkinase (GK)-Domane, die durch eine variable Domane
(HOOK) verbunden sind (Pankonien et. al 2012, Abb. 2A) [14,15].

Waéhrend so genannter ,Fight-or-Flight® Reaktionen (Stressreaktionen) erfolgt die
Regulation des Cav1.2 tber die Proteinkinase A (PKA)-vermittelte Phosphorylierung. Die
sympathische Stimulation des [-adrenergen Rezeptors durch die Neurotransmitter
Adrenalin und Noradrenalin flhrt Gber stimulierende G-Proteine (Gas) zur Aktivierung der
Adenylatzyklase (AC), welche vermehrt zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP)
produziert. Die daraufhin durch cAMP aktivierte PKA phosphoryliert u.a. den spannungs-
gesteuerten L-Typ-Ca2+-KanaI. Dadurch kommt es zu einer erhdéhten Offnungs-
wahrscheinlichkeit des Kanals und damit zum erhdhten Ca?*-Einstrom (lca) in das
Zellinnere, wo eine weitere Ca?*-induzierte Freisetzung von Ca®" aus dem SR zu einer
gesteigerten Kontraktionskraft und -rate des Herzens fuhrt [1,2]. Fur diese Regulation
muss die PKA direkt Uber das A-Kinase-Ankerprotein (AKAP) an den C-Terminus der
a1c-UE gebunden sein [16]. Abbildung 1 zeigt den Aufbau von Cav1.2 und die Regulation
Uber den B-adrenergen Signalweg.
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Abb. 1: Schematische Darstellung des spannungsabhingigen L-Typ-Ca”-KanaIs und dessen
Regulation tiber die Proteinkinase A (PKA) im Herzen. Die Stimulation B-adrenerger Rezeptoren
(B-AR) durch Adrenalin (A) oder Noradrenalin (NA) fuhrt Uber G-Proteine (Gas) zur Aktivierung der
Adenylatzyklase (AC), die vermehrt zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) produziert. Die
daraufhin Gber cAMP aktivierte PKA-Phosphorylierung des L-Typ-Ca2+-KanaIs fiihrt zum erhohten Ca?'-
Einstrom in die Zelle. Dieser wiederum l6st eine Ca2+-Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum (SR) aus und fihrt in Folge dessen zu einer gesteigerten Kontraktionskraft des Herzens.
Abkirzungen: AID = o-Interaktionsdoméne, AKAP = A-Kinase-Ankerprotein, ATP = Adenosintriphos-
phat, CaM = Calmodulin, 1Q = Isoleucin-Glutamin-Motiv, RyR = Ryanodinrezeptor

Wo sich die fiir die Ca**-Kanalregulation entscheidenden PKA-Phosphorylierungsstellen
in Cav1.2 und/oder in dessen Untereinheiten oder Interaktionspartnern befinden, war bis
zum Beginn dieser Arbeit unklar. Bisher wurde angenommen, dass die PKA-
Phosphorylierung von Ser-1928 im distalen C-Terminus der a:c-UE die Aktivitat des
Ca®"-Kanals reguliert [10,17]. Daneben gelten aber auch Ser-478 und Ser-479 in der [3,-
UE als potentielles Ziel der PKA-Phosphorylierung in der Regulation des /¢, [18].
Ahnak1, ein 700 kDa grofRes Gerustprotein, spielt in einer Vielzahl biologischer Prozesse
eine Rolle [19,20,21]. In unserer Arbeitsgruppe wurde Ahnak1 einerseits durch
Koprazipitation als Interaktionspartner der B,-UE des kardialen Ca*-Kanals identifiziert
[22]. Andererseits wurde herausgefunden, dass Ahnak1 auch mit Aktin assoziiert ist [23].
Ahnak1 besteht aus einer grolRen zentralen Domé&ne mit konservierten repetitiven
Sequenzen, flankiert von einem kurzen N-Terminus und einem =1000 Aminosauren
groRen C-Terminus (Pankonien et. al 2011, Abb. 1a) [22,24]. Ahnak1 interagiert Uber
mehrere Bindungsstellen in seinem C-Terminus mit der B,-UE und wird ebenfalls durch
PKA phosphoryliert [22,23]. Bisherige Befunde schrieben Ahnak1 eine Rolle bei der
Inaktivierung und der B-adrenergen Regulation des Ca®"-Kanals zu [19,25,26]. Die
Kartierung der funktionellen Interaktionsdomanen und die damit verbundene Aufklarung
der Funktion von Ahnak1 in der Regulation des L-Typ-Ca2+-KanaIs im Herzen bilden den
Schwerpunkt der vorliegenden Forschungsarbeit.
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Das gemeinsame Ziel der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Publikationen bestand
darin, die Interaktionen zwischen Ahnak1 und der ,-UE des spannungsabhangigen L-
Typ-CaZ+-KanaIs im Herzen auf struktureller und funktioneller Ebene zu untersuchen. In
den vorliegenden Verdéffentlichungen wurde folgenden Fragestellungen nachgegangen.

1. Publikation: Wie unterscheiden sich Ahnak1-KO-Kardiomyozyten vom Wildtyp
hinsichtlich ihrer Morphologie und des Iz, ? Welche Rolle spielt der distale C-Terminus
von Ahnak1 in der Inaktivierungskinetik von Cav1.2?

2. Publikation: Hat der proximale C-Terminus von Ahnak1 einen Einfluss auf die -
adrenerge Regulation von Ica ? Unterscheidet sich die Herzfunktion von Ahnak1-KO-
M&usen vom entsprechenden Wildtyp hinsichtlich der B-adrenergen Regulation?

3. Publikation: Wo liegen die funktionell bedeutsamen Interaktionsstellen von Ahnak1 in
der B-UE? Existieren weitere PKA-Phosphorylierungsstellen in der $,-UE mit Bedeutung
fur die Bindung an Ahnak1 und/oder den ac-I-ll-Linker des Cav1.2?
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Im folgenden Abschnitt werden die angewandten Methoden kurz erlautert. Eine
detaillierte Beschreibung ist in den Publikationen zu finden.

Herstellung rekombinanter Proteine

Der C-Terminus sowie die C-terminalen Fragmente von Ahnak1, B2-UE, aic-I-llI-Linker,
aqc-lI-lll-Linker wurden als GST- bzw. HIS-Fusionsproteine exprimiert und aufgereinigt.
Mutationen wurden mit Hilfe eines Mutagenese-Kits eingefuhrt.

Herstellung von Antikérpern

Die Antikdrper gegen den C-Terminus von Ahnak1, B2-pSer-296 und B2-pSer-p478/pSer-
479 wurden in Kaninchen hergestellt. Die Aufreinigung erfolgte Uber Bromcyan-aktivierte
Sepharose-Saulen, gekoppelt mit GST-Ahnak1-C-Terminus bzw. den synthetischen Pep-
tiden SNTRS-pS-LAEVQ und QHRS-pSpS-SAPH aus der Proteinsequenz der ($,-UE.

SDS-Gelelektrophorese und Western Blot

Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in 6% bzw. 10% SDS-
Polyacrylamidgelen. Die Proteine wurden entweder mit Coomassie-Blau angefarbt oder
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Danach erfolgte die Inkubation der Mem-
branen mit spezifischen Antikdrpern gefolgt vom zweiten Peroxidase-gekoppelten Anti-
Kaninchen- bzw. Anti-Maus-Antikérper und anschlieBender Chemilumineszenzreaktion.

Mutationsscreening

192 unabhangige Patienten mit hypertropher Kardiomyopathie (HCM) und dilatativer
Kardiomyopathie (DCM) sowie 96 Kontrollpersonen wurden genotypisiert. Insgesamt
wurden 7 Uberlappende Fragmente, die den C-Terminus des Ahnak1-Gens umfassen,
mittels PCR und anschliellender SSCP (Einzelstrang-Konformationspolymorphismus)
durch die Arbeitsgruppe von Frau Dr. Vera Regitz-Zagrosek (Charité) analysiert.

PKA-Phosphorylierung
Far die in vitro Phosphorylierung wurde die rekombinante GST-$,-UE fir 10 min bei
30°C mit ATP, Mg2+ und isolierter katalytischer Untereinheit der PKA inkubiert.

Massenspektrometrie
Die PKA-phosphorylierte ,-UE wurde in Kooperation mit Dr. Albrecht Otto (MDC,
Proteinchemie) massenspektrometrisch (NanoLC-MS/MS) analysiert.

Interaktionsstudien

Mit der Ultrazentrifugation wurde der Sedimentationsvorgang der ,-UE mit dem distalen
C-Terminus von Ahnak1 optisch in einer Ultrazentrifuge untersucht, um Aussagen uber
deren Molekulargewicht sowie deren Komplexbildung/Interaktion zu erhalten. Mit Hilfe
der Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR)-Spektroskopie wurden Polymorphismen im
C-Terminus von Ahnak1 hinsichtlich der Interaktion mit der B,-UE untersucht. Die
Phosphorylierung der B,-UE im Bezug auf die Bindung zum aqc-I-llI-Linker und Ahnak1
wurde auch mittels SPR analysiert. Hierbei wird ein Protein als Ligand an einen
Sensorchip kovalent gebunden, wahrend der Interaktionspartner als Analyt Uber den
Chip flieRt und die Interaktion (Assoziation und Dissoziation) in Echtzeit gemessen wird.
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Immunassays

Mittels eines Enzymimmunassays wurden die Bindungsaffinititen der mutierten C-
terminalen Ahnak1-Proteine zur 3,-UE bestimmt. Die Ahnak1-Proteine wurden an Mikro-
titerplatten immobilisiert und mit verschiedenen Konzentrationen der B,-UE inkubiert. Flr
die Detektion wurde ein B,-Antikdrper verwendet. In einem zweiten Assay wurden die
Interaktionsstellen der (3,-UE an Ahnak1 kartiert, wobei die verkiurzten ,-Konstrukte an
die Mikrotiterplatten immobilisiert wurden und die C-terminale Doméane von Ahnak1 als
Analyt diente. Der Nachweis erfolge im Western Blot mit einem Ahnak1-Antikorper.

Pull-Down

Ventrikuldre Gewebeproben vom Ratten- und Mausherz wurden in Puffer homogenisiert.
Nach einem Zentrifugationsschritt bei 100000 x g erhielt man die zytosolische Fraktion.
Fir die kardiale Membranfraktion wurde das Gewebe zweimal in Kaliumchlorid-Puffer
homogenisiert und in Niedrig-Salz-Puffer aufgenommen. Der GST-a4c-I-lI-Linker wurde
an eine mit Glutathion-Sepharose gepackte Saule gebunden und mit den zytosolischen
Fraktionen vom Ratten- und Mausherz inkubiert. In SDS-Probenpuffer aufgenommen
wurden die Proteine mittels einer Gelelektrophorese aufgetrennt.

Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie

Die Auswirkung des Aminosaureaustausches A4984P im proximalen C-Terminus von
Ahnak1 wurde hinsichtlich Struktur und Stabilitdt mit Hilfe der CD-Spektroskopie
analysiert. CD-Spektren wurden bei A=180-260 nm (25 °C) und thermische Entfaltungs-
kurven bei A=220 nm mit ansteigender Temperatur (4-94 °C) im J-720 Spektrometer
gemessen.

Immunzytochemie

Isolierte Mauskardiomyozyten wurden auf lamininbeschichteten Deckglasern ausgesat.
Fir die Farbung wurden Maus-anti-Ahnak1-NT und Kaninchen-anti-B, als
Primarantikdrper mit Ziege-anti-Maus-IgG Alexa488 und Ziege-anti-Kaninchen-IgG
Alexa568 als sekundare Antikdrper eingesetzt. Die Aufnahmen erfolgten mit einem
konfokalen Fluoreszenz-Lasermikroskop.

Patch-Clamp-Technik

Ca?*- und Ba®- Stréme wurden mit der Ganzzell-Konfiguration an isolierten Kardio-
myozyten aus Rattenherzen und Ahnak1-KO-Mausherzen (6 bzw. 3 Monate) gemessen.
Zur intrazelluldren Perfusion mit Ahnak1-Fragmenten und -Peptiden wurden diese Uber
die Patch-Pipette appliziert. Bestimmt wurden u.a. die Amplitude von /e, in pA, die
Membrankapazitat (Cm) in pF, Inaktivierungszeitkonstanten tpet und Tg0w in Ms, die
Ladungsmenge an Ca®" (Qca>") in pC/pF und die Strom-Spannungs-Beziehung.

Isoliert perfundiertes Herz nach Langendorff
Isolierte Herzen von 3 Monate alten Ahnak1-KO-Mausen und entsprechendem Wildtyp
wurden nach Langendorff auf ihre kardialen Parameter hin untersucht.

Statistik
Fir statistische Analysen wurden der gepaarte sowie der ungepaarte T-Test und die
Analyse nach ANOVA herangezogen. Statistisch signifikant waren Werte ab p < 0,05.
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1. Publikation: Untersuchung von Ahnak1-Knock-Out-Kardiomyozyten und die
Rolle des distalen C-Terminus von Ahnak1 in der Inaktivierungskinetik

Ahnak1-Defizienz fiihrt zu reduzierter Amplitude des /caL

Der Vergleich von isolierten Ahnak1-KO-Kardiomyozyten mit den entsprechenden
Wildtyp-Kardiomyozyten von Mausen (6 Monate alt) ergab, dass Ahnak1-KO
Kardiomyozyten kirzer sind, aber die gleiche Querstreifung und Sarkomerlange
aufweisen (Alvarez et. al 2010, Abb. 4). Auch eine verminderte Membrankapazitat (Cm)
der Ahnak1-KO-Kardiomyozyten konnte gemessen werden. Des Weiteren flhrte
Ahnak1-KO zu einem reduzierten maximalen /¢, (reduzierte Amplitude des Ca2+-Stroms)
und zu einer beschleunigten Inaktivierung des Ca®*-Kanals. Die schnellere Inaktivierung
zeigte sich in einer signifikant reduzierten Inaktivierungszeitkonstante st des Ca?*-
Kanals in Ahnak1-KO-Kardiomyozyten. Folglich strémten weniger Ca®*-lonen (Qc.>") in
die Zelle. (Alvarez et. al 2010, Tab. 2, Abb. 5). Eine Verdnderung in der Strom-
Spannungs-Beziehung ist durch Ahnak1-KO nicht entstanden.

Aufgrund der Unterschiede der Ahnak1-KO-Mauskardiomyozyten zum entsprechenden
Wildtyp wurde die Proteinexpression der asc- und B,-UE im Herzen untersucht. Ahnak1-
KO sowie der Wildtyp wiesen gleiche Proteinmengen der aic- und B,-UE in der
Membranfraktion von Herzhomogenaten auf. Jedoch wurde zwischen den Spezies Maus
und Ratte eine voneinander abweichende Expression der B,-UE festgestellt. Neben der
80 kDa B,-Isoform in der Maus, zeigte sich eine weitere Isoform mit einer GroRe von 95
kDa in der Ratte (Alvarez et. al 2010, Abb. 8).

Ahnak1-Fragment des distalen C-Terminus verzdgert die Inaktivierung des Cav1.2
Im distalen C-Terminus (188 AS) von Ahnak1, welches von Position 5592 bis 5595 ein
PxxP-Motiv aufweist (188-PSTP), wurden eine nieder- (60 nM) und eine hochaffine (300
nM) Bindungsstelle fir die B,-UE identifiziert. Mit einer Substitution der beiden Proline
des PxxP-Motivs zu Alanin (188-ASTA) wurde eine der zwei Bindungsstellen eliminiert.
Die verbliebene Bindung zur B,-UE zeigte eine deutlich schwéachere Affinitat (1 pM)
(Alvarez et. al 2010, Abb. 1). Die intrazelluldre Perfusion adulter Kardiomyozyten der
Ratte (6 Monate alt) mit dem distalen Ahnak1-Fragment 188-PSTP (100 nM) erhohte die
Inaktivierungszeitkonstante s des Ca®*-Kanals um 10% bei Messungen mit Ca?* als
Ladungstrager. Die Perfusion mit dem Ahnak1-Fragment 188-ASTA (ab 5 yM) erhoéhte
beide Zeitkonstanten tp,gt und tg0n der Inaktivierung. Mit verzdgerter Inaktivierung war
somit die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals und damit der Einstrom an Ca®" erhoht.
(Alvarez et. al 2010, Abb. 3). In Anwesenheit von Ba?* als Ladungstrager fiihrte die
Perfusion mit den Ahnak1-Fragmenten auch zu einer signifikant verzdgerten
Inaktivierung (trst UNd ts0w) UNd damit zu einer erhdhten Offenwahrscheinlichkeit des
Ca?*-Kanals (Alvarez et. al 2010, Abb. 3).

Im Gegensatz dazu blieben die Parameter des Ico. von Ahnak1-KO-Kardiomyozyten
nach intrazelluldrer Perfusion mit den Ahnak1-Fragmenten unverandert (Alvarez et. al
2010, Abb. 6, 7).



Ergebnisse

2. Publikation: Die Rolle des proximalen C-Terminus von Ahnak1 in der B-
adrenergen Regulation des L-Typ-Ca2+-KanaIs

Polymorphismen im Ahnak1-Gen

In einer vorhergehenden Studie stellte sich der Polymorphismus 15483T im Ahnak1-Gen
hinsichtlich der Bindung zur B,-UE und der B-adrenergen Modulation als funktionell
bedeutend heraus. Die Ergebnisse lielen vermuten, dass ein Zusammenhang zwischen
der Interaktion von Ahnak1 mit der B,-UE und der Regulation des Iz, besteht, indem
Ahnak1 durch seine Bindung an die 32-UE den Ica. hemmt. Durch PKA-Phosphorylierung
wurde die Bindung gelockert und ging mit einem ansteigenden Ic,. einher [19,26]. Diese
Hypothese flhrte zu einer Untersuchung von weiteren Ahnak1-Polymorphismen. Ein
unbekannter Polymorphismus T5796M und zwei bekannte Polymorphismen G5242R und
V5075M wurden im C-terminalen Ahnak1-Gen von Patienten mit dilatativer und
hypertropher Kardiomyopathie sowie Kontrollpersonen identifiziert (Pankonien et. al
2011, Abb. 1a) und hinsichtlich der Interaktion mit der B,-UE untersucht. M5796,
lokalisiert im distalen C-Terminus von Ahnak1, zeigte wie das entsprechende Wildtyp-
Protein mit T5796 eine intakte Bindung mit zwei Bindungsstellen fur die B,-UE. Die
beiden im proximalen C-Terminus von Ahnak1 lokalisierten Polymorphismen G5242R
und V5075M hatten nur einen geringen bzw. keinen Effekt auf die Bindung zur B,-UE.
Die verminderte Affinitdt von Ahnak1-R5242 zur [B,-UE, gemessen mit der SPR-
Spektroskopie, konnte in der Ultrazentrifugation nicht bestatigt werden (Pankonien et. al
2011, Abb. 1b, c). Daher wurden diese Polymorphismen nicht weiter untersucht.

Ahnak1-Peptid des proximalen C-Terminus hemmt [, nach f-adrenerger
Stimulation

Eine Diskrepanz in zwei Datenbankeintrdgen des proximalen C-Terminus von Ahnak1
fuhrte zur Untersuchung eines Aminosaureaustausches von Alanin zu Prolin an Position
4984 (A4984P), welches mit Prolin an Position 4987 ein PxxP-Motiv bildet. In Bindungs-
studien der SPR-Spektroskopie und in Immunassays zeigte Ahnak1-P4984 eine erhdhte
Affinitdt zur B,-UE (Pankonien et. al 2011, Abb. 2). Daraufhin wurde der proximale C-
Terminus von Ahnak1, jeweils mit Alanin und Prolin an Position 4984, strukturell mittels
CD-Spektroskopie untersucht. Beide Proteine wiesen die gleiche Konformation mit 26%
a-Helix, 23% pB-Faltblatt und 54% =zufallig gefaltet, auf. Innerhalb der Denaturierung
stellte sich das Ahnak1-P4984-Protein mit einem Schmelzpunkt von 58°C im Vergleich
zu 61°C jedoch als instabilere Variante heraus (Pankonien et. al 2011, Abb. 3).

Um A4984P hinsichtlich des Ica. an Mauskardiomyozyten zu untersuchen wurden diese
intrazellular mit dem proximalen Ahnak1-Peptid P4984 perfundiert. P4984 verkilrzte die
Inaktivierungszeit (Zeitkonstante tsow reduziert), wodurch der Kanal schneller inaktivierte.
Weiterhin hemmte das Ahnak1-Peptid den ansteigenden Ca®-Einstrom nach B-
adrenerger Stimulation mit Isoprenalin (ISO) um 80%. Im Gegensatz dazu lielen sich
Ahnak1-KO-Kardiomyozyten gleich stark durch ISO stimulieren und die Stimulation
konnte durch das Ahnak1-Peptid nicht moduliert werden (Pankonien et. al 2011, Abb. 4).
Daraufhin wurden Langendorff-Messungen an isolierten Mausherzen von Ahnak1 und
Ahnak1-KO untersucht. Ahnak1-KO-Herzen (3 Monate alte Mause) zeigten im Vergleich
zu ihrem entsprechenden Wildtyp keinen Unterschied im systolisch linksventrikularen
Druck (LVP) unter basalen und mit Adrenalin stimulierten Bedingungen. Auch die Werte
der Kontraktions- und Relaxationsrate unterschieden sich nicht wesentlich (Pankonien et.
al 2011, Abb. 5).
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Ergebnisse

3. Publikation: Identifizierung und Charakterisierung von Ser-296 als neue PKA-
Phosphorylierungsstelle in der B,-Untereinheit

Ahnak1 und die B.-Untereinheit kolokalisieren in den T-Tubuli von Kardiomyozyten
In immunzytochemischen Untersuchungen an isolierten ventrikularen Mauskardio-
myozyten zeigten die B,-UE des L-Typ-Caz+-KanaIs und Ahnak1 jeweils eine punktierte
und quergestreifte intrazelluldre Farbung. Beide kolokalisieren in den T-Tubuli der
Kardiomyozyten. Weiterhin konnte eine Kolokalisation um den Zellkern herum
beobachtet werden, wahrend Ahnak1 allein auch an der Zellmembran lokalisiert wurde
(Pankonien et. al 2012, Abb. 1).

Die SH3-HOOK-GK-Region in der B;-Untereinheit interagiert mit Ahnak1

Mit rekombinanten Fragmenten der B,-UE, welche die konservierten und nicht-
konservierten Domanen umfassen, wurde die Bindung an den proximalen C-Terminus
von Ahnak1 untersucht. Das Konstrukt der B>-UE, welches die SH3-, HOOK- und GK-
Domane umfasst, zeigte die gleiche Bindung wie die gesamte B,-UE. In Abwesenheit der
GK-Doméne war die Bindung minimal reduziert. Die GK-Domane allein band nur sehr
schwach. Der C- und N-Terminus der (3,-UE spielten keine Rolle in der Bindung an
Ahnak1 (Pankonien et. al 2012, Abb. 2).

PKA-Phosphorylierung von Ser-296 an der f;-Untereinheit erh6ht die Bindungs-
affinitat zu Ahnak1

Auf der Suche nach weiteren PKA-Phosphorylierungsstellen in der 3,-UE, die eine Rolle
in der B-adrenergen Regulation spielen kdnnten, wurde Ser-296 innerhalb der GK-
Domaéne identifiziert. Eine bereits bekannte Phosphorylierungsstelle Ser-479 [18,27]
wurde ebenfalls gefunden. Mit der Herstellung phosphospezifischer Antikérper gegen
Ser-296 und Ser-479 wurde die Spezifitdt der Phosphorylierung nachgewiesen.

Die PKA-Phosphorylierung der gesamten B,-UE (Ser-296 und Ser-479) wurde in SPR-
Bindungsstudien hinsichtlich der Interaktion zum proximalen C-Terminus von Ahnak1
untersucht. Die Phosphorylierung veranderte die Bindung an Ahnak1 mafgeblich. Die
Affinitat der beiden Proteine zueinander erhdhte sich, wohingegen sich die Kapazitat der
Bindung von Ahnak1 an die (3,-UE reduzierte. Die Substitution von Ser-296 zu Glu-296,
zur Imitation der Phosphorylierung, veranderte die Bindung an Ahnak1 in gleicher Weise
wie die phosphorylierte B,-UE. Die Bindungsaffinitdt erhdhte sich und die Kapazitat
reduzierte sich (Pankonien et. al 2012, Abb. 3).

Da die B2-UE mit ihrer Bindung an den ayc-I-lI-Linker wichtige Funktionen erfullt [13],
wurde die PKA-Phoshorylierung von Ser-296 auch hinsichtlich dieser Interaktion
untersucht. Die Interaktionsversuche ergaben, dass die Phosphorylierung von Ser-296
keinen Einfluss auf die Bindung der B,-UE an den asc-l-ll-Linker hat (Pankonien et. al
2012, Abb. 4).
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Diskussion

Diskussion

Ahnak1 interagiert mit seinem C-Terminus tUber multiple Bindungsstellen mit der p>-UE
des kardialen L-Typ-Caz+-KanaIs (Cav1.2) [22,23,25]. Bisherige Untersuchungen zeigten,
dass Ahnak1 die Aktivitat des Ca®*-Kanals modulieren kann [25,26]. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Funktion von Ahnak1 in der Regulation des kardialen Cav1.2 auf
struktureller und funktioneller Ebene untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Ahnak1
neben der Erhéhung des Ic,. und der Verzdgerung der Inaktivierung des Ica. auch die 3-
adrenerge Regulation beeinflusst. Damit scheint Ahnak1 ein positiver Regulator des L-
Typ-CaZ+-KanaIs im Herzen zu sein.

Ahnak1 wurde in Herzmuskelzellen an der Plasmamembran lokalisiert [23]. Auch die B2-
UE liegt intrazelluldr am Sarkolemm vor [28]. Die in dieser Studie immunzytochemisch
erzielten Ergebnisse sind ein weiteres Indiz fur die Assoziation der beiden Proteine.
Ahnak1 und die B,-UE kolokalisieren in den t-tubuldren Strukturen der Plasmamembran,
zeigen aber auch eine gemeinsame Lokalisation um den Zellkern herum, die bisher noch
nicht beschrieben wurde. Ahnak1 allein ist auch an der Aul3enseite des Sarkolemms zu
finden. Dort ist es vermutlich Gber Dysferlin am Membrankomplex beteiligt [20,29]. Es ist
anzunehmen, dass die Interaktion von Ahnak1 mit der B.-UE des Ca*"-Kanals
herzspezifisch ist, denn im Skelettmuskel prasentiert sich Ahnak1 nur in den Costameren
der duReren Zellmembran [30]. Wahrend der Ca**-Einstrom in die Zelle durch den L-Typ-
Ca?*-Kanal fir die Erregungs-Kontraktions-Kopplung im Herzen essentiell ist, wird er fur
die Kontraktion im Skelettmuskel nicht vorausgesetzt [31,32]. Die Funktion, die Ahnak1
am Ca”*-Kanal im Herzen iibernimmt, scheint nicht bedeutend fiir den Ca**-Kanal im
Skelettmuskel zu sein. Diese Erkenntnis deutet auf eine unterstitzende Funktion von
Ahnak1 in der Aktivierung des kardialen L-Typ-CaZ+-KanaIs hin.

Morphologische und funktionelle Untersuchungen an Kardiomyozyten von 6 Monate
alten Ahnak1-KO-Mausen [33,34] und dem entsprechenden Wildtyp ergaben wesentliche
Unterschiede. Ahnak1-KO-Kardiomyozyten sind kirzer im Vergleich zum Wildtyp. Da die
Sarkomerlange jedoch keine Veranderung zeigte, kann die Verkirzung der Ahnak1-KO-
Zellen nicht auf eine erhdhte Kontraktion zurtickgefihrt werden.

In Ahnak1-KO-Kardiomyozyten wurde ein signifikant reduzierter Iz, im Vergleich zu den
Wildtyp-Kardiomyozyten gemessen. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass Ahnak1 im
Herzen zu einer Erhéhung des Ica. fUhrt. Der verminderte [ca. in Ahnak1-KO-
Kardiomyozyten geht einher mit Ergebnissen tber Ahnak1-defiziente-Osteoblasten und -
T-Lymphozyten [35,36]. In Osteoblasten stabilisiert Ahnak1 den Komplex aus Plasma-
membran, Ca*-Kanal und B2-Untereinheiten und tragt dariber zum erhdhten Ic,. in die
Zelle bei. In T-Lymphozyten ist Ahnak1 Uber seine Bindung an die ,-UE fur den Einbau
des Kanals in die Membran verantwortlich und an der Aktivierung des L-Typ-Caz+-KanaIs
beteiligt [35].

Die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit zeigen jedoch keine Unterschiede in der
Expression der aic-UE in der Membran von Ahnak1-KO-Herzen im Vergleich zum
Wildtyp. Vermutlich ist Ahnak1 demnach nicht fiir den Einbau der a4c-UE in die Membran
von Kardiomyozyten verantwortlich, was aber nicht ausschlie3t, dass Ahnak1 Uber die
Interaktion mit der 3,-UE an der Aktivierung des kardialen Ca®*-Kanals beteiligt ist.
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In Ahnak1-KO-Kardiomyozyten wurde eine beschleunigte Inaktivierung des Ca®*-Kanals
festgestellt. Insbesondere die Zeitkonstante st war signifikant reduziert. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass Ahnak1 nicht nur den maximalen /g, beeinflusst,
sondern vermutlich auch die Inaktivierungskinetik des L-Typ-CaZ+-KanaIs reguliert.
Befunde einer friheren Arbeit schrieben dem distalen C-Terminus von Ahnak1 bereits
eine Rolle in der Inaktivierung des L-Typ-CaZ+-KanaIs zu [25]. In der vorliegenden Arbeit
fuhrte eine intrazellulare Perfusion von Kardiomyozyten mit Fragmenten des distalen C-
Terminus von Ahnak1 auch zu einer verzégerten Inaktivierung von Cav1.2. Dahingegen
fuhrte die intrazellulare Perfusion von Kardiomyozyten mit einem Peptid des proximalen
C-Terminus von Ahnak1 zu einer beschleunigten Inaktivierung. Diese Effekte geben
einen weiteren indirekten Hinweis darauf, dass Ahnak1 an der Regulation der
Inaktivierung des L-Typ-Caz+-KanaIs beteiligt ist. Jedoch sind diese Effekte nicht in
Ahnak1-KO-Kardiomyozyten beobachtet worden. Ahnak1 spielt hier vermutlich eine
permissive Rolle.

Beim Cav1.2 existieren zwei komplexe Prozesse der Inaktivierung: die schnelle Ca?*-
abhangige (CDI) und die langsame spannungsabhangige (VDI) Inaktivierung, beruhend
auf einem negativen Riickkopplungsmechanismus, der die Zelle vor einem Uberschuss
an intrazellularem Ca®* schiitzt [11,37]. Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass im
Ahnak1-KO-Model die schnelle CDI (tst) verandert ist. Jedoch gab es auch indirekte
Hinweise darauf (Perfusion mit Ahnak1-Fragment), dass Ahnak1 die VDI beeinflussen
kann. Die genauen Mechanismen der VDI und CDI sind bisher noch nicht vollstandig
aufgeklart. Die CDI wird vor allem Uber das CaM-bindene 1Q-Motiv im C-Terminus der
a1c-UE gesteuert [38]. Nach einer Depolarisation einstrébmendes Ca*" bindet an CaM,
welches daraufhin mit dem |Q-Motiv assoziiert und die Inaktivierung Gber den C-
Terminus und/oder Gber den I-1I-Linker ausgeldst wird [39,40]. Es wurde gezeigt, dass in
beiden Prozessen der Inaktivierung die B2-UE-a.c-I-lI-Linker Verbindung eine Rolle spielt
und es wird angenommen, dass der intrazellulare asc-I-ll-Linker als ,hinged-lid* zur
Inaktivierung die Pore verschliel3t [38]. Ahnak1 kdnnte hierbei Uber die Interaktion mit der
B2-UE die Inaktivierung des Ca*-Kanals regulieren. Bisherige Studien zeigten, dass die
B-Isoformen Uber die Bindung an die AID im I-lI-Linker der asc-UE malgeblich an der
Inaktivierung beteiligt sind. Die unterschiedlichen Spleivarianten der (,-UE haben
jedoch unterschiedliche Effekte auf die Inaktivierung. Wahrend die Spleildvarianten 2a, b
und e mit einem kurzen N-Terminus die Inaktivierung verzdégern, beschleunigen die B2
Varianten 2¢ und d mit einem langen N-Terminus die Inaktivierung [41,42]. Bisher ist
nicht bekannt, welche der Isoformen bevorzugt von Ahnak1 gebunden werden. Bei den
im Western Blot detektierten B-Varianten in der kardialen Membranfraktion handelt es
sich vermutlich um die Varianten mit dem kurzen N-Terminus. Da die GK-Domane in B,
fur eine verzdgerte Inaktivierung verantworlich sein soll [43], kdnnte man annehmen,
dass Ahnak1 Uber eine Disinhibierung der GK-Domane auch zu einer verlangsamten
Inaktivierung des Ca?*-Kanals fiihrt. Dariiber hinaus ist zu vermuten, dass Ahnak1 tiber
die multiplen Interaktionsstellen zur 3,-UE in seinem C-Terminus die Inaktivierung des
Ca?*-Kanals unterschiedlich regulieren kann und so als positiver Modulator auf die Ca?*-
Kanalaktivitat wirkt.

Mit der Reduzierung des Ca?*-Stroms in Ahnak1-KO wiirde man erwarten, dass dieser
zu einer geringeren Ca2+-Ausschijttung aus dem SR und damit zu einer negativen
Inotropie (verminderte Kontraktion des Herzmuskels) fihrt. Langendorff-Perfusions-
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messungen an isolierten Herzen von 3 Monate alten Ahnak1-KO-Mausen zeigten
allerdings keine Unterschiede in der Kontraktion der Herzen. Der Effekt des reduzierten
IcaL scheint durch Kompensationsmechanismen am ganzen Herzen ausgeglichen zu
werden. Es wurde bereits vermutet, dass Ahnak2 die Funktion von Ahnak1
kompensieren konnte [33,34]. Beide Proteine weisen jedoch in ihrem C-Terminus, tUber
den die Ahnak1 Bindung an die B,-UE erfolgt, keine Homologie auf. Damit ist diese
Annahme eher unwahrscheinlich.

Da die Ca2+-Freisetzung aus dem SR fir eine intakte Kontraktion des Herzens
verantwortlich ist, kann man davon ausgehen, dass dieser Prozess in Ahnak1-KO nicht
gestort ist. Wahrscheinlicher ist die Annahme einer erhdhten intrazellularen Ca”-
Konzentration bei Ahnak1-defizienten-Kardiomyozyten, die zum reduzierten Iz, und
schnellerem SchlieRen des Kanals filhrt. Der Na**/Ca?*-Austauscher (NCX) ist an der
Kalziumhomdostase in der Zelle beteiligt und transportiert Ca®* nach der Kontraktion in
den extrazelluldren Raum zurlick. Studien zeigen, dass in NCX-Knock-Out-Mausen der
lca. reduziert ist, wahrend bei Uberexpression von NCX der [ca erhdht ist [44,45].
Vermutet werden kdnnte, dass ein verminderter I, eine reduzierte NCX Aktivitat zur
Folge hat und dadurch die Ca®**-Konzentration in der Zelle erhoht ist, die wiederum zu
einer Steigerung der Erregungs-Kontraktions-Kopplung fuhrt [46].

Ein reduzierter Ico. kann aber auch durch eine gesteigerte sympathische Stimulation und
eine hohere Ca?*-Freisetzung (iber den Ryanodinrezeptor kompensiert werden, um die
Erregungs-Kontraktions-Kopplung zu verbessern. Diese Kompensation fihrte jedoch in
aic-heterozygoten Mausen zur Hypertrophie [47].

Da die Studien zum Ica. an Kardiomyozyten von 6 Monate alten Mausen und die
Untersuchung der kardialen Funktion isolierter Herzen an 3 Monate alten Mausen
durchgefuhrt wurde, koénnte die Altersabhangigkeit eine weitere Erklarung fur die
unveranderte Funktion der Ahnak1-KO-Herzen sein. Neueste Untersuchungen ergaben
z.B., dass das Entfernen der essentiellen B,-UE in adulten Kardiomyozyten toleriert wird
und nur einen moderat reduzierten /5. nach sich zieht, wahrend die Genablation der 3,-
UE embryonal letal ist [48,49]. Eventuell tritt bei Ahnak1-KO erst mit zunehmendem Alter
eine veranderte kardiale Funktion auf. Um die Altersabhangigkeit aufzuklaren, missen
weitere Untersuchungen an Ahnak1-KO-Mausen unterschiedlichen Alters durchgefthrt
werden.

Weiterhin wurde die Funktion von Ahnak1 wahrend der (3-adrenergen Regulation
untersucht. In einer frGheren Arbeit wurde gezeigt, dass auch Ahnak1 wahrend der (3-
adrenergen Stimulation phosphoryliert wird [22]. In dieser Arbeit konnten Ahnak1-KO-
Kardiomyozyten und isolierte Ahnak1-KO-Herzen genauso stark wie die der Wildtypen
durch ISO stimuliert werden. Daraus lasst sich schlieBen, dass Ahnak1 in der (-
adrenergen Regulation keine Rolle spielt. Allerdings wurden indirekte Hinweise
gefunden, dass Ahnak1 die B-adrenerge Regulation modulieren kann. Die Perfusion von
Kardiomyozyten mit einem Ahnak1-Peptid des proximalen C-Terminus fuhrten zu einer
signifikant reduzierten Ca?*-Stromantwort nach B-adrenerger ISO-Stimulation. In einer
vorhergehenden Studie wurde gezeigt, dass ein mutiertes (15483T) Ahnak1-Peptid durch
intrazellulare Perfusion den Effekt der (B-adrenergen Stimulation in Kardiomyozyten
imitierte [26]. Die Ergebnisse deuteten auf einen Zusammenhang zwischen der Bindung
von Ahnak1 mit der B,-UE und der B-adrenergen Regulation des Iga. hin. Es wurde
vermutet, dass Ahnak1 durch seine Bindung an die B,-UE den /ca. hemmt und diese
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Hemmung durch PKA-Phosphorylierung nach B-adrenerger Stimulation aufgehoben wird
und gleichzeitig zu einem erhdhten Ic, fUhrt [19,26]. Diese Hypothese kann durch die
Ergebnisse in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Der inhibierende Effekt auf die -
adrenerge Stimulation in Wildtyp-Kardiomyozyten zeigt jedoch, dass Ahnak1 permissiv
wirkt und indirekt die B-adrenerge Regulation des Ca*"-Kanals beeinflussen kann.

Bisher konnte noch nicht vollstdndig geklart werden, wo sich die relevanten PKA-
Phosphorylierungsstellen in Cav1.2, der (B,-UE beziehungsweise in deren Interaktions-
partnern befinden, die zum erhéhten /c,. nach der B-adrenergen Stimulation fiuhren.
Neuste Ergebnisse zeigen, dass Uber die PKA-Phosphorylierung von Ser-1700 und Thr-
1704 im proximalen C-Terminus der aic-UE, die Inhibition des /s durch den
proteolytisch gespaltenen distalen C-Terminus, aufgehoben wird [50]. Da jedoch andere
Arbeiten die Translokation des distalen C-Terminus der aic-UE in den Zellkern
beschrieben, ist nicht ausgeschlossen [561,52], dass es auch alternative Regulations-
mechanismen gibt.

Ser-478/79 in der B,-UE wurden bereits als potentielle Phosphorylierungsstellen fur die
Regulation des /e beschrieben [18,27], jedoch in einer neueren Arbeit widerlegt [53].
Wir suchten daher nach weiteren PKA-Phosphorylierungsstellen in der B,-UE und
konnten Ser-296 in der GK-Doméane als solche identifizieren (Abb. 2 und 3). Die PKA-
Phosphorylierung von Ser-296 an der B,-UE erhdhte die Bindungsaffinitat zu Ahnak1.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die PKA-Phosphorylierung von Ser-296 an der 3,-
UE Uber die Interaktion zu Ahnak1 zu einer erhhten Ca?*-Kanalaktivitat des L-Typ-CaZ+-
Kanals beitragen kann.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktion von Ahnak1
mit der B,-UE. Zwei im proximalen und distalen C-Terminus von Ahnak1 vorkommende
PxxP-Motive (AS 5592-5595 und 4984-4987) spielen dabei eine entscheidende Rolle fur
die Interaktion mit der B,-UE. In Bindungsstudien stellte sich heraus, dass durch die
Proline jeweils eine hochaffine Bindung zustande kommt, wahrend die Substitution mit
Alanin zu einer Abschwachung fuhrt.

Die genannten PxxP-Motive sind Bindungsmotive die vorrangig mit SH3-Doméanen
assoziieren [54]. Die B,-UE, die zur MAGUK-Familie gehért, enthalt eine konservierte
SH3-Domaéane. Neben dieser besitzt sie noch eine weitere konservierte GK-Domane
sowie eine variable HOOK-Region, die beide miteinander verbindet [9]. Weitere
Untersuchungen in dieser Arbeit ergaben, dass die Bindung des C-Terminus von Ahnak1
an die B,-UE Uber die Zentralregion der B,-UE, bestehend aus SH3-HOOK-GK in
kooperativer Weise ablauft. Der C- und N-Terminus der B,-UE sind fir die Bindung an
Ahnak1 nicht relevant. Diese Ergebnisse sprechen daflir, dass nicht nur die SH3-
Domane allein, sondern das kooperative Modul aus SH3, GK und HOOK der B,-UE an
der multiplen Bindung an den C-Terminus von Ahnak1 beteiligt ist.

In einem von uns vorgeschlagenen Modell bindet Ahnak1 als Gerustprotein die (,-UE
des Cav1.2 (Pankonien et. al 2011, Abb. 6) und reguliert dariiber vermutlich auch die
Zuganglichkeit anderer Interaktionspartner oder Signale, welche die Inaktivierung
und/oder den I, des Kanals beeinflussen kdnnen. Gerlstproteine organisieren den
Zusammenhalt von Signalproteinen zu einem Proteinkomplex und regulieren die
Signaltbertragung innerhalb des Signalwegs [55]. Da Ahnak1 mit seinem C-Terminus
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Diskussion

auch an Aktin bindet und Studien zeigten, dass der Ica. auch Uber das Zytoskelett
reguliert wird [56,57], kdnnte Ahnak1 als stabilisierende Verbindung zwischen L-Typ-
Ca?*-Kanal und Zytoskelett den Ic,. aktivieren. Wenn dieser Komplex durch Ahnak1-KO
an Stabilitat verliert, kdnnte das ein Ausldser fur den reduzierten /g, sein.
Zusammenfassend machen die Resultate dieser Arbeit deutlich, dass Ahnak1 als
wichtiger Regulator des L-Typ-Caz+-KanaIs im Herzen wirkt. Ahnak1 bindet als
Gerlstprotein dessen [2-UE und scheint dariber den Ca®"-Einstrom und die
Inaktivierung zu modulieren. Indirekte Hinweise deuten zusatzlich auch auf eine
Beteiligung von Ahnak1 an der B-adrenergen Regulation des Ca®*-Kanals hin.
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