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1 Einleitung

Eine der wichtigsten Funktionen biologischer Membranen ist die Unterteilung eukaryo-
tischer Zellen in abgegrenzte Kompartimente, in denen biochemische Reaktionen unter
differenzierten Bedingungen effektiv ablaufen kénnen. Die verschiedenen chemischen
Milieus unterscheiden sich im Hinblick auf ihre Proteinzusammensetzung, den pH-Wert
und die Konzentration von Salzen. Thre Bereitstellung beruht auf Membranproteinen,
die als Membranporen oder -transporter zusammen mit den Lipiddoppelschichten hoch-
selektive Permeabilitatsbarrieren bilden und den Ionen- und Molekiilaustausch intrazel-
luldr zwischen den Organellen, aber auch interzellulér zwischen den Zellen kontrollieren.
Die einzelnen Zellkompartimente sind zumeist nicht in der Lage, die fiir die unterschied-
lichen biochemischen Prozesse bendtigten membrangebundenen oder 16slichen Proteine
eigenstandig zu synthetisieren. Stattdessen wird der Grofteil der Proteine einer Zel-
le im Zellkern kodiert und durch cytosolische Ribosomen synthetisiert. Anschliefsend
werden die organellspezifischen Vorstufenproteine mit Hilfe der Signalsequenzen an ih-
ren Bestimmungsort adressiert, iiber die entsprechenden Membranen in die Organellen
oder deren Subkompartimente transloziert oder, im Fall von Membranproteinen, in die
Membranen inseriert. Diese Vorgénge werden von Proteintranslokasen vermittelt, die als
wassergefiillte Poren in den Kompartimentmembranen vorliegen. Sowohl fiir die Signal-
erkennung als auch fiir eine Modifikation der Polypeptidketten nach der Translokation
oder Insertion sind weitere Proteine verantwortlich, die oft in Komplexen mit den Pro-

teintranslokasen organisiert sind.

1.1 Aufbau und Funktion des Endoplasmatischen Retikulums

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) durchzieht als engmaschiges Netzwerk das ge-
samte Cytosol eukaryotischer Zellen. Dabei bildet seine Membran ein zusammenhéngen-
des, dynamisches System tubulérer Struktur, das das Lumen des ER vom Cytosol se-
pariert und direkt in die &ufere Membran des Zellkerns tibergeht (Borgese et al., 2006).
ER-Lumen und perinukledrer Raum bilden somit ein Kontinuum. Sowohl im Lumen
als auch an der Membran des ER sind eine Vielzahl anabolischer Stoffwechselprozesse
wie beispielsweise die Synthese der Steroidhormone aus der Vorstufe Cholesterin und
die Bildung der Phospholipide lokalisiert. Aufterdem ist das ER-Lumen die erste Sta-
tion der Proteinsekretion. Hier werden die Polypeptide nach der Translokation iiber
die ER-Membran modifiziert und ihre Funktionalitdt iiber Qualitdtskontrollmechanis-
men sichergestellt. Des Weiteren ist das ER-Lumen als intrazelluldrer Calciumspeicher
an der Regulation physiologischer und biochemischer Prozesse wie beispielsweise der

Muskelkontraktion, der Apoptose und der Exocytose beteiligt.
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1.2 Die Protein-Translokase des Endoplasmatischen Retikulums:

Der Secb1-Komplex

Bereits 1956 konnte mit Hilfe der Elektronenmikroskopie gezeigt werden, dass die Mem-
bran des ER teilweise mit Ribosomen besetzt ist (raues ER; Palade und Siekevitz, 1956a;
Palade und Siekevitz, 1956b). Blobel und Dobberstein (1975) schlugen vor, dass die-
se Ribosomen Proteine durch einen wassergefiillten Kanal, das Translokon, direkt in
das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums synthetisieren. Mittlerweile ist dieser
cotranslationale Transport als Hauptimportweg fiir Proteine in die Membran und das
Lumen des Endoplasmatischen Retikulums bei héheren Eukaryoten identifiziert worden
(siehe 1.2.2). Daneben wurde ein weiterer Translokon-vermittelter Mechanismus aufge-
klart, iiber den vollstandig cytosolisch synthetisierte Vorstufenproteine posttranslational
transportiert werden (1.2.3). Auferdem bewerkstelligt das Translokon die Retrotranslo-
kation fehlgefalteter Proteine aus dem ER-Lumen in das Cytosol, wo die proteasomale
Degradation erfolgt. Einen Uberblick iiber diese als ERAD-System (endoplasmic reti-
culum associated protein degradation) zusammengefassten Vorgénge bieten ROomisch

(2005) und Meusser et al. (2005).

Als Kernkomponente des Translokons in Eukaryoten wurde der membransténdige, «-
helikale Sec61-Komplex identifiziert (Gorlich et al., 1992; Gorlich und Rapoport, 1993;
Hartmann et al., 1994; Wirth et al., 2003). In Bakterien und Archaeen wurde der Sec61-
homologe SecY-Komplex aufgeklart (Brundage et al., 1990). Die zentrale Komponente
des heterotrimeren Proteins bildet die Sec61o-Untereinheit (Sec61p/Sshlp in Hefe und
SecY in Bakterien und Archaeen). Sie besteht aus 10 Transmembranhelices mit cyto-
solischen N- und C-Termini. Die Sec61f3-Untereinheit (Sbhlp/Sbh2p in Hefe, SecG in
Bakterien und Secf3 in Archaeen) sowie die Sec61y-Untereinheit (Ssslp in Hefe und

SecE in Bakterien und Archaeen) durchspannen die Membran mit jeweils einer Helix.

Die Sec61a-Untereinheit bildet eine wassergefiillte Pore (Crowley et al., 1994; Hamman
et al., 1997; Wirth et al., 2003), durch die sowohl Vorstufenproteine transloziert (Mo-
thes et al., 1994; Oliver et al., 1995) als auch Ionen geleitet werden kénnen (Simon und
Blobel, 1991; Wirth et al., 2003; Wonderlin, 2009, siehe auch 1.3.1). Die Dimensionen
dieser Pore wurden in mehreren Studien untersucht. Fluoreszenz-Quenching Experi-
mente mit NAD' und Antikorper Fab-Fragmenten haben einen Durchmesser von 40-60
A ergeben (Hamman et al., 1997), wéihrend in elektrophysiologischen Untersuchungen
Anderungen des Durchmessers von 26-60 A fiir Schaltereignisse im Haupt- und Maxi-
malleitwert beobachtet wurden (Wirth et al., 2003). Saparov et al. (2007) haben aus
elektrophysiologischen Experimenten mit dem {iber Disulfidbriicken im Offenzustand

fixierten SecY-Komplex aus Escherichia coli Durchmesser von 7 A und 15 A abgeleitet,
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wahrend die Rontgenkristallstrukturen des inaktiven, geschlossenen SecYE-Komplexes
aus Methanococcus jannaschii (Van den Berg et al., 2004) und die des SecYE-Komplexes
aus Thermus thermophilus (Tsukazaki et al., 2008) Durchmesser von 5-8 A bzw. 5-10 A
aufweisen. Aus der Kristallstruktur des SecYEG-Komplexes aus Thermotoga maritima
(Zimmer et al., 2008) kann ein Wert von 7-12 A abgeleitet werden. Biochemische Unter-
suchungen haben ergeben, dass das SecYEG-Translokon iiber Disulfidbriicken querver-
netzte Haarnadelstrukturen transportieren (Tani et al., 1990) und der Sec61-Komplex
die Retrotranslokation vollstdndig gefalteter Proteine vermitteln kann (Tirosh et al.,
2003).

Oligomerisierung und Stochiometrie des Translokonkomplexes sind Gegenstand wissen-
schaftlicher Diskussion. Dabei wird sowohl ein monomerer Sec61/SecY-Komplex im
Translokon postuliert (Van den Berg et al., 2004; Menetret et al., 2007; Kalies et al.,
2008; Menetret et al., 2008), als auch eine Oligomerisierung als Dimer, Trimer oder
Tetramer vorgeschlagen (Menetret et al., 2000; Beckmann et al., 2001; Breyton et al.,
2002; Mori et al., 2003; Snapp et al., 2004; Menetret et al., 2005; Osborne und Rapoport,
2007), in dem jedoch ebenfalls ein einzelner Sec61-Komplex die aktive Translokations-
pore konstituiert (siche auch Cannon et al., 2005). Mitra et al. (2005) und Mitra und
Frank (2006) haben aufserdem ein Modell entworfen, nach dem zwei SecY-Komplexe

gemeinsam einen konsolidierten Kanal bilden sollen.

1.2.1 Targeting der Praproteine an die ER-Membran

Die Zielsteuerung der Vorstufenproteine an die Membran des Endoplasmatischen Re-
tikulums erfolgt zumeist tiber o-helikale, N-terminale Signalpeptide. Das eigentliche
Signal wird dabei nicht durch konservierte Konsensusmotive in der Aminosaureabfolge,
sondern iiber die chemischen Eigenschaften der Signalsequenzen vermittelt (Hegde und
Bernstein, 2006). Diese besitzen typischerweise eine Lénge von 20-30 Aminoséuren und
einen zentralen hydrophoben Abschnitt, der als H-Doméne bezeichnet wird und dessen
Charakter die Praproteine fiir die signal recognition particle- (SRP) abhéngige, cotrans-
lationale oder die SRP-unabhéngige, posttranslationale Translokation adressiert (Hegde
und Bernstein, 2006). Diesbeziiglich wurde gezeigt, dass die Affinitat der Bindung des
SRP an die Signalsequenz von deren Hydrophobizitdt bestimmt wird (Hatsuzawa et al.,
1997), H-Doménen mit geringer Hydrophobizitéit assoziieren demnach nicht mit dem
SRP und werden dadurch automatisch dem posttranslationalen Translokationsmecha-
nismus zugeordnet (Ng et al., 1996; Hegde und Bernstein, 2006). Matoba und Ogrydziak
(1998) haben gezeigt, dass die Interaktion mit dem SRP ebenfalls durch die Kriimmung

der H-Domaéne vermittelt wird. Neben dem Translokationsmechanismus wird auch die
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Orientierung des Vorstufenproteins im Translokationskanal iiber die Signalsequenz de-
terminiert, ein entscheidender Faktor bei der Insertion von Membranproteinen (Hessa
et al., 2007; Lundin et al., 2008).

Die Signalsequenzen l6slicher Proteine sowie von Typ I/Typ II Membranproteinen wer-
den withrend der Translokation vom Signalpeptidase-Komplex (SPC) proteolytisch ab-
gespalten (Alder und Johnson, 2004; siche 1.2.2). Im Gegensatz dazu dient bei Signal-
Anchor Membranproteinen die Transmembranhelix als Signalsequenz, eine Prozessie-
rung durch den SPC findet nicht statt (Alder und Johnson, 2004). Tail-Anchor Mem-
branproteine tragen ebenfalls keine prozessierbare N-terminale Signalsequenz. Thre Ziel-
steuerung wird stattdessen sowohl iiber die Eigenschaften der Transmembrandoméne
als auch iiber den kurzen C-Terminus vermittelt (Borgese et al., 2003).

Die Adressierung der Préproteine kann iiber verschiedene Modifikationen der Signalse-
quenzen vor der Translokation reguliert werden. Phosphorylierung oder Myristoylierung
bilden beispielsweise die Grundlage fiir Dual-targeting Mechanismen von Proteinen, die
sowohl an das ER als auch mitochondriell adressiert werden (Anandatheerthavarada et
al., 1999; Colombo et al., 2005).

1.2.2 Der cotranslationale Transport

Das Targeting der am Exit-Tunnel cytosolischer Ribosomen naszierenden Vorstufenpro-
teine an die ER-Membran bildet den ersten Schritt im cotranslationalen Translokations-
mechanismus. Dabei erkennt und bindet der signal recognition particle die N-terminale
Signalsequenz, sobald diese den Exit-Tunnel des Ribosoms verldsst. Beim SRP handelt
es sich um einen Ribonucleoproteinkomplex fiir dessen Funktionalitdt die Untereinheit
SRP54 und die Alu-Doméne von besonderer Bedeutung sind. Die SRP54-Untereinheit
vermittelt sowohl die Wechselwirkung mit der Signalsequenz am Ribosom (Clemons et
al., 1999) als auch mit dem Translokon, wihrend die Alu-Doméne mit der Bindestelle
fiir Elongationsfaktoren am Ribosom interagiert (Halic et al., 2004; Terzi et al., 2004)
und damit einen Stopp der Translation (translational arrest; Walter und Blobel, 1981;
Mason et al., 2000) auslost. Lakkaraju et al. (2008) haben postuliert, dass dabei die
Proteintranslokationsrate im Bezug zur Konzentration freier SRP im Cytosol reguliert
wird und es zu einer Vorsortierung der Vorstufenproteine kommt.

Die Bindung des SRP an den SRP-Rezeptor (SRP-R) in der Membran des Endoplas-
matischen Retikulums fiihrt den Komplex aus Ribosom und naszierender Kette an das
Translokon. Dem membranstandigen ERj1 wird ebenfalls eine Funktion bei der Koordi-
nierung des Ribosom-Translokon-Komplexes zugeschrieben (Blau et al., 2005; Dudek et
al., 2005). Dariiber hinaus hat ERj1 iiber die entsprechende Interaktion mit dem Ribo-
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Cytosol

(-

Abbildung 1.1: Ablauf der cotranslationalen Translokation in hoheren Eukaryoten
Abgeéindert nach Zimmermann et al. (2006).

som einen regulatorischen Einfluss auf die Translation (Dudek et al., 2002; Dudek et al.,

2005). Sowohl bei der Untereinheit SRP54 des SRP als auch bei der cytosolischen SR«-
Untereinheit und der membranstédndigen SR3-Untereinheit des SRP-R handelt es sich
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um GTPasen. Helmers et al. (2003) haben vorgeschlagen, dass die 3-Untereinheit des
Sec61 als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor fiir SR3 agiert und so die Assemblierung
des SRP-R aus SR und SR Translokon-vermittelt reguliert wird. Jiang et al. (2008)
konnten zeigen, dass die Sec61p3-Untereinheit in Saccharomyces cerevisiae entscheidend
fiir die Wechselwirkung zwischen SRP-R und dem Sec61-Heterotrimer ist und eine Dele-
tion von Sbh1p und Sbh2p entsprechend einen Defekt im cotranslationalen Targeting zur
Folge hat. Im GTP-gebundenen Zustand interagieren SRP54 und SR« direkt miteinan-
der (Egea et al., 2004; Focia et al., 2004). Dieses l6st eine Konformationsdnderung in der
SRP54-Untereinheit aus, die eine Bindung des Ribosoms an das Translokon ermoglicht,
den translational arrest aber aufrecht erhélt (Halic et al., 2006). Die GTPase-Aktivitét
des so assemblierten SRP-SRP-R-Komplexes wird aktiviert, das Signalpeptid an das
Translokon tibergeben (Shan et al., 2007) und je nach Ladungsverteilung in der Signal-
sequenz im Fall eines 16slichen Proteins mit einem 180°-Loop (N-Terminus verbleibt im
Cytosol; Goder und Spiess, 2003; Goder et al., 2004) oder im Fall eines Membranprote-
ins mit unterschiedlicher Orientierung (N- oder C-Terminus verbleibt im Cytosol; Hessa
et al., 2007; Lundin et al., 2008) in den Translokationskanal eingefidelt. Nach GTP-
Hydrolyse dissoziieren SRP und SRP-R und der SRP 16st sich vom Ribosom (Connolly
et al., 1991; Song et al., 2000). Damit wird der translational arrest aufgehoben und das

Vorstufenprotein direkt in den Translokationskanal synthetisiert.

Die vektorielle Translokation wird von dem ER-luminalen Protein BiP (IgG heavy chain
binding protein) vermittelt. Dabei handelt es sich um ein Chaperon der Hsp70-Familie,
das iiber die J-Domé&nen der Cochaperone Sec63 (Skowronek et al., 1999; Tyedmers et
al., 2000) und ERj1 (Dudek et al., 2002; Dudek et al., 2005; Blau et al., 2005) an den
Ribosom-Translokon-Komplex rekrutiert wird und das translozierende Praprotein bin-
det (Misselwitz et al., 1998). Die ATPase-Aktivitét des BiP und damit seine Substrataf-
finitdt wird durch die Interaktion mit den J-Doménen reguliert (Tyedmers et al., 2000).
Auch die Nukleotidaustauschfaktoren Sill (Chung et al., 2002) und Grp170 (Weitzmann
et al., 2006) sind an der BiP-Regulation beteiligt. Nach Modellvorstellungen soll BiP
wahrend der Translokation als molekulare Ratsche fungieren, ein Mechanismus bei dem
die brownsche Molekularbewegung im Zusammenspiel mit einem wiederholten Binden
der Peptidbindetasche des BiP-Molekiils an die translozierenden Vorstufenproteine zu
einem gerichteten Transport fiihrt (Matlack et al., 1999; Tyedmers et al., 2003). Das
wiederholte Binden und Entlassen der Préproteine wird dabei von den unterschiedli-
chen Affinitdten der Substratbindetasche wiahrend der ATP-Hydrolysezyklen bestimmt,
im ATP-gebundenen Zustand besitzt BiP eine geringe Substrataffinitéit, die durch die
Hydrolyse des ATP zu ADP deutlich erhéht wird (Misselwitz et al., 1998). Einen gu-
ten Uberblick iiber den Hsp70-Chaperon-Zyklus bieten Mayer und Bukau (2005) und
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Goloubinoff und De Los Rios (2007). Des Weiteren wird BiP auch eine regulatorische
Funktion auf das Gating des Translokonkanals und damit fiir die Aufrechterhaltung der
Permeabilitatsbarriere an der ER-Membran zugeschrieben. Demnach verschliefst BiP
die wassergefiillte Pore vor, widhrend und nach der Translokation (Hamman et al., 1998;
Haigh und Johnson, 2002; Wirth et al., 2003; Alder et al., 2005), kann diese aber auch
koordiniert 6ffnen (Crowley et al., 1994) und so das Vorstufenprotein luminal entlassen.
Fiir die Insertion polytopischer Membranproteine wurde ein Modell entwickelt, bei dem
sich Ribosom und BiP abwechselnd vom Translokon ablsen, so dass cytosolische und
luminale Loops des Praproteins entlassen werden kénnen (Liao et al., 1997; Haigh und
Johnson, 2002; Alder et al., 2005).

Wiéhrend der Translokation wird das Vorstufenprotein vom Signalpeptidase-Komplex
prozessiert und die N-terminale Signalsequenz proteolytisch abgespalten, eine Voraus-
setzung fiir weitere Modifikationen nach Abschluss der Translokation wie Glykosylierung
durch die Oligosaccharyl-Transferase (OST) (Chen et al., 2001). Der SPC wird iiber eine
Interaktion der Untereinheit SPC25 mit der 3-Untereinheit des Sec61 an das Translo-
kon rekrutiert (Kalies et al., 1998). Die abgespaltenen Signalsequenzen werden lateral in
die Membran inseriert, dort von der membransténdigen Signalpeptid-Peptidase (SPP)
intramembran geschnitten (Weihofen et al., 2002) und ins ER-Lumen (Lemberg et al.,
2001) oder ins Cytosol (Weihofen et al., 2000) entlassen.

Nach Abschluss der Translokation werden die 1oslichen Proteine iiber ein ER-luminales

Chaperonsystem weiteren Modifikationen zugefiihrt (siehe 1.2.4).

In Saccharomyces cerevisiae wird der cotranslationale Transport hauptsichlich vom
Sec61p-Komplex vermittelt (Prinz et al., 2000b). Dieser wird von den Proteinen Sec61p
(homolog zur Sec61a-Untereinheit in Sdugern), Sbhlp (Sec61f) und Ssslp (Sec61y) kon-
stituiert (Panzner et al., 1995). Daneben wurde ein Sec61-homologer Proteinkomplex
identifiziert, der als Ssh1p-Komplex bezeichnet wird und die Proteine Ssh1p, Sbh2p und
Ssslp zusammenfasst (Finke et al., 1996). Im Gegensatz zum Sec61p-Komplex ist der
Ssh1p-Komplex nicht essenziell, Ssh1pA-Stdmme zeigen keine ausgeprigten Wachstums-
defekte oder Storungen in der Proteintranslokation (Finke et al., 1996; Wittke et al.,
2002). Es wurde gezeigt, dass der Ssh1p-Komplex nicht mit dem fiir den posttranslatio-
nalen Transport essenziellen Sec62p/Sec63p-Komplex interagiert (Wittke et al., 2002).
Aufserdem bindet Sshlp Ribosomen mit dhnlicher Kp wie Sec61p (Prinz et al., 2000a).
Entsprechend wurde postuliert, dass der Sshlp-Komplex einen alternativen, cotransla-
tionalen Proteinimportweg darstellt (Wittke et al., 2002). Damit tibereinstimmend kann
eine Exprimierung von Sshlp Defekte im Sec61p-vermittelten cotranslationalen Trans-
port kompensieren (Cheng et al., 2005), Sec61p in Null-Mutanten aber nicht ersetzten
(Cheng et al., 2005; Finke et al., 1996). Jermy et al. (2006) haben zusétzlich zu Sec61p-
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und Sshlp-Komplex den hexameren SEC’-Komplex eingefiihrt, der ebenfalls die cotrans-
lationale Translokation vermitteln und von den Proteinen Sec61p, Sbhlp, Ssslp, Sec63p,
Sec71p und Sec72p konstituiert werden soll.

1.2.3 Der posttranslationale Transport

Neben der cotranslationalen Translokation wurde ein weiterer, SRP-unabhéngiger Trans-
portmechanismus aufgeklart, bei dem die Préaproteine vollstdndig im Cytosol der Zelle
synthetisiert und erst anschliefend (posttranslational) transloziert werden.

Nach der ribosomalen Proteinbiosynthese im Cytosol von S. cerevisiae werden die
Vorstufenproteine von einem Chaperonkomplex der Hsp70-Familie, den essenziellen
Ssa-Proteinen, gebunden (Chirico et al., 1988). Diese verhindern eine Aggregation der
Préaproteine und halten sie dadurch in einem transportkompetenten Zustand (Ngosuwan
et al., 2003). Wie andere Hsp70-Chaperone interagieren auch die Ssa-Proteine mit Co-
faktoren. So wird die ATPase-Aktivitat von Ssalp durch die J-Doméne des Ydjlp (Ngo-
suwan et al., 2003) und durch Stilp (Wegele et al., 2003) reguliert. Die Bindung von
Ydjlp an Ssalp ist essenziell fiir eine Interaktion mit dem Praprotein und die folgen-
de Translokation (McClellan und Brodsky, 2000). Nach ATP-Hydrolyse durch Ssalp
16st sich das Praprotein vom Chaperonkomplex und wird an das Translokon iibergeben
(Ngosuwan et al., 2003).

Den posttranslationalen Transport in S. cerevisiae vermittelt der heptamere SEC-Kom-
plex. Dieser wird vom Sec61p-Komplex (Sec61p, Sbhlp und Ssslp) und dem Sec62p/
Sec63p-Komplex (Sec62p, Sec63p, Sec7lp Sec72p) konstituiert (Panzner et al., 1995).
Nach der Signalsequenzerkennung durch Sec61p, Sec62p und Sec71p (Plath et al., 2004)
wird das Praprotein mit einem 180°-Loop in den Translokationskanal eingefiadelt (Plath
et al., 1998). Die Interaktion von Sec62p mit Sec61p und Sec63p stabilisiert den Komplex
(Willer et al., 2003; Wang und Johnsson, 2005).

Die J-Doméne des Sec63p interagiert mit dem ER-luminalen Hsp70-Chaperon Kar2p
und reguliert dessen ATPase-Aktivitdt (McClellan et al., 1998; Young et al., 2001). Das
BiP-homologe Protein agiert dabei als molekulare Ratsche (Panzner et al., 1995) und
vermittelt so eine vektorielle Translokation des Vorstufenproteins durch die Translokati-
onspore (siehe 1.2.2). Des Weiteren unterstiitzt Kar2p die anschliefende Proteinfaltung
(Simons et al., 1995). Neben Sec63p sind auch die Nukleotidaustauschfaktoren Lhslp
(Steel et al., 2004) und Slslp (Kabani et al., 2000) an der Kar2p-Regulation beteiligt.
Es wurde vorgeschlagen, dass der Signalpeptidase-Komplex in Hefen iiber die Interak-
tion der Untereinheit Spc2p mit Sbhlp/Sbh2p an das Translokon rekrutiert wird (An-
tonin et al., 2000). Die katalytische Untereinheit Secllp prozessiert die Signalsequenz
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wahrend der Translokation. Diese wird lateral in die Membran entlassen und von der
Signalpeptid-Peptidase proteolytisch gespalten (siehe 1.2.2).

Der posttranslationale Translokationsmechanismus wird vermehrt in Hefen, Bakterien
und Archaeen genutzt. In hoheren Eukaryoten werden vor allem kurze Peptide (<70
Aminoséuren) wie Preprocecropin A (Schlenstedt et al., 1990) und Prepromellitin (Miil-
ler und Zimmermann, 1987) posttranslational in das ER-Lumen transloziert. Eine Be-
teiligung des Translokons an der Insertion von Tail-Anchor-Membranproteinen ist um-
stritten (Borgese et al., 2007). Fiir mehrere Mitglieder dieser Proteinfamilie wurde eine
posttranslationale, SRP-unabhéngige und Sec61-vermittelte Insertion in die Membran
des ER postuliert (Abell et al., 2003). Weitere Ergebnisse legen fiir das Tail-Anchor-
Protein Synaptobrevin 2 zudem einen alternativen SRP-abhingigen, posttranslationa-

len Insertionsmechanismus unter Beteiligung des Translokons nahe (Abell et al., 2004).

1.2.4 Modifikationen der Proteine nach abgeschlossener Translokation

Die abschliefende Faltung der l6slichen, vollstdndig translozierten Proteine wird von
ER-luminalen Chaperonen wie dem Hsp90-homologen Endoplasmin (GRP94) und im
Fall von monoglykosylierten Proteinen von den Lectinchaperonen, dem membranstén-
digen Calnexin und dem l6slichen Calretikulin, unterstiitzt. Peptidbindungen werden
von Peptidbindungsisomerasen und spezifischen Prolyl-Peptidyl-Isomerasen modifiziert.
Oxidoreduktasen wie die Protein-Disulfid-Isomerase (PDI) katalysieren die Bildung und
Reduktion von Disulfidbriicken. Einen guten Uberblick iiber diese Vorgéinge bietet Chris-
tis et al. (2008).

1.3 Das Endoplasmatische Retikulum als intrazellularer

Calciumspeicher

Die Konzentration freier Calciumionen im Cytosol der Zelle reguliert eine Vielzahl phy-
siologischer und biochemischer Prozesse wie Muskelkontraktion, Exocytose und Apop-
tose (Berridge et al., 2000). Das Endoplasmatische Retikulum spielt bei den signal-
vermittelnden Mechanismen eine entscheidende Rolle als hochdynamischer intrazelluld-
rer Calciumspeicher, aus dem Ca?' koordiniert durch Inositol-1,4,5-Trisphosphat- und
Ryanodin-Rezeptoren (IP3-R/RyR) entlassen wird. Stimuliert wird diese Freisetzung
durch Calcium selber (Ca®t-induced Ca** release, CICR), welches entweder durch To-
nenkanéle der Plasmamembran wie NMDA-Rezeptoren oder Ca,-, TRP-, und CRAC-
(Stim/Orai) Kanéle aus dem extrazellularen Medium in das Cytosol einstromt, oder
aus intrazelluldren Speichern freigesetzt wird. Die Sensitivitdt der IP3- und Ryanodin-

Rezeptoren fiir Ca?T-Ionen wird wiederum iiber die second-messenger Molekiile Inositol-
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1,4,5-Trisphosphat (IP3) und zyklische ADP-Ribose (cADP-R) reguliert. Die Synthese
von IP3 an der Plasmamembran iiber Phospholipase C unterliegt extrazelluldren Ago-
nisten der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. CADP-R wird im Cytosol der Zelle durch
die ADP-Ribosyl-Zyklase CD38 gebildet. Einen Uberblick iiber diese Vorgiéinge bieten
Berridge et al. (2003) und Clapham (2007).

Das Calcium-Signal wird im Cytosol sowohl beziiglich der ortlichen als auch der zeit-
lichen Ausdehnung strikt reguliert. So fiihrt die Calcium-Freisetzung durch IP3-R und
RyR zu lokal erhohten Ca?"-Konzentrationen die als Calcium-Puffs oder -Sparks be-
zeichnet werden (Cheng und Lederer, 2008) und sowohl lokale biochemische Prozesse
regulieren als auch iiber einen saltatorischen Mechanismus weitere IP3-R und RyR in
der Membran des ER aktivieren und so zellweite Calcium-Signale auslosen konnen. Die-
se breiten sich zumeist als Calcium-Wellen iiber das Cytoplasma aus und vermitteln
sowohl iiber die Charakteristik ihrer Transienten als auch iiber die Frequenz ihres Auf-
tretens (Calcium-Oszillationen) unterschiedliche Signalwirkungen (Berridge et al., 2003;
Berridge, 2006).

Uber der Membran des ER besteht im Ruhezustand der Zelle ein Calcium-Gradient
von 3-4 Grofenordnungen (|Ca’"|ey ~50 nM-100 nM (Yu und Hinkle, 2000; Smith et
al., 2001), [Ca®T]jum ~500 pM (Yu und Hinkle, 2000; Alvarez und Montero, 2002)).
Er ist das Resultat eines basalen Calcium-Leckstromes (Camello et al., 2002) dem ein
kontinuierlicher, aktiver Calcium-Uptake durch SERCA-ATPasen (Wuytack et al., 2002)
entgegenwirkt. Eine eindeutige Identifizierung der an der Vermittlung dieser Leckstrome
beteiligten Kanéle und Transporter ist bisher nicht gelungen. Es konnte gezeigt werden,
dass Presenilin (Tu et al., 2006), Pannexin 1 (Vanden Abeele et al., 2006) und trunkier-
te Formen des Typ 1 IP3-Rezeptors (Verbert et al., 2008) und der SERCA-ATPase 1
(Chami et al., 2008) sowie das anti-apoptotische Bcl-2 (Pinton und Rizzuto, 2006) zur
Calcium-Leckleitfahigkeit der ER-Membran beitragen konnen. Aufserdem wurde die Be-
teiligung eines Ca’T-induzierten Ca’*"-Kanals (Wissing et al., 2002; Beauvois et al.,
2004), eines Kationenkanals (Giunti et al., 2007) und des Sec61-Translokons postuliert
(1.3.1).

1.3.1 Translokon-vermittelter Calcium-Ausstrom aus dem ER-Lumen

Verschiedene Studien haben Hinweise auf eine mogliche Beteiligung des Translokons am
passiven Calcium-Ausstrom aus dem ER geliefert. Elektrophysiologische Untersuchun-
gen ergaben, dass der Sec61-Komplex einen wassergefiillten, ionenleitenden Kanal in
der Membran des ER konstituiert (Simon und Blobel, 1991; Wirth et al., 2003; Wonder-
lin, 2009). Heritage und Wonderlin (2001), Lizak et al. (2006) und Giunti et al. (2007)
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konnten zeigen, dass dieser Kanal auch fiir kleine ungeladene und anionische Molekiile
permeabel ist. Des Weiteren variiert die Permeabilitdt der ER-Membran in Abhéngig-
keit von der Proteintranslokation (Roy und Wonderlin, 2003).

Mit Hilfe Calcium-sensitiver Farbstoffe wurde die cytosolische und ER-luminale Konzen-
tration freier Ca®"-Ionen in vivo untersucht. Dabei konnte ein Translokon-vermittelter
Calcium-Ausstrom nach Behandlung des rauen ERs mit Puromycin oder Pactamycin
in Verbindung mit einer Inhibierung der SERCA-ATPase mit Thapsigargin gezeigt wer-
den (Lomax et al., 2002; Van Coppenolle et al., 2004; Flourakis et al., 2006; Ong et
al., 2007; Amer et al., 2009). In vitro-Experimente mit rauen Mikrosomen, Puromycin
und radioaktivem **Ca?" bestiitigen diese Ergebnisse (Giunti et al., 2007). Puromycin
induziert als Analogon der Aminoacyl-tRNA einen vorzeitigen Abbruch der Kettensyn-
these im Ribosom, gefolgt vom Freisetzen der Polypeptidkette (Darken, 1964). Pacta-
mycin inhibiert die Initiation der Translation (Kappen et al., 1973). Entsprechend wer-
den nach Pactamycin-Behandlung keine aktiven Ribosom-Translokon-Komplexe gebil-
det, nach Abschluss der Translokation inaktive Ribosom-Translokon-Komplexe werden
stabilisiert. Somit wird {ibereinstimmend beschrieben, das der Calcium-Ausstrom vom
Substrat-freien Ribosom-Translokon-Komplex vermittelt wird, ein Zustand der auch in
vivo zu beobachten ist. Mehrere Studien haben ergeben, dass Ribosomen nach Been-
digung der Translokation teilweise in einer stabilen Assoziation mit dem Translokon
verbleiben (Borgese et al., 1973; Seiser und Nicchitta, 2000; Potter und Nicchitta, 2002;
Schaletzky und Rapoport, 2006). Auch ein Screening des Drosophila-Genoms mittels
RNA-Interferenz legt eine Beteiligung des Sec61-Kanals am Calcium-Ausstrom aus dem
ER-Lumen nahe (Zhang et al., 2006). Flourakis et al. (2006) und Ong et al. (2007) stel-
len auferdem einen physiologischen Zusammenhang zwischen Translokon-vermittelter
[Ca?*|gr-Depletion und der Induzierung von store-operated calcium entry- (SOCE) Pro-

zessen an der Plasmamembran her.

1.4 Calmodulin

Eines der wichtigsten Calcium-sensorischen Molekiile eukaryotischer Zellen ist Calmo-
dulin (CaM), das sowohl im Cytosol als auch im Nukleus lokalisiert ist und zu einem
Grofsteil in membranassoziierter Form vorliegt. Es handelt sich um ein monomeres Pro-
tein mit {iberwiegend alphahelikaler Sekundérstruktur und einem Molekulargewicht von
16,7 kDa, das evolutiv hoch konserviert ist (Copley et al., 1999).

Strukturell zeigt Calmodulin zwei globulare, homologe Doménen an N- und C-Terminus,
die tiber eine o-Helix miteinander verbunden sind (Abbildung 1.2). Jede der Doménen
besitzt zwei heliz-loop-heliz- (hih) Motive, die auch als EF-Hand-Motive bezeichnet

11
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werden und jeweils ein Ca?*-Ion binden konnen. Die Motive EF; und EF, bilden die N-
terminale Doméne, EF3 und EF, die C-terminale Doméne des Proteins, wobei EF; und
EF; sowie EF3 und EF, jeweils {iber ein kurzes, antiparalleles (3-Faltblatt miteinander
verbunden sind (Strynadka und James, 1989).

Abbildung 1.2: Dreidimensionale Struktur von ApoCalmodulin und Calmodulin

a: NMR-Struktur von Calcium-freiem ApoCalmodulin aus Xenopus laevis, Pdb-Datei
1CFD.pdb (Kuboniwa et al., 1995). b: Rontgenkristallstruktur von Calmodulin aus Homo
sapiens, Pdb-Datei 1CLL.pdb bei einer Auflésung von 1,7 A (Chattopadhyaya et al., 1992).
Die N-terminalen EF;-Motive sind gelb, die vier gebundenen Ca?*-Ionen rot hervorgeho-
ben. Die Strukturen wurden mit dem Programm VMD (Humphrey et al., 1996) dargestellt
und mit dem Programm Povray (www.povray.org) gerendert.

Die Bindungseigenschaften der N- und C-terminalen Doménen fiir Calcium unterschei-
den sich erheblich. Dabei weist die C-terminale Doméne mit einer K von etwa 0,2 ntM
eine zehnfach hohere Affinitidt zu Ca?™ auf als die N-terminale Doméne (Potter et al.,
1983; Ogawa und Tanokura, 1984). Entsprechend werden erst die EF-Motive 3 und 4
und anschlieffend die Motive 1 und 2 mit Calcium besetzt. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die Calcium-Bindung an die EF-Motive nicht unabhéngig voneinander geschieht,
sondern mit positiver Kooperativitat erfolgt (Crouch und Klee, 1980; Linse et al., 1991).
Fiir die Bindung eines Calciumions an ein EF-Motiv wurde ein Mechanismus mit zwei

aufeinander folgenden Schritten vorgeschlagen, bei dem es zuerst zu einer Interaktion
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mit der N-terminalen Helix und dem Loop des hlh-Bereiches kommt. Im zweiten Schritt
fiihrt eine Rotation der C-terminalen Helix zu einer Konformationsverdnderung, nach
der das Ca?"-Ton vollstindig koordiniert ist (Grabarek, 2005; Grabarek, 2006). Wih-
rend die beiden Helices des hlh-Motives in der Calcium-freien (Apo-) Form in einer
nahezu parallelen Ausrichtung vorliegen, sind sie nach der Ca?*- Bindung fast senk-
recht zueinander orientiert (Abbildung 1.2). Diese Anderung der interhelikalen Win-
kel in beiden Doménen hat eine deutliche Verdanderung der Gesamtstruktur zur Folge.
NMR- und réntgenkristallographische Studien zeigen eine globuldre Struktur fiir Apo-
Calmodulin (Kuboniwa et al., 1995) und eine langgestreckte Struktur fiir Calmodulin
(Chattopadhyaya et al., 1992; Wilson und Brunger, 2000; Abbildung 1.2). Dieser Konfor-
mationswechsel vom hydrophilen, kompakten Zustand zur geéffneten Struktur exponiert
die hydrophoben Substratbindungstaschen in beiden Doménen, die die Interaktion mit
den Calmodulin-Zielproteinen vermitteln. Dabei kommt der zentralen, hoch flexiblen
o-Helix eine gesonderte Bedeutung zu (Wilson und Brunger, 2000; Yamniuk und Vogel,
2004). Rontgenkristallstrukturen zeigen, dass sich die zentrale Helix um die «-helikalen
CaM-Bindedoménen von Zielproteinen legt und so die Assoziation der hydrophoben Bin-
destellen von N- und C-Terminus mit den Interaktionspartnern vermittelt wird (Osawa

et al., 1999; Schumacher et al., 2001; Yamniuk und Vogel, 2004).

Calmodulin kann sowohl als ApoCaM als auch in der partiell sowie der vollstéindig mit
Calcium geséttigten Konformation mit seinen Bindungspartnern interagieren. Aufser-
dem koénnen N- und C-Terminus spezifisch an unterschiedliche Proteine oder an ver-
schiedene Bindungsstellen eines Zielproteins binden (Vetter und Leclerc, 2003). Die
Calcium-Affinitdt der einzelnen EF-Motive wird wiederum durch die Interaktion von

CaM mit seinen Bindungspartnern moduliert (Yamniuk und Vogel, 2004).

Ein Grofteil der Calmodulin-Bindedoménen der Zielproteine teilen charakteristische
Merkmale. So besitzen sie typischerweise eine Lénge von 16-30 Aminosduren und bil-
den amphipatische o-Helices (O’Neil und DeGrado, 1990), die an konservierten Posi-
tionen hydrophobe Seitenketten enthalten, auf Grund derer eine Einteilung in mehrere
Klassen erfolgt (Rhoads und Friedberg, 1997). Als Konsensussequenzen fiir die Calcium-
abhéngige Interaktion mit Calmodulin wurden das 1-8-14-, 1-5-8-14-, 1-14-, 1-5-10- sowie
das 1-16-Motiv beschrieben (Yamniuk und Vogel, 2004). Eine Interaktion von Proteinen
mit Calcium-freiem ApoCalmodulin wird héufig durch das Isoleucin-Glutamin-Motiv
(IQ-Motiv) vermittelt (Rhoads und Friedberg, 1997; Bahler und Rhoads, 2002; Yam-
niuk und Vogel, 2004). Fiir MyosinV, Neurograngin, Neuromodulin und weitere Prote-
ine wurde eine Konsensussequenz in der Form [[VL]QXXXRXXXX[RK|XX[FILVWY]|
abgeleitet. Es wurde postuliert, dass eine Préiassoziation des ApoCalmodulins mit dem

Interaktionspartner eine sensitivere Regulation in Abhéngigkeit von lokalen Calcium-
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konzentrationen ermoglicht (Ziihlke et al., 1999; DeMaria et al., 2001).

Neben einer Vielzahl cytosolischer Proteine werden auch Ionenkanéle durch Calmodu-
lin reguliert. Dabei kann sowohl eine Aktivierung der Kanalaktivitit, gezeigt z.B. fiir
Ca?*-abhingige K™-Kanile (Xia et al., 1998), TRPM2-Kanéle (Tong et al., 2006) und
Na,1.4/1.6-Kanéle (Herzog et al., 2003), als auch ein Schlieften der Pore, z.B. bei span-
nungsaktivierten L-Typ Ca,1.2 Calciumkanilen (Peterson et al., 1999) und Inositol-
1,4,5-Trisphosphat-Rezeptoren (Adkins et al., 2000) erfolgen. Daneben wird die Akti-
vitat vieler Kanéle deutlich differenzierter von Calmodulin beeinflusst. So kann CaM
sowohl aktivierend als auch inhibierend auf die Ionenpermeation wirken, beispielswei-
se beim Ryanodin-Rezeptor der Skelettmuskulatur RyR1 (Tripathy et al., 1995), bei
spannungsaktivierten L-Typ Ca,2.1 Calciumkaniilen (Dunlap, 2007), P/Q-Typ Ca?*-
Kanilen (DeMaria et al., 2001) und Ca®T-abhingigen Cl™-Kanilen (Kanecko et al.,
2006). Einen Uberblick iiber die Calmodulin-Regulierung von Ionenkanilen bieten Saimi
und Kung (2002) und Pitt (2007). Des Weiteren wurde gezeigt, dass auch die Protein-
Translokase Tic110 aus der inneren Hiillmembran von Chloroplasten Calcium-abhéingig
und Calmodulin-vermittelt in ihrer Aktivitat reguliert wird (Chigri et al., 2006).

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Einige grundlegende Eigenschaften der Pore des Sec61-Komplexes wurden bereits in
fritheren elektrophysiologischen Studien unter co- und posttranslationalen Bedingun-
gen charakterisiert (Wirth, 2003; Erdmann, 2004). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
sollten die vorhandenen Ergebnisse verifiziert und erweitert werden.

In verschiedenen Publikationen der vergangenen Jahre wurde vorgeschlagen, dass der
Translokonkanal in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums an der Vermitt-
lung eines passiven Calcium-Ausstromes aus dem ER-Lumen beteiligt ist (siehe 1.3.1).
Dieser Vorgang steht im Widerspruch zur strikt regulierten Freisetzung von Ca?*-Ionen
durch IP3- und Ryanodin-Rezeptoren in der ER-Membran, ein essenzieller Prozess fiir
das intrazelluldre Calcium-Signalling. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte eine
mogliche Beteiligung des Sec61-Kanals an diesen Vorgéngen untersucht werden.

Im Einzelnen wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

e Welche elektrophysiologischen Grundcharakteristika zeigt der Sec61-Kanal in CaCls-
Elektrolytlosungen, auch im Vergleich zu Experimenten mit KCl-Losungen? Wel-
chen Einfluss haben die intrinsischen Kanaleigenschaften auf einen putativen Ca**-

Ausstrom aus dem ER-Lumen?

e Wie verdndern sich die Kanaleigenschaften in Anwesenheit eines Calcium-Analogons
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wie Lanthan?

e Wird die Ionen-Leitfahigkeit des Sec61-Komplexes von Effektoren reguliert und
wie funktionieren diese Mechanismen im Detail?

e Welchen Effekt hat die Interaktion mit Ribosomen ohne naszierende Polypeptid-
ketten auf die Eigenschaften des Kanals?

e Zeigen rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae eine Kanalaktivitit und welche grund-

legenden Eigenschaften sind im Vergleich mit dem Sec61-Komplex aus C. familia-

ris zu beobachten?
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Proben

Ein Grofsteil der verwendeten Proben wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Richard
Zimmerman von Dr. Martin Jung (Fachrichtung Medizinische Biochemie und Moleku-
larbiologie, Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg) biochemisch charakterisiert,
aufgereinigt oder synthetisiert und freundlicherweise fiir die durchgefiihrten Experimen-

te zur Verfiigung gestellt.

2.1.1 Proben des Translokon-Komplexes aus Canis familiaris

2.1.1.1 Raue Mikrosomen, RM

Die Préparation der rauen Mikrosomen geschah nach Watts et al. (1983) aus Hunde-
Pankreas (Canis familiaris). Das Ergebnis dieser Arbeiten waren Vesikel, die den Sec61-
Komplex sowie alle weiteren am Translokon beteiligten Membranproteine des Endo-
plasmatischen Retikulums (Sec62, Sec63, signal recognition particle receptor SRP-R, si-
gnal peptidase complex SPC, translocating chain-associating membrane Protein TRAM,
translocon-associated protein complex TRAP, oligosaccharyl transferase OST) sowie
16sliche Proteine des ER-Lumens und des Cytosols (signal recognition particle SRP)
enthielten. Auf der cytosolischen Seite war das Translokon in diesen Préaparationen mit
Ribosomen mit undefinierten naszierenden Polypeptidketten assoziiert. Die Proben la-

gen in einer Konzentration von ca. 10 mg/ml in Saccharose-Puffer (200 mM Saccharose,

20 mM Hepes/KOH, pH 7.5, 20 mM KCI und 2 mM Mg(Ac),) vor.

2.1.1.2 Puromycin-Kalium gewaschene raue Mikrosomen, PKRM

Die PKRM-Proben wurden aus RM-Praparationen gewonnen. Um die Ribosomen zu
entfernen wurden diese durch Inkubation in 1 mM Puromycin, 500 mM KCI abgeltst und
anschlieffend durch Dichtegradientenzentrifugation fraktioniert (Gérlich und Rapoport,
1993). In der Zusammensetzung der Membranproteine entsprechen diese Liposomen
den RM Préparationen. Die Proben lagen in einer Konzentration von ca. 10 mg/ml in
Saccharose-Puffer (200 mM Saccharose, 20 mM Hepes/KOH, pH 7.5, 20 mM KCI und
2 mM Mg(Ac),) vor.

2.1.1.3 Proteoliposomen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex

Die Isolierung des Sec61-Komplexes geschah nach Gérlich und Rapoport (1993) aus
rauen Mikrosomen. Nach der Aufreinigung wurden die Proteine detergensvermittelt in

Liposomen mit definierter Lipidzusammensetzung rekonstituiert. Dazu wurde das ge-
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Abbildung 2.1: Membrankomponenten der rauen Mikrosomen aus C. familiaris

reinigte Sec61aPy-Heterotrimer fiir 10 Minuten mit einer Liposomensuspension aus L-
a-Phosphatidylcholin aus Eigelb (Larodan Fine Chemicals, Schweden, Lipidzusammen-
setzung laut Hersteller: 71 % Phosphatidylcholin (PC), 18 % Phosphatidylethanolamin
(PE), 9 % Phosphatidylinositol (PI) sowie 2 % Phosphatidylserin (PS), 20 mg/ml fi-
nal) oder aus einem Lipidgemisch aus Rinderhirn/Rinderleber (Sigma, PC:PE:PI:PS im
Verhéltnis 100:25:12,5:3) in Rekonstitutionspuffer (750 mM KAc, 50 mM Hepes/KOH
pH 7,8, 5 mM DTT, 15 % (v/v) Glycerol, 0,3 % (w/v) DeoxyBigCHAP) inkubiert. Der
entstandenen Mischmicellensuspension wurden SM2-Biobeads (Biorad) zugegeben und
die Probe iiber Nacht in einem Overheadroller bei 4°C rotiert. Biobeads binden De-
tergensmolekiile selektiv durch Adsorbtion. Somit kénnen Detergenzien mit ihrer Hilfe
effektiv aus einer Losung entfernt werden und die Membranproteine rekonstituieren in
die Liposomen (Rigaud et al., 1998). Die entstandene Proteoliposomenlésung wurde mit
dem 5-fachen Volumen an Reinstwasser (4°C) versetzt und bei 100000 g fiir eine Stunde
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in Puffer (250 mM Saccha-
rose, 100 mM KAc, 50 mM Hepes/KOH pH 7,8, 5 mM DTT, 1 mM GTP) resuspendiert.
Ergebnis dieser Arbeiten waren Proteoliposomen, die den funktionell rekonstituierten

Sec61-Komplex (o, -, und y-Untereinheit) enthielten.

17



2 Material und Methoden

2.1.2 Proben des Translokon-Komplexes aus Saccharomyces cerevisiae

2.1.2.1 Raue Mikrosomen

Die Préparation der rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae geschah nach Panzner et al.
(1995). Die Liposomen enthielten alle an der Proteintranslokation der Hefe beteiligten
und translokonassoziierten Proteinkomponenten, den Sec61p-Komplex (Sec61p, Sbhlp
und Ssslp), den Sshlp-Komplex (Sshlp, Sbh2p und Ssslp), Sec62p, Sec63p, Sec71p,
Sec72p, SRP und SRP-R sowie den TRAP-Komplex und die OST. Sowohl der Sec61p-
Komplex als auch der Sshlp-Komplex waren in diesen Préparationen mit cytosolischen
Ribosomen mit undefinierten naszierenden Polypeptidketten assoziiert. Die Proben la-
gen in Saccharose-Puffer (250 mM Saccharose, 20 mM Hepes/KOH, pH 7.4, 50 mM
KAc und 1 mM DTT) vor.

Cytosol

WL D,

ER-Lumen

Abbildung 2.2: Am Proteintransport beteiligte Membrankomponenten der rauen Mikro-
somen aus S. cerevisiae

2.1.3 Weitere Proben

2.1.3.1 Ubiquitin conjugating enzyme 6, Ubc6

Die Synthese des Tail-Anchor-Proteins Ubc6 erfolgte mit dem Rapid Translation Sys-
tem 100 der Firma Roche. Der Syntheseansatz (12 pl E. coli-Lysat, 10 ul Reaktions-
16sung*, 12 pl Aminosaurelésung ohne Methionin*, 6,5 ul 1 mM Methioninlésung, 5 nl
Rekonstitutionspuffer®, 0,5 nl DNA (mmUbc6-cDNA von Th. Sommer (Berlin) in Vektor

*Zusammensetzung von Roche nicht angegeben
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pIVEX2.3MCS), 4 pl HyO bidest) wurde 3 Stunden bei 30°C inkubiert und das unlos-
liche Ubc6 durch 10 miniitiges Zentrifugieren mit einer Eppendorfzentrifuge bei 14000
g pelletiert. Das Pellet wurde anschliefend in 50 pl 8 M Harnstoff, 50 mM Tris/HCl
pH 7.4 resuspendiert, was eine Proteinlosung mit einer Konzentration von ca. 0,2 mg/ml
ergab. Aus dieser Losung wurde abschliefsend nochmals aggregiertes Ubc6 abzentrifu-
giert (s.0.). Der Uberstand wurde gefriergetrocknet. Fiir die Versuche zur Induzierung
des Sec61-Komplexes (3.1.1) wurde das Lyophylisat mit DMSO aufgenommen und zur
Probenvorinkubation (1/10 v/v) eingesetzt.

2.1.3.2 Preprocecropin A, PPcecA
PPcecA wurde in einer Solid-Phase Peptid-Synthese nach Merrifield (1963) hergestellt

und anschliefsend gefriergetrocknet. Fiir die Versuche zur Induzierung des Sec61-Kom-
plexes (3.1.1) wurde das Lyophylisat mit DMSO aufgenommen und zur Probenvorinku-
bation (1/10 v/v) eingesetzt.

2.1.3.3 Calmodulin
Calmodulin (CaM, MW: 16,7 kDa) wurde aus Rinderhirn isoliert bei der Firma Calbio-

chem gefriergetrocknet erworben. Fiir die Experimente wurde es in 10 mM KCI, 10 mM
Mops/Tris pH 7 gelost, so dass es in einer Endkonzentration von 1 mg/ml vorlag. Diese
Stammldsung wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Das Rhodamin-6-G gelabelte CaM stammt ebenfalls aus Rinderhirn (Calbiochem). Es
wurde in 10 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7 gelost und als Stammlosung (10 pM)
lichtgeschiitzt bei -20°C gelagert.

Das Glutathion-S-Transferase-gekoppelte Calmodulin (GST-CaM) wurde als Fusions-
protein aus CaM (Rattus norvegicus) und GST (Schistosoma japonicum) in Escherichia
coli exprimiert und aufgereinigt (Smith und Johnson, 1988). Fiir die Messungen wurde
eine Stammlosung von 3,35 mg/ml in 10 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7 verwendet.
Diese wurde aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.1.3.4 Ribosomen
Bei den fiir die Riickbindungsexperimente mit PKRM (3.1.11) verwendeten Ribosomen

handelte es sich um cytosolische Ribosomen, die wahrend der Praparation der RM aus
Hundepankreas durch Zentrifugation iiber einen Saccharosegradienten gewonnen wur-
den. Anschliefend wurde die Ribosomenfraktion durch ein Hochsalzsaccharosekissen
pelletiert um naszierende Polypeptidketten abzutrennen. Die Ribosomen lagen in Kon-
zentrationen von 3,3 mg/ml und 12,3 mg/ml in Puffer (200 M Saccharose, 50 mM KCl,
20 mM Hepes/KOH pH 7,4, 2 mM MgCl,) vor.
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2.1.3.5 Tom40

Tom40 aus Saccharomyces cerevisiae wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Nikolaus
Pfanner (Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie, Universitét Freiburg) heterolog
in Escherichia coli-Zellen exprimiert, aus inclusion bodies naturiert und aufgereinigt.
Anschliefend wurde das Protein detergensvermittelt in Liposomen (L-a-PC-Typ IV-S,
Sigma) rekonstituiert (Becker, 2008).

2.1.3.6 SecYEG-Komplex

Der SecYEG-Komplex aus E. coli wurde im Labor von Dr. Tan Collinson (Department
of Biochemistry, School of Medical Sciences, University of Bistol) nach Collinson et al.
(2001) tiberexpremiert, aufgereinigt und in Liposomen (L-a-PC, Larodan Fine Chemi-

cals, Schweden) rekonstituiert.

2.2 Biochemische Methoden
2.2.1 Flotation im Dichtegradienten

Die Trennung von Proteoliposomen und 16slichen, nicht mit den Proteoliposomen assozi-
ierten Proteinen erfolgte mit Hilfe eines diskontinuierlichen Nycodenz-Dichtegradienten
(Firma Axis-Shield, Norwegen). Dieser hat gegeniiber einem herkémmlichen Saccharose-
gradienten den Vorteil, dass das Nycodenz osmotisch inaktiv ist. Des Weiteren stellt sich
ein Gleichgewichtszustand wihrend der Zentrifugation im Nycodenzgradienten deutlich
schneller ein als bei der Verwendung von Saccharose. 50 1l Proteoliposomensuspension
wurden in ein 4 ml Zentrifugenrohr (Beckmann) gegeben, mit dem Stufengradienten
(siche Tabelle 2.1) tiberschichtet und fir 90 Minuten in einem MLS-50 Rotor (Beck-
man) bei 100000 g und 4°C in einer Optima Max Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter)
zentrifugiert. Im Anschluss wurden die einzelnen Fraktionen des Gradienten mit einer

Pipette abgenommen.

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Nycodenz-Dichtegradienten

| Nycodenz [%] (w/v) | Volumen |ml] |

2 0,75
3 0,75
10 1,0
20 0,5
40 0,5

Fiir die Coflotationsexperimente mit Rhodamin-6G-gelabeltem Calmodulin (siehe 3.1.10.1)
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wurden die verwendeten Nycodenzlosungen mit 100 mM KCI, 5 mM CaCly, 10 mM
Mops,/ Tris pH 7 oder 100 mM KCl, 10 mM EGTA, 10 mM Mops/Tris pH 7 angesetzt.

2.2.2 Proteinfillung mit Trichloressigsidure

Fiir eine Analyse der Membranproteine aus den Liposomen sowie der assoziierten 16sli-
chen Proteine mittels SDS-Page wurde eine Fallung mit Trichloressigsédure (TCA) durch-
gefiihrt. Dazu wurden die Fraktionen der Nycodenzgradienten mit TCA inkubiert (10 %
TCA v/v final) und die Proteine mit einer Tischzentrifuge (Hermle) bei 22000 g und
4°C fiir 30 Minuten pelletiert. Anschliefend wurde der jeweilige Uberstand verworfen,
das Pellet mit 200 pl -80°C-kaltem Aceton inkubiert und bei 22000 g und -20°C fiir 30
Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes folgte das Trocknen des Pellets
in einer Speedvac (SVC-100, Savant) bei 40°C.

2.2.3 SDS-Gelelektrophorese

Das Pellet wurde in 20 ul Probenpuffer (62,5 mM Tris/HCl pH 6,8, 2 % (w/v) SDS,
18 % (v/v) Glycerin, 1 % (v/v) p-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau)
aufgenommen, bei 40°C fiir 5 Minuten in einem Thermomixer (Bioer) inkubiert und
anschliefsend auf das Gel aufgetragen. Die SDS-Gele wurden in einem Mini-Gel System
(Sigma) gegossen (Laemmli, 1970). Die Proben durchliefen zuerst ein 4 %iges Sammelgel
(pH 6,8) bei einer Spannung von 80 V um eine optimale Fokussierung der Proteinbanden
zu gewahrleisten (Righetti et al., 1990), gefolgt von einem 12 %igen Trenngel (pH 8,8)
bei 120 V. Der verwendete Elektrodenpuffer enthielt 192 mM Glycin, 25 mM Tris und
0,1 % SDS (w/v).

2.2.4 Detektion gelabelter Proteine im Polyacrylamidgel

Die Proben mit Rhodamin-6-G gelabeltem Calmodulin (3.1.10.1) wurden nach 2.2.3
elektrophoretisch aufgetrennt. Anschliefsend wurden die Gele fiir 30 Minuten in Reinst-
wasser gesplilt und mit einem Versadoc 4000 Imaging System (Biorad) bei UV-Anregung
digitalisiert. Danach konnten sie mittels Farbung oder Westernblot weiter analysiert wer-
den. Eine Quantifizierung der Proteinmenge geschah mit dem quelloffenen Programm

ImagelJ.

2.2.5 Anfarbung der Proteine im Polyacrylamidgel

Nach abgeschlossener Elektrophorese wurden die Gele fiir 30 Minuten in Reinstwasser

gespiilt und anschliefend mittels kolloidaler Coomassiefiarbung nach Kang et al. (2002)
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angefiarbt. Dazu wurden sie iber Nacht in Férbelosung (10 % (v/v) Ethanol, 5 % (w/v)
Aly042S3, 2 % (v/v) Phosphorsaure, 0,02 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue 250) inku-
biert und danach mit Entfarbelosung (10 % (v/v) Ethanol, 2 % (v/v) Phosphorséure)
so weit wie notig entfarbt. Abschliefsend folgte die Digitalisierung der Gele mit einem
Durchlichtscanner (Epson 4870).

2.2.6 Westernblot

Fiir eine eindeutige Detektion der Proteine mittels Westernblot wurden die Proben elek-
trophoretisch aufgetrennt (2.2.3) und das Gel danach fiir 30 Minuten in Transferpuffer
(192 mM Glycerin, 25 mM Tris, 20 % (v/v) Methanol) geschwenkt. Anschliefiend wur-
den die Proteine in einer semi-dry Blotkammer (Biometra) fir 2 Stunden bei 250 mA
auf PVDF-Membran (Amersham) transferiert (Towbin et al., 1979). Um unspezifische
Wechselwirkungen mit den Antikérpern zu verringern, folgte eine einstiindige Inkubati-
on der Membran in 4 %iger Milchpulverlosung (w/v) in TBS-T Puffer (150 mM NaCl,
10 mM Tris/HCI pH 8, 0,05 % (v/v) Tween 20) bei Raumtemperatur. Darauf folg-
te eine Inkubation mit primérem Antikorper in 4 %iger Milchpulverlosung (w/v) in
TBS-T Puffer iber Nacht bei 4°C. Nach mehrmaligem Spiilen mit TBS-T Puffer wur-
de der sekundére Antikorper (Peroxidase-gekoppelter Anti-Kaninchen-Antikoérper aus
Ziege, Sigma) fiir eine Stunde bei Raumtemperatur an den priméren Antikorper gebun-
den. Nach weiteren Spiilschritten und Induzierung der Chemolumineszenz durch Zugabe
von Luminol (ECL Western Blot Detection Kit, Amersham) folgte die Belichtung der
Membran auf einem Filmbogen (Kodak BioMax), die automatisierte Filmentwicklung
(Kodak Filmentwickler) und das Digitalisieren mit einem Scanner (Epson 4870). Die

Quantifizierung der Proteinmenge geschah mit dem Programm ImageJ.

2.2.7 Fluoreszenzmarkierung des Sec61xIQ-Peptides

Fiir die Bindungsstudien mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie wurde das kom-
merziell synthetisierte Sec61xIQ-Peptid aus Canis familiaris (Sequenz:

-1 LPEIQKPERKIQFKEKVLWTAITLFI,;-C, GenScript) mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff gelabelt (Atto488, Atto-Tec). Der Maleimid-gekoppelte Farbstoff wurde dabei tiber
eine Thiolether-Bindung an ein terminal in das Peptid eingebrachte Cystein gekoppelt.
Dazu wurde 1 mg Sec61xIQ-Peptid fiir 2 Stunden in 1 ml 150 mM NaCl, 100 mM
Na,HPO,, 100 mM KH,PO, pH 7, 1 mM TCEP, 40 % DMSO mit einem 20-fachen mola-
ren Uberschuss an Atto488-Maleimid bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wur-
de das Peptid mittels Verdiinnung und Zentrifugation in einer Tischzentrifuge (Hermle)
bei 22000 g und 4°C fiir 30 Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Peptid in 1 ml 150 mM NaCl, 100 mM Na,HPO,, 100 mM KH,PO, pH 7, 1 mM TCEP,

40 % Acetonitril resuspendiert.

2.2.8 Reinigung des gelabelten Sec61xlQ-Peptides mittels HPLC und

Massenspektrometrie

Die Aufreinigung des Atto488-gelabelten 1Q-Peptides (IQuss) und die Entfernung des
freien Farbstoffes geschah mittels Reversed-Phase-Hochleistungsfliissigkeitschromatogra-
fie (RP-HPLC) und anschliefslender Massenspektrometrie. Dabei wurde die Probe in
einer Agilent 1100 RP-HPLC mit einer C4-Sdule nach ihrer Hydrophobizitdt aufge-
trennt. Es wurde mit einem kontinuierlichen Gradienten von 5 % Acetonitril, 95 % H»0,
0,03 % TFA zu 80 % Acetonitril, 20 % H,0, 0,03 % TFA iiber einen Zeitraum von
23 Minuten eluiert und das Eluat im Abstand von 30 Sekunden aliquotiert. Im An-
schluss wurden alle Proben mit einem Esquire HCT (Bruker Daltonics) Elektrospray-
Ionisations-Massenspektrometer (ESI-MS) untersucht. Bei dieser Technik werden die
Probenmolekiile ionisiert, in die Gasphase iiberfithrt und elektrophoretisch in eine Io-
nenfalle geleitet, wo die Massendetektion stattfindet. Die erhaltenen Massenspektren
wurden mit der Software Biotools 3.1 (Bruker Daltonics), Excel 2003 (Microsoft) und
Origin 7.0 (Microcal) ausgewertet.

Die das IQ-Peptid enthaltenden Proben wurden vereinigt, lyophylisiert, in 100 mM KCI,
0,1 % Triton X-100, 10 mM Mops/Tris pH 7 resuspendiert und bei -80°C gelagert. Fiir
die Experimente (2.3.17) wurden die Aliquots mit 100 mM KCIl, 10 mM Mops/Tris
pH 7 zu einer Endkonzentration von 100 mM KCIl, 10 mM Mops/Tris pH 7, 5 nM
IQuss, 0,005 % Triton X-100 verdiinnt und fir eine Stunde bei 4°C und 100000 g in
einer Optima-L90k-Ultrazentrifuge (Beckman-Coulter) zentrifugiert. CaCly- oder EGTA
wurde aus Stammlosungen zu finalen Konzentrationen von 4 mM CaCl, bzw. 1 mM
EGTA zugegeben.

2.2.9 Modifikation der Lipidkomposition der Probenliposomen

Obwohl die zu untersuchenden Membranproteine bereits in Proteoliposomen vorlagen
(siehe 2.1), erwiesen sie sich als ungeeignet fiir Messungen im planaren Bilayer System.
Dieses konnte durch eine Solubilisierung der Proteoliposomen mit Detergens, einem
Vermischen mit zusétzlichem Lipid und einer anschlieffenden Entfernung des Detergens
mittels Dialyse deutlich verbessert werden. Fiir diesen Verdiinnungsschritt wurde L-o-
Phosphatidylcholin aus Eigelb (Larodan Fine Chemicals, Schweden) mit einer Konzen-
tration von 50 mg/ml in Methanol-Chloroform (Verhéltnis 1:1) gelost und bei -20°C

gelagert. Um eine Oxidation der Lipide zu verhindern wurde die Losung mit Argon
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tiberschichtet. Aus einem Aliquot dieser Stammldsung wurde eine Liposomensuspensi-
on hergestellt, dazu die Losungsmittel mit einer Membranvakuumpumpe (Vaccubrand
MZ2C) fir 30 Minuten evaporiert und das trockene Lipid mit 50 mM KCI, 10 mM
Mops/Tris pH 7 zu einer Konzentration von 20 mg/ml resuspendiert. Die Proben wur-
den in einem Verhéltnis von 3:2 mit dieser Liposomensuspension sowie mit Mega 9
(Nonanoyl-N-Methylglucamid) zu einer Endkonzentration von 80 mM gemischt und die
entstandenen Mischmizellen fiir einige Minuten inkubiert. Dabei lag die Konzentration
des Mega 9 3,2-fach iiber der cme (critical micellar concentration, fiir Mega 9: 25 mM).
Um das Detergens wieder aus dem Ansatz zu entfernen, wurde dieser abschlieffend ca.
2 Stunden bei Raumtemperatur und schliefslich iiber Nacht bei 4°C gegen 5 1 50 mM
KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7 dialysiert. Die Ausschlussgrofse der verwendeten Dialyse-
schlduche (Spectrum Laboratories) betrug 3,5 kDa. Die Liposomen wurden aliquotiert
(10 pl) und nach Schockfrosten in Fliissigstickstoff bei -80°C gelagert.

2.2.10 Induzieren des Sec61-Kanals in RM-Praparationen

Fiir eine erfolgreiche Fusion der Liposomen mit den planaren Bilayer nach herkémmli-
cher Methode (siehe 2.3.8) ist ein offener Kanal erforderlich. Um diese Ausgangssituation
zu schaffen mussten die Ribosomen von den rauen Mikrosomen aus C. familiaris und
S. cerevisiae abgelost werden. Dazu wurden die Probenaliquots fiir ca. 15 Minuten mit
500 pM Puromycin (Serva), 300 mM KCl und 1 mM GTP inkubiert. Puromycin be-
wirkt in Anwesenheit von GTP als Analogon der Aminoacyl-tRNA einen Abbruch der
Kettensynthese, gefolgt vom Freisetzen der Polypeptidkette und der Dissoziation der
Untereinheiten des Ribosoms (Darken, 1964, Adelman et al., 1973). Die hohe Salzkon-
zentration bewirkt ein Losen der ribosomalen Untereinheiten vom Translokon (Adelman
et al., 1973). Danach konnte der Sec61-Komplex aus RM-Préparationen bei Lagerung
um 4°C im FKisbad fiir mehrere Tage erfolgreich mit dem planaren Bilayer fusioniert
werden. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Experimente wurde téglich

ein neues Probenaliquot verwendet.

2.3 Elektrophysiologische und biophysikalische Methoden
2.3.1 Die planare Bilayer Technik

Bei der planaren Bilayer Technik handelt es sich um eine Abwandlung der Patch-Clamp-
Methode, die es erlaubt, einzelne in den Bilayer fusionierte kanalbildende Membranpro-
teine in einer definierten Lipidumgebung elektrophysiologisch zu erfassen. Dabei wird

tiber Elektroden ein konstantes Membranpotenzial an den Bilayer angelegt (voltage
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clamp, Klemmspannung). Die iiber den Kanal flieflenden Strome werden verstéarkt, digi-
talisiert und mit Hilfe eines Computers aufgenommen. Diese Strome sind von der Grofe,
vom Offenzustand sowie von der lonenselektivitiat der inserierten Kanéle abhéngig. Ein
grofter Vorteil der Bilayer Technik im Gegensatz zum Patch-Clamp-Verfahren besteht
in der Moglichkeit, einen biochemisch aufgereinigten Kanal mit dem planaren Bilayer
zu fusionieren, die Elektrolytumgebungen beidseitig der Membran mehrfach zu modifi-
zieren, Effektoren zuzufithren und wieder zu entfernen und die Messungen anschlieffend

fortzusetzen.

2.3.2 Aufbau der Messkammer

Die verwendete Messkammer besteht aus zwei zylindrischen Teflonhalbkammern mit

einem Fiillvolumen von je 3 ml, die in ein Metallgehduse eingespannt werden (Abbildung
2.3).
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Abbildung 2.3: Komponenten der Bilayerkammer

Die dem Experimentator zugewandte Kammer wird dabei als Cis-, die abgewandte als
Trans-Kammer bezeichnet. Uber Bohrungen in den Kammerdecken kénnen Elektroden
eingefiihrt, Verdnderungen am Elektrolytinhalt vorgenommen (Perfusion) sowie Effek-
toren zugegeben werden. Die beiden Halbkammern werden von einer 25 pm dicken Tef-
lonfolie (Septum) mit einem runden Loch von ca. 100 pm im Durchmesser getrennt. Fiir

dieses Loch, auf das bei den Messungen der Bilayer appliziert wird, wird die Folie mit
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einer Nadel vorperforiert und die Fehlstelle anschliefsend mit einer Funkenstrecke (Um-
bau einer PKW-Ziindspule durch die Elektronikwerkstatt des Fachbereiches Biologie der
Universitdat Osnabriick) aufgeschmolzen. Da die autenliegenden Seiten der Messkammer
mit Glasscheiben verschlossen werden, ist eine optische Kontrolle der Experimente mog-
lich.

2.3.3 Der Messstand

Die mit Hilfe der Bilayer Technik aufgenommenen Einzelkanalstrome bewegen sich im
Bereich von wenigen pA. Der Messstand dient daher vornehmlich der Abschirmung
des Versuchsaufbaus gegen elektrische und mechanische Storungen. Dazu ist um den
Experimentiertisch ein nach allen Seiten verschlieftbarer Faradaykéifig aus verzinktem
Maschendraht aufgebaut (Abbildung 2.4). Der Experimentiertisch ist auf vier pneuma-
tischen Schwingungsdampfern (Luigs und Neumann) gelagert, um das Messsystem vom
Boden zu entkoppeln. Sowohl der Tisch als auch der umgebende Kéfig sind gegen das

Stromnetz geerdet.
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Abbildung 2.4: Aufbau des Messstandes

Uber ein Binokular und einen Lichtleiter, in dessen Strahlengang die Bilayerkammer
steht, kann der Experimentator wahrend der Messungen den Zustand des Bilayers, die
Zugabe von Effektoren und den Fortschritt der Perfusion iiberwachen. Die Kammer
steht auf einem abgeschirmten Magnetmotor, der die Durchmischung der Lésungen in

den Halbkammern mit Hilfe von Riihrkernen ermoglicht.
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Die Perfusionseinrichtung dient dem Austausch der cis- und transseitig eingesetzten
Losungen ohne den Bilayer zu zerstoren und ermoglicht damit die Vermessung eines
einzelnen Kanals unter verschiedenen Bedingungen. Sie besteht aus zwei 60 ml Plas-
tikspritzen, die iiber Silikonschlduche mit diinnen Glaskapillaren verbunden sind. Diese
Kapillaren werden gleichzeitig in eine der Losungen abgesenkt. Beim Perfusionsvorgang
wird mit einer der Spritzen das gleiche Volumen an Elektrolyt aus der Kammer abge-
saugt wie simultan {iber die andere Spritze an neuer Losung zugefiihrt wird. Dabei kann
bei einem 20-fachen Volumenverhéltnis (60 ml Spritzeninhalt zu 3 ml Kammerinhalt)

von einem volligen Austausch der Elektrolytlosungen ausgegangen werden.

2.3.4 Elektrischer Aufbau

Die elektrophysiologische Vermessung eines Ionenkanals wird erst durch einen geschlosse-
nen Stromkreis iiber die Spannungsquelle, die Elektroden, die Elektrolytlosungen sowie
die Membran mit fusioniertem Kanal mdoglich.

Dieses kann durch ein Ersatzschaltbild (Abbildung 2.5) verdeutlicht werden. Dabei ent-
sprechen die Elektrolytlosungen in den Halbkammern den Platten eines Plattenkonden-
sators, die Membran kann mit dem Dielektrikum zwischen den Platten gleichgesetzt
werden. Die entsprechende spezifische Membrankapazitat Cy; ergibt sich aus Dicke und
Dielektrizitatskonstante des Bilayers und ist bei biologischen Membranen weitestgehend
konstant (Cy = 1 pF-cm™2). Fusioniert ein Ionenkanal in die Membran, so kann er
naherungsweise als ein der Membrankapazitit parallel geschalteter Widerstand Ry be-
trachtet werden. Der Kehrwert dieses Widerstandes wird als Leitwert gemessen. Dem
gegeniiber ist der in Serie geschaltete Widerstand der Elektroden und Elektrolyte Ry
vernachléssigbar.

Die verwendeten Ag/AgCl-Elektroden bestehen aus einem Silberdraht (0,5 mm &, Roth),
der in 1 M KCI fiir ca. 15 Minuten bei 5 V chloriert wird. Um Grenzflichenpotenziale an
den entstandenen Silberchloridschichten zu minimieren, werden die Elektroden in einer
Glaskapillare (1,5 mm &) mit agarosehaltiger Kaliumchloridlésung (2 % (v/v) Agarose,
2 M KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7) umbhiillt.

Die Elektroden bilden iiber die Elektrolytlosungen und den Kanal einen Stromkreis mit
dem Operationsverstiarker (Headstage, CV-5-1GU, Axon Instruments), mit dem zum
Einen konstante Klemmspannungen an den Bilayer angelegt als auch die fliekenden Stro-
me detektiert, transformiert und zum Hauptverstarker (Gene Clamp 500b, Axon Instru-
ments) weitergeleitet werden. Von dort werden die Signale tiber einen Analog/Digital-
Wandler (Digidata 1200, Axon Instruments) an die PCI-Karte des Messrechners tiberge-

ben. Die Elektrode der transseitigen Messkammer ist mit dem Eingang der Headstage
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Abbildung 2.5: Versuchsaufbau und Ersatzschaltbild des Bilayersystems

a: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit inkorporiertem Kanal, Elektrolytls-
sungen, Elektroden, Spannungsquelle (V) und Amperemeter (A). b: Ersatzschaltbild zu a.
Der Kanal ist durch den Widerstand Ry, Elektroden und Elektrolytlosungen durch den
Widerstand Rg; und die Membrankapazitit durch den Kondensator Cyr mit Spannungs-
quelle (U) und Amperemeter (I) dargestellt.

verbunden, die Elektrode der Cis-Kammer liegt an der Masse der Headstage und dient
somit als Referenzelektrode. Bei der hier beschriebenen Anordnung wird ein Fluss von
Kationen von trans nach cis bzw. ein Fluss von Anionen in die Gegenrichtung als posi-

tiver Strom aufgezeichnet.

Die softwaregestiitzte Datenaufnahme bei konstanten Klemmspannungen erfolgte mit
dem Programm Axoscope 9.0 (Axon Instruments) bei einer Samplingfrequenz von 5-
10 kHz. Fiir das kontinuierliche Abtasten eines Spannungsbereiches (Strom-Spannungs-
rampe) wurde das Programm Clampex (Dr. Alexander Merle) bei einer Samplingrate

von 2 kHz verwendet.
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2.3.5 Liquid junction Potenziale

An Grenzflichen zwischen Losungen mit deutlich unterschiedlichen Konzentrationen
zweier lonensorten kann es zum Auftreten von Diffusionspotenzialen kommen, wenn
eine der Tonensorten eine erhohte Mobilitat aufweist und demzufolge schneller iiber den
Konzentrationsgradienten an der Grenzfliche diffundiert (Liquid junction Potenzial). Im
beschriebenen Versuchsaufbau (2.3.4) kann dieser Effekt an der Grenzfliche zwischen
der Elektrolytlosung in der Messkammer und der KCl-Agaroselosung der Elektroden
auftreten. In Abhéngigkeit vom verwendeten Elektrolyten kann es, besonders bei der
Bestimmung von Umkehrpotenzialen nach 2.3.13 zu einer Verfélschung der Ergebnisse
von -5 bis +12 mV kommen (Neher, 1992).

Die bei der Verwendung von KCl-Losungen auftretenden Liquid junction Potenziale
betragen ca. 1 mV und sind vernachléssigbar. Fiir Experimente mit asymmetrischen
CaCly- und MgCly-Puffern (siehe 3.1.5) wurde das Liquid junction Potenzial mit den
Programm Clampex (Axon Instuments) nach Barry und Lynch (1991) mit 3,8 mV bzw.
4,1 mV berechnet und die Ergebnisse entsprechend korrigiert. Bei Messungen mit CaCls-
und MgCly-Puffern unter symmetrischen Bedingungen wurde das Nullstrompotenzial

(zero current Potenzial) nach erfolgter Perfusion auf 0 mV festgesetzt.

2.3.6 Aufbereiten des Bilayerlipides

Das Lipid (L-a-PC Type IV-S, Sigma) wurde mit einer Konzentration von 100 mg/ml
in Methanol-Chloroform (Verhéltnis 1:1) gelost und bei -20°C gelagert. Zur Herstel-
lung des Bilayers wurden 55 jul der Losung entnommen und die Losungsmittel fiir ca.
30 Minuten mit Hilfe einer Membranvakuumpumpe (Vakuumbrand, MZ2C) evaporiert.
Anschliefend wurde das Lipid in 100 ul n-Decan (Sigma) aufgenommen und je nach
Viskositét (optische Kontrolle) nachverdiinnt, bis die Proben mit dem Bilayer fusioniert

werden konnten.

2.3.7 Herstellung des Bilayers

Zur Herstellung des Bilayers nach der painting technique wurde mit einer um 90° gebo-
genen 50 nl Hamilton-Spritze ein Tropfen Lipid auf das Loch im Septum (siehe 2.3.2)
appliziert (Abbildung 2.6 a). Danach konnte durch wiederholtes Absenken des Fliissig-
keitsspiegels in der Trans-Kammer die Lipidmenge auf dem Loch soweit reduziert wer-
den, dass sich eine unilamellare Lipiddoppelschicht ausbildete (Abbildung 2.6 b). Der
Bilayer erschien hier als durchsichtige Flache, umgeben von einem ringférmigen Annu-

lus. Durch weitergehendes Reduzieren der aufgetragenen Lipidmenge konnte schliefllich
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ein voll ausgebildeter Bilayer mit deutlich zuriickgegangenem Annulus (Abbildung 2.6
c) hergestellt werden (Miiller et al., 1963). Dieser blieb tiber mehrere Stunden stabil.

Abbildung 2.6: Herstellung des planaren Bilayers

2.3.8 Fusion der Probenliposomen mit dem planaren Bilayer

Fiir die erfolgreiche Fusion von Ionenkanélen in den planaren Bilayer sind sowohl geoff-
nete Kandle in den Membranen der Liposomen (siche 2.2.10), als auch ein osmotischer
Gradient tiber dem Bilayer essenziell (Cohen et al., 1980, Niles und Cohen, 1987). Blobel
und Dobberstein (1975), Simon und Blobel (1991) sowie Wirth et al. (2003) beobachte-
ten, dass der Sec61-Komplex bei hoheren Salzkonzentrationen in geschlossenem Zustand
vorliegt bzw. nicht in den planaren Bilayer inkorporiert. Deshalb wurde fiir die Fusionen
ein Verhéltnis von 100 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis zu 10 mM KCI, 10 mM
Mops/Tris pH 7 trans gewéhlt (Wirth, 2003). Es hat sich herausgestellt, dass eine Erho-
hung des osmotischen Gradienten iiber der Membran (250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris
pH 7 cis zu 10 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7 trans) entgegen fritheren Beobachtun-
gen die Fusionsrate positiv beeinflusst hat. Um Fusionen zusétzlich zu férdern wurden
15 pl 2 M CaCl, in die Cis-Kammer pipettiert. Die Ca?"-Ionen sollen nach Cohen et
al. (1980) und Niles und Cohen (1987) eine Adhésion der polaren Kopfgruppen der
Liposomenlipide an den Bilayer erleichtern.

Weiterhin forderlich fiir die Fusionsraten hat sich das Beschallen der Proben mit Ultra-
schall gezeigt. Da der Durchmesser des Bilayers quadratisch in die Fusionswahrschein-
lichkeit eingeht hat sich auch eine Vergroferung des Loches im Septum als hilfreich
erwiesen, was allerdings eine verminderte Stabilitdt der Membran zur Folge hatte.

1-2 pl Probe wurden mit einer um 45° gebogenen 10 pl Hamilton-Spritze in der Cis-
Halbkammer iiber (wenn Dichte der Probe héher war als Dichte des Elektrolytes) oder
unter (wenn Dichte der Probe geringer war als Dichte des Elektrolytes) dem Bilayer ab-

gesetzt, so dass die Liposomen in unmittelbare Ndhe der Membranoberfliche gelangten.
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Abbildung 2.7: Osmotische Fusion eines Proteoliposoms mit dem planaren Bilayer

Nach erfolgter Adsorption der Liposomen an den Bilayer unter Ca?>T-Einfluss (Abbil-
dung 2.7), stromte Wasser aus der Trans-Kammer iiber die Membran ein. Das Liposom
schwoll bis zur Fusion an, wahrend iiber den offenen Kanal das osmotische Gleichge-
wicht zum Elektrolyten der Cis-Kammer aufrechterhalten wurde. Mit erfolgter Fusion
war der zu untersuchende Ionenkanal in den planaren Bilayer inseriert. Im Anschluss
wurden beide Kammern perfundiert um vorhandene Vesikel zu entfernen und definierte

Versuchsbedingungen einzustellen.

2.3.9 Leitwertbestimmung

Ein wichtiges Kriterium zur grundlegenden Charakterisierung eines Ionenkanals ist der
Leitwert. Dieser ergibt sich als Quotient aus dem durch den Ionenfluss iiber den Kanal
entwickelten Strom und der angelegten Klemmspannung. Der Leitwert kann somit auch
als Kehrwert des Kanalwiderstandes beschrieben werden. Dabei ist zwischen absolutem
und relativem Leitwert zu unterscheiden. Der absolute Leitwert berticksichtigt den ins-
gesamt liber der Membran messbaren Strom und beinhaltet die Leckleitfdhigkeiten von
Bilayer und Kanal. Dem gegeniiber errechnet sich der Relativleitwert aus der Differenz

des Stromes vor und nach einem Schaltereignis des Kanals.

Absoluter und relativer Leitwert ergeben sich nach dem Ohmschen Gesetz :
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1
Gabs = 77 (1)
U
|di|
Grea = —— (2)
U
I = Strom
U = Klemmspannung
Gaps =  Absoluter Leitwert
Grel = Relativer Leitwert

Im Folgenden ist, soweit nicht gesondert erwahnt, mit Leitwert immer der relative Leit-
wert bezeichnet.

Der Leitwert eines Kanals ist abhéngig von seinen strukturellen Eigenschaften wie dem
Durchmesser der Vestibiile und der Verengungszone (siehe 2.3.14) oder den geladenen
oder polaren Aminosdureresten in der Porenregion. Er variiert mit dem Offenzustand
des Kanals, aber im Fall von Translokasen eventuell auch mit der Struktur des in Ver-
engungszone oder Vestibiil befindlichen Translokationssubstrates.

Die Datenaufnahme zur Auswertung des Leitwertes erfolgte unter symmetrischen Bedin-
gungen, um einen linearen Zusammenhang zwischen Strom und angelegter Klemmspan-
nung zu gewahrleisten. Dafiir wurden nach erfolgreicher Fusion eines Probenliposoms
(siche 2.3.8) mit dem planaren Bilayer beide Messkammern perfundiert. Anschliefsend
wurden mit dem Programm Axoscope 9.0 (Axon Instruments) verschiedene Klemmspan-
nungen angelegt und die Stromdaten mit einer Samplingfrequenz von 5 kHz gespeichert.
Die Stromspuren wurden iiber einen Spannungsbereich von -60 mV bis +60 mV mit
einer Inkrementierung von 5 mV aufgenommen. Dabei wurden abwechselnd konstante
positive und negative Klemmspannungen ansteigend fiir einen Zeitraum von 60 Sekun-
den angelegt, getrennt von einer Pause von 30 Sekunden. Da der Sec61-Komplex bereits
bei Klemmspannungen ab £55 mV ein gestortes Schaltverhalten zeigte, erfolgte eine
Datenaufnahme bei hoheren Membranpotenzialen nur in Ausnahmeféllen.

Die Datenauswertung erfolgte mit dem Programm Ephys5 (Dr. Thomas Steinkamp,
Fachbereich Biologie, Universitidt Osnabriick). Dabei hat es sich als sinnvoll erwiesen zur
eindeutigen Identifizierung von Schaltereignissen ein Histogramm iiber die Stromdaten
zu erstellen, mit dessen Hilfe eine klare Trennung der unterschiedlichen Stromniveaus
auch bei niedrigen Klemmspannungen (kleinem dI) moglich war.

Aus den mit Ephysb erhaltenen Stromdaten wurden mit dem Programm Excel 2003 die

jeweiligen Leitwerte errechnet. Diese Daten konnten anschliefend mit dem Programm
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Origin 7.0 weiterverarbeitet werden. Dazu wurden die Leitwerte aller untersuchten
Klemmspannungen in Klassen zusammengefasst und gegen ihre Héufigkeit als Histo-
gramm aufgetragen. Haufungen innerhalb der so erhaltenen Leitwertverteilung konnten
mit Gaulsfunktionen angepasst werden. Anhand der Maxima der Anpassungen erfolgte
die Bestimmung von Haupt- und Unterleitwert. Im Folgenden bezieht sich der Begriff

Hauptleitwert auf die am haufigsten auftretende Stroménderung.

2.3.10 Leitwertsadttigung

Mit zunehmender Ionenkonzentration der eingesetzten Elektrolytlosungen nimmt der
Leitwert eines Kanals kontinuierlich zu. Dieser Zusammenhang ist dabei nur bis zu ei-
ner bestimmten Salzkonzentration annidhernd linear. Tragt man die Aktivitdten (siehe
2.3.11) der Elektrolytlosungen gegen die zugehorigen Leitwerte auf, so ndhert sich die
Funktion asymptotisch einem Maximalleitwert (Gyax) an. Stellt man sich die Pore ei-
nes single-file-Ionenkanals als eine Reihe von Ionenbindungsstellen vor, so sind bei der
Elektrolytaktivitéit, bei der der halbmaximale Leitwert erreicht ist (Ky;), die Hélfte die-
ser Bindungsstellen besetzt, wihrend beim Erreichen des Maximalleitwertes alle Stellen
besetzt sind.

Nach Hille (2001), Seite 472 kann dieser Zusammenhang analog zur Enzymkinetik be-

schrieben werden:

[5]
G = Grtap = (3)
[S]+ K
G = Leitwert
Grar =  Maximalleitwert
[S] = Aktivitat des Ions S
Ky = Aktivitdt des Ions S, bei dem ein halbmaximaler Leitwert erreicht ist

2.3.11 Aktivitdten der Elektrolytlsungen

Die vereinfachende Annahme, dass sich die Ionen einer Elektrolytlosung nicht gegensei-
tig beeinflussen, ist nur bei niedrigen Salzkonzentrationen zuldssig. Bei héheren Kon-
zentrationen nehmen die Interaktionen der Ionen zu, wahrend ihr chemisches Potenzial
abnimmt. Deshalb verwendet man bei entsprechenden Experimenten statt der Konzen-
tration einer Losung deren Aktivitdt, die sich aus der Multiplikation der Konzentration
mit dem Aktivitatskoeffizienten ergibt.

Dieser Effekt ist bei identischer Molaritit verschiedener Salzlosungen unterschiedlich

stark ausgeprigt. Daher ist es fiir die Vergleichbarkeit elektrophysiologischer Ergeb-
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nisse aus Experimenten mit verschiedenen Elektrolyten und besonders bei biionischen
Messungen wichtig, die einzusetzenden Salzkonzentrationen so zu wéahlen, dass die Elek-
trolytlosungen die gleiche Aktivitat (Effektivkonzentration) besitzen. Fiir die im Rah-
men dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden die Konzentrationen von KCI,
CaCly und MgCly in den verwendeten Losungen entsprechend angepasst (250 mM KCl
>~ 184 mM CaCl, =2 176 mM MgCl, und 20 mM KC1 = 10,7 mM CaCly = 10,4 mM
MgCly). Die Aktivitétskoeffizienten wurden Weast (1987) entnommen.

2.3.12 Biionische Messungen

Biionischen Messungen erlauben den direkten Vergleich elektrophysiologischer Kanal-
eigenschaften unter verschiedenen Elektrolytbedingungen. Aufserdem ermdoglichen sie
die Bestimmung von Permeabilitétsverhéltnissen von verschiedenen Anionen oder Kat-
ionen untereinander. Dabei werden auf beiden Seiten der Membran FElektrolytlosun-
gen mit unterschiedlicher Zusammensetzung, aber gleicher Aktivitéit eingesetzt. Bei den
im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Messungen wurden 184 mM CaCly, 10 mM
Mops/Tris pH 7 cis- und 250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7 transseitig und umge-
kehrt eingesetzt. Bei der beschriebenen Anordnung entspricht ein positiver gemessener
Strom einem Fluss von K*-Ionen als Trager der positiven Ladung und ein negativer

gemessener Strom einem Fluss von Ca?"-Ionen als Triger der positiven Ladung.

2.3.13 Umkehrpotenzial und Selektivitat

Ein Grofsteil der bekannten Ionenkanéle besitzt fiir verschiedene Ionen unterschiedliche
Permeabilitdten und damit eine Selektivitdt. Diese ist in der Struktur der Kanéle be-
grindet und hauptséchlich auf die exponierten Ladungen an der Proteinoberfliche in
Vestibiil und Verengungszone zuriickzufithren. Dabei wird die Selektivitat fiir Kationen
durch negative Ladungen erhoht, die fiir Anionen aufgrund der Abstofung der gleichen
Ladungen vermindert. Hier muss wiederum die Ladung eines zu transportierenden Ma-
kromolekiils im Kanal oder eines im Bereich der Pore gebundenen Effektors analog dazu
betrachtet werden.

Experimentell ist die Selektivitéit als Umkehrpotential (U,e,) unter asymmetrischen Be-
dingungen messbar. Dabei werden die Halbkammern beidseitig der Membran mit unter-
schiedlichen Konzentrationen eines Elektrolyten perfundiert. Es entsteht, falls der Kanal
verschiedene Permeabilitdaten fiir die beiden Ionensorten des Elektrolyten aufweist, ein
elektrochemisches Potenzial iiber der Membran. Als Umkehrpotenzial wird die Klemm-
spannung bezeichnet, welche dem elektrochemischen Potenzial so entgegenwirkt, dass

kein Nettostrom mehr iiber den Kanal fliefit.
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Bei der Betrachtung eines Kanals der nur fiir eine Ionensorte permeabel ist, ergibt sich

das Umkehrpotenzial aus der Nernst-Gleichung:

. RT l Ctrans
Uy =~ . g Strems (4)
zF Ceis
Urev =  Umkehrpotenzial R = allgemeine Gaskonstante
z = Wertigkeit des Ions F =  Faradaykonstante
T =  Temperatur c1/c2 = Konzentration des Ions beidseitig der Membran

Da der Grofiteil der bekannten Membrankanile fiir mehrere Ionen permeabel ist, muss
die Nernst-Gleichung zur Goldman-Hodkin-Katz-Spannungsgleichung (GHK-Gleichung)
erweitert werden. Dabei werden Ionen betrachtet, die sich unabhéngig voneinander

durch einen idealisiert homogenen Kanal bewegen.

RT ¥ Prc-[K]™ + 37 Pa- [A]7e

Urev = i <5)
F S B (R 5 Pa AT
Prya = Permeabilitatskoeffizienten von Kation und Anion
[K/A]cts/trans  —  Konzentrationen von Kation und Anion in den Halbkammern

Stellt man Gleichung (5) um, so kann bei bekanntem Umkehrpotenzial das Verhéltnis
der Permeabilitétskoeffizienten von Kation und Anion bestimmt werden (6). Die Per-

meabilitdten der verwendeten Puffersubstanzen Mops und Tris werden vernachléssigt.

& — [A]tmns - eUﬁ%F ) [A]Cis (6)
Py EUE;F : [K]trans - [K]Cis

Die Datenaufnahme erfolgte mit dem Programm Clampex unter asymmetrischen Elek-
trolytbedingungen. Im Gegensatz zu den Messungen der Leitwertbestimmung wurden
hier keine konstanten Klemmspannungen angelegt, sondern ein Spannungsbereich von
-55 mV bis +55 mV kontinuierlich iiber einen Zeitraum von 15 s als Spannungsram-
pe abgetastet und die entsprechenden Stromwerte mit einer Samplingrate von 2 kHz
gespeichert. Um kapazitive Effekte auszuschliefsen, wurden die Richtungen der so aufge-
nommenen Rampen (vom negativen zum positiven Spannungsbereich oder umgekehrt)
abgewechselt.

Zur Datenauswertung wurden die Messwerte in das Programm Origin 7.0 importiert
und graphisch als Strom-Spannungsdiagramm dargestellt. Mit Hilfe von Ausgleichsge-

raden konnte das Umkehrpotenzial als Schnittpunkt mit der x-Achse bestimmt werden.
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Aus den so erhaltenen Umkehrpotenzialen wurden mit dem Programm Mathcad 2001
(Mathsoft) nach Gleichung (6) die relativen Selektivitéten bestimmt.

Diese Methode zur Bestimmung des Umkehrpotenziales hat den Nachteil dass Leckleit-
fahigkeiten von Kanal und Membran mit einfliefsen. Daher wurde U, zuséatzlich aus der
Stromdifferenz vor und nach einem Schaltereignis ermittelt. Dazu wurde ein wie unter
2.3.9 beschriebenes Messprotokoll unter asymmetrischen Elektrolytbedingungen aufge-
nommen und die durch Schaltereignisse des Kanals verursachten Stroménderungen (dI)
ausgewertet. Anschliefend wurden mit der Software Origin 7.0 Haufigkeitshistogramme
fiir die Stroménderungen erstellt und dabei die angelegten Klemmspannungen getrennt
voneinander betrachtet. Hiufungen in den Histrogrammen wurden mit Gauftfunktionen
angepasst und die zugehorigen Maxima gegen die entsprechenden Klemmspannungen
zu einer Strom-Spannungskennlinie aufgetragen. Haupt- und Unterleitwert wurden mit
Ausgleichsfunktionen angepasst und die Umkehrpotenziale als Schnittpunkte mit der

x-Achse abgelesen.

2.3.14 Abschitzung des Porendurchmessers aus dem Leitwert

Nach Hille (2001), Seite 352 kann der Durchmesser eines Kanals abgeschétzt werden
wenn sein Leitwert bekannt ist. Dabei wird der Kanal als ein idealisierter Zylinder
mit Verengungszone und beidseitig vorgelagerten Vestibiilen angenommen. Ist dieser
Kanal mit einer Losung mit spezifischem Widerstand p gefiillt, so ergibt sich sein Ge-
samtwiderstand aus Radius, Linge und Widerstand der Restriktionszone sowie dem

Zugangswiderstand fiir die Ionen (Raecess), d-h. dem Widerstand der Vestibiile.

r P
RK = RR + Raccess = (l + _) 2 (7)
2/ mr
Rk =  Widerstand des Kanals l = Léange der Restriktionszone
Rp =  Widerstand der Restriktionszone r =  Radius der Restriktionszone
Raccess =  Widerstand der Vestibiile p = spez. Widerstand der Lésung

Setzt man fir den Widerstand Rk den reziproken Leitwert ein und 16st Gleichung (7)

nach r auf, so kann der Porendurchmesser abgeschétzt werden:

pG [ ™2 4nl
=22+ (5) +5 8
T <2 * 2 * pG (8)
d = Durchmesser des Kanals
G = Leitwert des Kanals
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Da iiber die Lange der Verengungszone im Fall des Sec61-Kanals keine Informationen
vorlagen, wurden verschiedene Werte zwischen 5 A und 50 A bei vollsténdiger Durch-
spannung der Membran beriicksichtigt. Die spezifische Leitfahigkeit des verwendeten
Puffers (250 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7) wurde mit einem Konduktometer
(WTW LF3000) mit 31,5 mS - cm™! bestimmt, was einem spezifischen Widerstand von
31,7 Q- cm entspricht. Smart et al. (1997) konnten zeigen, das der spezifische Wider-
stand einer Losung in den Porenregionen von Kanélen mit bekannter Kristallstruktur
deutlich héher ist als im sie umgebenden Medium. Entsprechend wurde der Messwert
um den von Smart et al. (1997) vorgeschlagenen Faktor von 5 auf 1585 €2 - cm korrigiert.

Die Berechnung der Porengrofe erfolgte mit dem Programm Mathcad 2001.

2.3.15 Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit

Den Schaltereignissen eines Kanals liegen Verdanderungen der Proteinkonformation zu-
grunde. Dabei entspricht jeder stabile Zustand (im idealisierten Fall nur zwei: offener
und geschlossener Kanal) einem Energieminimum. Fiir die Uberwindung der Energie-
barriere zum néchsten Offenzustand reicht im Allgemeinen die thermische Energie des
Systems aus. Der Offenzustand eines Kanals kann von der angelegten Spannung abhén-
gig sein, wenn Ladungen im Protein auf das angelegte elektrische Feld reagieren (gating
charges; Hille, 2001, Seite 56ff., 603ff.) und damit die Energiebarriere zwischen zwei
stabilen Offenzustéinden herabgesetzt wird.

Um die Offenwahrscheinlichkeiten zu bestimmen, wurden die Halbkammern symme-
trisch perfundiert, die Klemmspannungen wie unter 2.3.9 geschildert fiir eine Minute
angelegt und die resultierende Stromantwort kontinuierlich aufgezeichnet. Zur Auswer-
tung wurde jeweils der mittlere Strom des maximalen Offenzustandes zum Mittel {iber
die gesamte Minute ins Verhéltnis gesetzt und die so erhaltenen Offenwahrscheinlich-
keiten gegen die angelegten Klemmspannungen aufgetragen. Sollte der Einfluss eines
Effektors auf die spannungsabhéngige Offenwahrscheinlichkeit des Kanals untersucht
werden, so wurde erst ein Referenzprotokoll ohne Effektor aufgenommen. Die Offen-
wahrscheinlichkeit wurde darauthin als Quotient aus dem mittleren Strom der einminii-
tigen Stromspur nach Zugabe des Effektors und dem mittleren Strom des maximalen

Offenzustandes vor Effektorzugabe berechnet.

2.3.16 Mean-Variance Plot

Fiir eine Betrachtung von zeitlich sehr dicht aufeinander folgenden Schaltereignissen
hat sich die Mean-Variance Darstellung der Stromdaten als sehr hilfreich erwiesen. Mit

der herkdmmlichen Datendarstellung als Stromspur oder Stromhistogramm lassen sich
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die Ubergéinge zwischen drei Offenzustéinden in einem solchen Fall u.U. nicht von einem
einzelnen grofen Schalten differenzieren, so dass Unterleitwerte hier nur schwer zu er-
fassen sind. Bei einer Samplingfrequenz von 5 kHz lassen sich iiber die mittlere Varianz

jedoch noch Schaltereignisse auflésen, die zeitlich nur 2,2 ms auseinander liegen.

Fiir den Mean-Variance Plot wurden arithmetisches Mittel und Varianz tiber ein Fens-
ter von 10 Datenpunkten aus den Stromdaten berechnet. Dann wurde das Fenster um
einen Datenpunkt verschoben und erneut Mittelwert und Varianz gebildet. Die berech-
neten Werte wurden gegeneinander dargestellt. Schaltereignisse sind mit einer Parabel
anpassbar (Patlack, 1993). Die Auswertung erfolgte mit den Programmen Excel 2003
und Origin 7.0.

2.3.17 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) beruht auf der Fluktuation der Fluo-
reszenzintensitat farbstoffmarkierter Molekiile in einer Losung im thermodynamischen
Gleichgewicht. Werden sowohl das Beobachtungsvolumen als auch die Konzentration der
beobachteten Molekiile hinreichend gering gewéhlt, so fithrt die Diffusion der angeregten
Farbstoffe durch den Detektionsbereich zu einer hohen Fluktuation des Fluoreszenzsi-
gnales. Bei der Auswertung der FCS-Daten werden die Intensitdtswerte mit sich selber
zeitversetzt korrelliert (Autokorrelation). Betrachtet man dabei den Zeitbereich von
Mikro-bis Millisekunden, so kann aus der Abnahme der Korrelation die translatorische

Diffusionszeit der beobachteten Molekiile durch das Fokusvolumen abgeleitet werden.

Die FCS-Experimente mit dem Atto488-gelabelten Sec61alQ-Peptid (2.2.7) wurden mit
einem konfokalen Laser-Scanning-Spektrometer (Insight Cell 3D, Evotech Technologies)
durchgefiihrt. Fiir die Anregung des Atto488-Farbstoffes wurde ein Art-Laser genutzt
und die 488 nm Linie iiber einen dichroitischen Filter gewéhlt. Die Leistung des La-
sers betrug fiir alle Versuche 38 pW. Die Fokusebene wurde mit einem Pinhole (40 pm
Durchmesser) begrenzt. Die Photonen der Fluoreszenzemission wurden mit Avalanche-
Photodioden (Perking Elmer) aufgenommen und die Autokorrelationsfunktionen von
einem Hardware-Korrelator (Evotech Technologies) berechnet. Die Messungen wurden
in 96-Well-Platten mit Kammervolumen von je 25 ul durchgefiihrt. Dabei war der Fo-
kus 100 pl iiber dem Kammerboden positioniert. Zur Kalibrierung wurde eine 1 nM
Fluorescein-Losung (Sigma) verwendet. Mit einer Diffusionszeit fiir Fluorescein von
Tp=65 & 2 ps und einem Diffusionskoeffizienten D=436 pm?s~! (Petrasek und Schwille,
2008) ergibt sich nach
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Fokusradius

Diffusionskoeffizient Fluorescein

)
[

™D Diffusionszeit Fluorescein

ein Fokusradius von w;=190 nm. Der Strukturparameter s betrug 4,5 fiir alle durchge-

fiihrten Experimente. Mit

V =2m-w? kw (10)

Fokusvolumen

w1 Fokusradius

Strukturparameter

ergibt sich ein Fokusvolumen von 0,194 fl.

Alle Messungen wurden in 100 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7, 0,005 % Triton X-100
und 4 mM CaCl, bzw. 1 mM EGTA durchgefiihrt (sieche 2.2.7). Die Konzentration des
[Q4ss-Peptides in den Probenansétzen lag fiir alle durchgefithrten Versuche bei 5 nM
(=~ 5 Molekiile im Fokusvolumen). Fiir die Bindungsstudien wurden die Diffusionszei-
ten fiir das 1Quss-Peptid und den geséttigten 1Qyss-CaM-Komplex (bei 11,2 pM CaM)
sowie den geséttigten 1Q,55-GST-CaM-Komplex (bei 7,4 pM GST-CaM) iiber ein Ein-

Komponenten-Modell der Autokorrelationsfunktion nach

—T
T-er\ 1 1 1
Gr)=1+ |1+ — = (11)
1-T N 1 + — -+ T
D TpK2
T =  Triplettfraktion p = Triplettzeit
N = Anzahl der Partikel im Fokus 7 =  Korrelationszeit
7p = Diffusionszeit =  Strukturparameter

bestimmt. Um den Sattigungsgrad des 1Q4g5-CaM-Komplexes fiir CaM-Konzentrationen
zwischen 1 nM und 5,6 M und den des 1Qg3-GST-CaM-Komplexes fiir GST-CaM-Kon-
zentrationen zwischen 0,7 nM und 3,7 uM zu bestimmen, wurden die Autokorrelations-

funktionen mit einem Zwei-Komponenten-Modell angepasst:
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_r

T-er\ fi 1 1 1—f 1 1
G(r)=1+|1+ ——s + _ (12)
1-T N1+ -—Z 14 T N 1+ = 14—~
D1 TDLR2 TD2 TDak?

T = Triplettfraktion T = Triplettzeit

f1 =  Fraktion Komponente 1 N = Angzahl der Partikel im Fokus

T =  Korrelationszeit D1 = Diffusionszeit Komponente 1

T7ps =  Diffusionszeit Komponente 2 & =  Strukturparameter

Dabei wurden die zuvor bestimmten Diffusionszeiten des freien 1Qugs-Peptides als 7p;
und des gesattigten 1Q s3-CaM-Komplexes bzw. des geséttigten 1Q485-GST-CaM-Kom-
plexes als 7ps festgesetzt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit den Programmen
FCS4 (Alf Honigmann, Universitdt Osnabriick), Excel 2003 und Origin 7.0.

Um die Dissoziationskonstante Kp fiir die Interaktion des 1Q4g3-Peptides mit CaM bzw,
GST-CaM zu erhalten wurde der prozentuale Anteil an gebundenem IQ g5-Peptid gegen
die CaM- bzw. GST-CaM-Konzentration aufgetragen mit einem Ein-Bindungsstellen-
Modell angepasst:

[CaM]
IQ488 —CCLM: IQ488 —CCLMMG:C— (13)
[CaM] + Kp
1Q488-CaM =  prozentualer Anteil IQggs im 1Q4g3-CaM-Komplex
1Q4s8-CaMprq, =  Maximale Sattigung des 1Q4gg mit CaM
[CaM] = Konzentration an Calmodulin
Kp = Dissoziationskonstante des 1Q4gs-CaM-Komplexes

2.4 Verwendete Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden aus den angegebenen oder anderen handels-
iiblichen Quellen bezogen und entsprachen den analytischen Reinheitsanforderungen.
Pufferlésungen wurden mit HyO bidest aus einer Astacus-Filteranlage (Membrapure)

angesetzt.
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3.1 Charakterisierung des Secb61-Komplexes aus Canis familiaris
3.1.1 Fusion der Proben mit dem planaren Bilayer

Alle untersuchten Proben des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris konnten erst nach
Modifikation der Lipidzusammensetzung der Liposomenmembran nach 2.2.9 in den Bi-
layer inkorporiert werden. Eine einfache Vermischung der Lipide durch Beschallen der
Proben mit Ultraschall mit anschliefenden Gefriertau-Zyklen hat sich dabei als nicht
ausreichend erwiesen, ein Mega 9-vermitteltes Solubilisieren der Proteoliposomen war
zwingend erforderlich. Biochemische Experimente haben gezeigt, dass die fiir die elek-
trophysiologischen Versuche verwendeten Translokon-Praparationen nach Modifikation
der Lipidzusammensetzung der Liposomenmembran in Anwesenheit von Mega 9 in Be-
zug auf die Proteintranslokation funktionell waren (persénliche Kommunikation mit Dr.
Martin Jung, Universitétsklinikum des Saarlandes, Homburg).

Eine essenzielle Voraussetzung fiir die Fusion eines Proteoliposoms mit dem planaren
Bilayer ist das Vorhandensein eines offenen, ionenleitenden Kanals in der Liposomen-
membran (2.3.8). Eine Aktivierung der Kanalaktivitdt kann iiber einen Vergleich der
Fusionsraten vor und nach der entsprechenden Probenbehandlung gezeigt werden. Die
cotranslationalen Translokonpraparationen (RM) fusionierten mit cytosolseitig gebunde-
nen Ribosomen schlecht mit dem planaren Bilayer. Wurden diese durch Inkubation der
Proben mit Puromycin, KCl und GTP abgelost (2.2.10), so war eine deutliche Zunahme
der Fusionsereignisse zu beobachten. Damit kann von einem Induzieren des Kanals durch
Losen der Ribosomen ausgegangen werden. Da die untersuchten Kanéle vor und nach
Losen der Ribosomen aufgrund ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften nicht vonein-
ander zu unterscheiden waren, ist eine Kontamination der rauen Mikrosomen mit ande-
ren kanalbildenden Proteinen als Ursache fiir die beobachtete Aktivitidt vor Inkubation
mit Puromycin, KCl und GTP unwahrscheinlich. Des Weiteren waren die elektrophy-
siologischen Grundcharakteristika der untersuchten Kanile aus rauen Mikrosomen vor
Ribosomen-Depletion mit denen der posttranslationalen Praparationen identisch. Da-
mit liegt nahe, dass in den RM-Proben eine geringe Anzahl nicht-ribosomenassoziierter
Sec61-Kanéle vorhanden war und die entsprechenden Mikrosomen spontan mit dem
planaren Bilayer fusionierten.

Die posttranslationalen Praparationen (PKRM) sowie Proteoliposomen mit aufgerei-
nigtem Sec61-Komplex fusionierten gut mit dem planaren Bilayer. Eine Vorinkubation
dieser Proben mit einem transportkompetenten Vorstufenprotein wie PPcecA (prepro-

cecropin A, Wirth, 2003) oder Ubc6 (ubiquitin conjugating enzyme 6, Erdmann, 2004)
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war nicht erforderlich, im Vergleich der Fusionsraten mit und ohne Vorinkubation mit
Prapeptid konnte keine Zunahme festgestellt werden.

In Kontrollexperimenten wurde untersucht, ob Puromycin in Anwesenheit von GTP
einen aktiven Kanal in Liposomen aus dem fiir die Probenverdiinnung verwendeten
Lipid (L-«-PC, Larodan Fine Chemicals) konstituieren oder induzieren konnte. Die Li-
posomensuspension wurde mit Mega 9 versetzt, das Detergens mittels Dialyse entfernt,
die Probe anschliefsend mit Puromycin und GTP vorinkubiert und im planaren Bilayer
System untersucht. Es konnten keine Fusionsereignisse beobachtet werden. Der Versuch
wurde mit jeder verwendeten Charge L-a-PC wiederholt. Dieser Ansatz zeigt, dass weder
das L-a-PC (Larodan Fine Chemicals) noch das fiir die Herstellung des Bilayers ver-
wendete L-a-PC Type IV-S (Sigma) mit kanalbildenden Proteinen kontaminiert waren.
Des Weiteren wurden 500 pul Liposomenlosung des Larodan Lipides mit einer Lipidkon-
zentration von 20 mg/ml mit TCA behandelt um eventuelle Proteine auszuféllen (2.2.2)
und die Probe gelelektrophoretisch aufgetrennt. Es konnten auch mittels Silberfarbung

keinerlei Proteinverunreinigungen nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

3.1.2 Schaltverhalten des Sec61-Komplexes

Stromspuren des Sec61-Kanals aus RM- und PKRM- Préaparationen sowie aus Proteoli-
posomen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex zeigen identische Charakteristika. Fiir alle
untersuchten Proben ist ein komplexes Schaltverhalten mit variablen Stromspriingen
auf eine Vielzahl von Unterniveaus zu beobachten (Abbildung 3.1). Entsprechend kann
kein energetisch stabiler Hauptoffenzustand bestimmt werden. Kennzeichnend ist eine
hohe Varianz beziiglich der Schaltfrequenzen und damit der dwelltime, der Verweildau-
er in einem Offenzustand (siche Wirth, 2003; Erdmann, 2004). Des Weiteren ist ohne
Zugabe von Effektoren kein vollstandiges Verschliefsen des Sec61-Kanals zu beobachten.
Auch bei maximal geschlossenem Zustand der Pore bleibt fiir alle untersuchten Proben
ein Stromfluss als Leckstrom detektierbar. Bei Klemmspannungen ab +55 mV konnte
fiir alle untersuchten Proben eine zunehmende Instabilitdt von Kanal und Bilayer be-
obachtet werden. Deshalb wurden nur in Ausnahmeféllen Spannungen bis 70 mV fiir
einen ldngeren Zeitraum angelegt.

Fiir eine detaillierte Betrachtung der Schaltcharakteristika werden die Daten einer re-
présentativen Stromableitung als Mean-Variance Plot (2.3.16) dargestellt (Abbildung
3.2). Es zeigt sich, dass Ubergéinge zwischen allen Offenzustinden des Kanals auftre-
ten, sowohl vom geschlossenen Zustand g zum Unterniveau o; als auch vom Zustand
01 zum maximal gedffneten Zustand o,. Dabei treten, sowohl fiir 6ffnende als auch fiir

schliefslende Schaltereignisse, zwei unterschiedliche Leitwerte auf (A1, Ag). Des Weiteren

42



3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

a b
0 o

—. -20 1
= = 20
o
= .40 S 404
E E -
[e]
£ -60 S 6o-
» n

-80 _80-

0 2 4 6 8 0 T 4
Zeit [s] Zeit[s] .
'S = >

-20- -201
<& -40- <& -40
IS £
e o
7] -60- & -60-

-80- T T T T -80- T T T T

3,2 3.4 3,6 3,8 4,0 0 0,2 0,4 0,6 0,8
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 3.1: Schaltverhalten des Sec61-Komplexes aus C. familiaris unter symmetri-
schen Elektrolytbedingungen (250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7)
a: Stromspur eines Einzelkanals der induzierten RM-Probe bei einer Klemmspannung von
-50 mV. b: Stromspur des aufgereinigten Sec61-Komplexes (-70 mV).

ist ebenfalls ein Durchschalten iiber das Unterniveau hinweg, also von g nach o, und
umgekehrt, zu beobachten.

Es stellt sich die Frage, ob die beiden Leitwertklassen auf zwei unabhéangigen Kanalak-
tivitdten in der Membran des planaren Bilayers beruhen, oder ob sie auf kooperatives
Schalten zweier Kanéle bzw. auf einen Einzelkanal mit mehreren Unterleitwerten zu-
riickzufiithren sind. Dieses kann nach Laver und Gage (1997) tiber die Schaltfrequenzen
beantwortet werden. Ein Durchschalten iiber die Unterniveaus hinweg ware fiir unab-
héngige Leitwerte zu beobachten, wenn beide in einem Zeitraum von 200 ps (bei 5 kHz
Samplingfrequenz) auftreten wiirden. Aus der Haufigkeit der Leitwerte A; und Ay (Ta-
belle 3.1, Abbildung 3.2 a) wird die Wahrscheinlichkeit fiir ein Durchschalten des Kanals
tiber die zugehérigen Stromniveaus hinweg (A3) fiir ein Zeitfenster von 200 ps errechnet
(p200 erwartet) und mit der tatsdchlich beobachteten Wahrscheinlichkeit (pggq beobach-
tet) verglichen. Dabei wird eine exemplarische Einzelkanalstromspur von 60 Sekunden
bei einer Klemmspannung von +50 mV betrachtet.

Fiir den untersuchten Zeitraum ist die tatsdchliche Wahrscheinlichkeit fiir ein Durch-
schalten iiber die Unterniveaus hinweg und damit fiir das Auftreten des Leitwertes A3
in einem Zeitfenster von 200 ps 72-mal hoher als aufgrund der Schalthéufigkeiten der

Leitwerte A; und A, fiir unabhéngige Kanile zu erwarten ist. Folglich sind die in den
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Abbildung 3.2: Stromspur und Mean-Variance Plot eines einzelnen Sec61-Kanals aus
RM Préaparationen

a: Stromspur mit Haufigkeitshistogramm der Stromwerte bei einem Membranpotential von
+45 mV (250 mM KC1, 10 mM Mops/Tris pH 7). b: Mean-Variance Darstellung der Daten
aus Abbildung a.

Tabelle 3.1: Hiufigkeiten der fiir die RM-Probe beobachteten Leitwerte

‘ Leitwert H Héufigkeit ‘ Schaltfrequenz [Hz] ‘ P200 beobachtet ‘ P200 erwartet

A, 113 1,88 3,76 - 101 -
Ay 74 1,23 2,46 - 10 ¢ -
As 2 0,03 6,66 - 10 | 9,25 - 10°°

Stromspuren des Sec61-Kanals beobachteten Stromniveaus auf ein kooperatives Schal-
ten mehrerer Poren oder eine einzelne Pore mit variablen Leitwerten zuriickzufiihren.
Ein Vorhandensein mehrerer unabhéngig schaltender Kanéle kann fiir die untersuchten

Proben ausgeschlossen werden.

3.1.3 Leitwerte

Der Leitwert ist, neben der Selektivitdt, das wichtigste Grundcharakteristikum eines

Ionenleitenden Kanals. Fiir die Leitwertbestimmung werden die Stromdaten fiir Klemm-
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spannungen von -55 mV bis +55 mV mit Ephysb dargestellt und die durch Schaltereignis-
se verursachten Stroménderungen mit den angelegten Membranpotenzialen verrechnet
(2.3.9). Die erhaltenen Werte werden in Klassen eingeteilt und gegen ihre Héaufigkeit
aufgetragen. Haufungen werden mit Gauffunktionen angepasst und ermoglichen eine
Einteilung in Haupt- und Unterleitwert. Die zugrundeliegenden Daten wurden unter
symmetrischen Bedingungen in 250 mM KCIl, 10 mM Mops/Tris pH 7 aufgenommen.
Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die Eigenschaften des Sec61-Komplexes in
Anwesenheit von Calcium untersucht werden sollten, wurden die Versuche zusétzlich in
184 mM CaCl,, 10 mM Mops/Tris pH7 durchgefiihrt.
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Abbildung 3.3: Leitwertverteilungen des Sec61-Kanals unter symmetrischen Elektrolyt-
bedingungen

a: Haufigkeitshistogramm der Leitwerte der RM-Probe unter Verwendung von KCI-
Elektrolyten (250 mM KCIl, 10 mM Mops/Tris pH 7). b: Histogramm des aufgereinig-
ten Sec61-Komplexes unter Bedingungen wie in a. c: Leitwerte der rauen Mikrosomen in
CaCly-Puffer (184 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7). d: Leitwerte des aufgereinigten
Sec61-Komplexes fiir Bedingungen wie in c.

Die Leitwerte des Sec61-Kanals sind hochvariabel und nehmen Werte zwischen 50 pS
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und 1,6 nS an. Unter Verwendung von KCIl-Losungen dominieren sowohl fiir RM-Prapa-
rationen als auch fiir Proteoliposomen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex zwei vonein-
ander differenzierbare Leitwertklassen (Abbildung 3.3 a,b). Fiir raue Mikrosomen ergibt
sich ein prominenter Hauptleitwert von 151 pS 4 2 pS mit einem deutlich seltener auf-
tretenden Unterleitwert von 480 pS £ 19 pS aus 2203 ausgewerteten Schaltereignissen.
Der Hauptleitwert des aufgereinigten Sec61-Komplexes liegt bei 206 pS £ 8 pS mit
einem Unterleitwert von 468 pS + 18 pS (n=712 Schaltereignisse). In Experimenten
mit CaCly-Elektrolyten zeigen die Leitwerte des Sec61-Kanals vergleichbare Variabilita-
ten (Abbildung 3.3 ¢,d). Der Hauptleitwert der RM-Probe kann mit 165 pS 4+ 10 pS
bestimmt werden, der Unterleitwert von 733 pS 4 16 pS tritt im Vergleich zu den Ergeb-
nissen mit KCl-Losungen seltener auf (n=738 Schaltereignisse). Dieser Effekt ldsst sich
tiber eine Normierung der Gauanpassungen erfassen. Danach liegen 48 % der auftreten-
den Schaltereignisse des Sec61-Kanals aus rauen Mikrosomen in 250 mM KCl im Bereich
des Unterleitwertes, wiahrend in Experimenten mit 184 mM CaCl, 33 % der Schaltereig-
nisse dem Unterleitwert zuzuordnen sind. Fiir den aufgereinigten Sec61-Komplex liegt
der Hauptleitwert bei 94 pS £ 2 pS. Ein Unterleitwert ist nicht zu bestimmen, da das
Auftreten von Schaltereignissen mit Leitwerten iiber 190 pS kaum zu beobachten ist
(n=1216).

3.1.4 Konzentrationsabhangigkeit der Leitwerte

Um die Konzentrationsabhéngigkeit der Leitwerte des Sec61-Komplexes aus rauen Mi-
krosomen zu untersuchen, wurden Haupt- und Unterleitwert fiir Losungen mit zuneh-
menden KCl-Konzentrationen bestimmt (Tabelle 3.2). Die Ergebnisse werden gegen die
Aktivitdten der Losungen aufgetragen und der Werteverlauf nach Gleichung 3 ange-
passt (Abbildung 3.4). Es hat sich herausgestellt, dass bei KCl-Konzentrationen iiber
2 M sowie bei CaCly-Konzentrationen iiber 500 mM keine Einzelschaltereignisse mehr
aufgelost werden konnten, da der Kanal instabil wurde. Die Konzentrationsabhéngigkeit
der Leitwerte kann entsprechend nur fiir KCl-Elektrolytlosungen mit Konzentrationen
bis 2 M untersucht werden.

Die Leitwerte des Sec61-Komplexes zeigen unterschiedliche Abhéngigkeiten von den
Ionenkonzentrationen der verwendeten Elektrolytlosungen. Der Werteverlauf fiir den
Hauptleitwert kann mit einer Sattigungsfunktion angepasst werden, auch wenn fiir die
untersuchten Elektrolytlosungen noch keine vollstandige Sattigung zu beobachten ist.
Es ergibt sich ein Sattigungsleitwert Gy, von 720 pS + 49 pS. Die Aktivitét, bei der
der halbmaximale Leitwert erreicht ist (Ky) betrdgt 665 mM + 91 mM.

Fiir die Wertepunkte des Unterleitwertes zeigt sich ein linearer Zusammenhang. Gyay
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Tabelle 3.2: Konzentrationsabhéngigkeit des Haupt- (A1) und Unterleitwertes (A2)

| Konzentration KCI [mM] | Aktivitét KCI [mM] | Ay [pS] | Ao [pS] | n |

100 77 85 + 4 297 + 9 412
250 175 151 £ 2 | 480 &= 19 | 2203
500 324 219 £+ 11 | 1049 £ 15 | 841
1000 604 357 £ 7 | 2210 £ 48 | 1520
2000 1146 452 £+ 16 | 4492 &+ 56 | 414
a b
5 5 ;
4
g ' gzso
2 24 Z
1< ]
) 250 500 750 1000 250 " % 250 500 750 1000 1250

Aktivitat [mM] Aktivitat [mM]

Abbildung 3.4: Leitwertsattigung des Sec61-Komplexes aus rauen Mikrosomen unter
Verwendung von KCI-Lésungen

a: Sattigungsverlauf des Haupt- (schwarz) und Unterleitwertes (rot). b: Ausschnittvergro-
ferung aus a.

und Ky lassen sich nicht ermitteln. Es ist anzunehmen, dass eine Sattigung hier erst

bei wesentlich hoheren Aktivitaten eintritt.

3.1.5 Umkehrpotenzial und Selektivitat

Um das Umkehrpotenzial des Sec61-Kanals zu bestimmen wurden Messungen unter
asymmetrischen Elektrolytbedingungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Stromwerte wer-
den gegen die angelegten Klemmspannungen aufgetragen (2.3.13). Das Umkehrpotenzial
ist als Schnittpunkt mit der x-Achse zu bestimmen. Anschliefend kann das Verhéltnis
der Permeabilitdatskoeffizienten fiir Anionen und Kationen iiber die Umformung der
GHK-Spannungsgleichung (Gleichung 6) bestimmt werden.

Alle untersuchten Proben des Sec61-Komplexes zeigen eine Préferenz fiir die Permea-

tion von Anionen. Die Bestimmung des Umkehrpotenziales aus den durch Einzelkanal-
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Abbildung 3.5: Strom-Spannungsdiagramme fiir Messungen mit rauen Mikrosomen un-
ter asymmetrischen Elektrolytbedingungen

a: Strom-Spannungskennlinie fiir Haupt- (schwarz) und Unterleitwert (rot) (250 mM KCl
cis, 20 mM KCl trans, n=1468 Schaltereignisse). b: Strom-Spannungskennlinie fiir Haupt-
und Unterleitwert (10,7 mM CaCls cis, 184 mM CaCly trans, n=2073 Schaltereignisse). c:
Strom-Spannungsdiagramm aus Spannungsrampen eines Finzelkanals fiir Elektrolytbedin-
gungen wie in a. d: Strom-Spannungsdiagramm eines Einzelkanals fiir Elektrolytbedingun-
gen wie in b. e: Strom-Spannungsdiagramm eines Finzelkanals fiir Elektrolytbedingungen
wie in a vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von 90 mM CaCly cis/trans. f: Strom-
Spannungsdiagramm eines Einzelkanals (10,4 mM MgCly cis, 176 mM MgCl, trans). Alle
Puffer mit 10 mM Mops/Tris pH 7.
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3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

schaltereignisse verursachten Stroménderungen ergibt Mittelwerte von -8,7 mV fiir den
Hauptleitwert und -4,7 mV fiir den Unterleitwert des Kanals aus RM-Praparationen
in KCIl-Losungen (250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis, 20 mM KCI, 10 mM
Mops/Tris pH 7 trans, Abbildung 3.5 a). Daraus ergeben sich Permeabilitdtsverhalt-
nisse von Chlorid- zu Kaliumionen von P~ /Pg+ = 1,5 und Pg- /Pg+ =1,24. Unter
Verwendung von CaCly-Puffern (10,7 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis, 184 mM
CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7 trans, Abbildung 3.5 b) liegen die Umkehrpotenzia-
le nach Korrektur des Liquid junction Potenziales (2.3.5; Barry und Lynch, 1991) bei
42,1 mV und 38,6 mV fiir Haupt- und Unterleitwert. Diese Werte entsprechen Permea-
bilitdtsverhéltnissen von Py- /Pr2+ = 124 und Pg- /Pe2+ =10,0.

Wird das Umkehrpotenzial iiber Spannungsrampen aus den absoluten Strémen be-
stimmt, so kann ebenfalls eine Abhéngigkeit der Werte vom Offenzustand des Kanals
beobachtet werden (Abbildung 3.5 ¢,d,f), die fiir alle untersuchten Préparationen des
Sec61-Komplexes charakteristisch ist. Dieses Ergebnis ist mit einer fritheren elektrophy-
siologischen Untersuchung am Translokon konsistent (Erdmann, 2004). Die mittleren
Umkehrpotenziale und entsprechenden Permeabilitdtsverhéaltnisse fiir raue Mikrosomen

und den aufgereinigten Sec61-Komplex sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Tabelle 3.3: Umkehrpotenziale und Selektivitdten der verschiedenen Proben des Sec61-
Komplexes
Auswertung der Daten aus Strom-Spannungsrampen. n = Anzahl vermessener Bilayer.

‘ Probe H Elektrolytbedingungen ‘ Urey [mV]* ‘ Pa/Pxk ‘ n ‘
RM 250 mM KCI zu 20 mM KCl -85+ 7.8 1,5 10
Sec61-Komplex 250 mM KCI zu 20 mM KC1 -10,7 + 10,1 1,6 5
RM 184 mM CaCl, zu 10,7 mM CaCl, | -32,1 9.3 6,8 8
Sec61-Komplex | 184 mM CaCl, zu 10,7 mM CaCl, -364 + 5 8,7 5
RM 176 mM MgCl, zu 10,4 mM MgCl, | -31,4 + 5,8 6,9 5

Eine Ermittelung des Umkehrpotenziales nach dieser Methode hat im Fall des Sec61-
Kanals den Nachteil, dass die Leckleitfahigkeiten der Pore (3.1.2) mit in die erhaltenen
Werte einfliefsen. Umkehrpotenziale und Permeabilitatsverhéltnisse sind im Vergleich
zur Auswertung aus Einzelkanalschaltereignissen reduziert.

Der Kanal des Translokons zeigt in allen untersuchten Proben unter asymmetrischen
CaCly- und MgCly-Elektrolytbedingungen eine deutlich erhohte Anionenselektivitét im
Vergleich zu Experimenten mit asymmetrischen KCl-Losungen. Es sollte untersucht

werden, ob die im Vergleich geringere Kationenpermeation auf die bivalenten Ionen be-

*nach Korrektur des Liquid junction Potenziales bei Verwendung von CaCls- und MgCls-Elektrolyten
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3 Ergebnisse

grenzt ist, oder ob Kaliumionen den Kanal in Anwesenheit von Ca?* ebenfalls schlech-
ter durchqueren kénnen. Dazu wurden Spannungsrampen unter asymmetrischen KCI-
Bedingungen aufgenommen und CaCly in zunehmenden Konzentrationen symmetrisch
zugegeben. Bis zu einer Konzentration von 90 mM CaCl, in den cis- und transseitigen
Messkammern kann keine nennenswerte Verédnderung der Permeabilitatsverhaltnisse fiir
K*- und Cl~-Ionen beobachtet werden (Abbildung 3.5 e). Die Permeabilitéit des Kanals
fiir Kaliumionen wird durch die Anwesenheit von Ca?* in der Porenregion auch bei

hohen Konzentrationen des bivalenten Ions nicht mafsgeblich herabgesetzt.

3.1.6 Spannungsabhingige Offenwahrscheinlichkeit

Um die Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Komplexes zu untersuchen wurden Stromspu-
ren unter symmetrischen Pufferbedingungen aufgenommen. Klemmspannungen wurden
dabei fiir eine Minute angelegt. Aus den erhaltenen Daten werden die Offenwahrschein-
lichkeiten nach 2.3.15 ausgewertet und die arithmetischen Mittelwerte fiir mehrere Bi-

layer gegen die zugehdrigen Klemmspannungen aufgetragen.

Alle untersuchten Proben des Sec61-Komplexes zeigen eine Abnahme der Offenwahr-
scheinlichkeit mit zunehmendem Membranpotenzial (Abbildung 3.6). Fiir den Kanal
aus RM-Proben liegt die maximale Offenwahrscheinlichkeit bei Spannungen um 0 mV
bei ca. 90 % (250 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7). Der Werteverlauf nimmt fiir steigen-
de positive und negative Haltepotenziale symmetrisch bis auf 40-55 % bei Spannungen
von -50 mV und +50 mV ab (Abbildung 3.6 a). Versuche mit dem aufgereinigten Sec61-
Komplex zeigen ein vergleichbares Ergebnis (Daten nicht gezeigt). In Experimenten mit
CaCly-Elektrolyten (184 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7) ist fiir raue Mikroso-
men eine Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit zu beobachten. Der Maximalwert
von 60 % nimmt symmetrisch bis auf 30-40 % ab (Abbildung 3.6 b). Des Weiteren ist
die Spannungsabhéngigkeit der Offenwahrscheinlichkeit unter Verwendung von CaCl,-
Losungen deutlich reduziert. In Experimenten mit dem aufgereinigten Sec61-Komplex
kann weder die Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit, noch die verminderte Span-

nungsabhéngigkeit festgestellt werden (Abbildung 3.6 c).

Um zu untersuchen, ob die Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals aus RM-
Proben spezifisch auf Ca?*-Ionen zuriickzufiihren ist oder auch von anderen zweiwerti-
gen Kationen hervorgerufen wird, wurde das Experiment mit MgClsy-Elektrolytlosungen
wiederholt (176 mM MgCly, 10 mM Mops/Tris pH 7). Die Datenauswertung zeigt keine
Reduzierung der Offenwahrscheinlichkeit im Vergleich zu den Experimenten mit KCI-
Puffer (Abbildung 3.6 d).
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Abbildung 3.6: Spannungsabhéngige Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Komplexes

a: Offenwahrscheinlichkeit der RM-Probe unter symmetrischen KCIl-Bedingungen (250 mM
KCl, n=8 Bilayer). b: Offenwahrscheinlichkeit der RM-Probe unter symmetrischen CaCls-
Bedingungen (184 mM CaCly, n=8 Bilayer). c: Offenwahrscheinlichkeit des aufgereinigten
Sec61-Komplexes unter Bedingungen wie in b, n=>5 Bilayer. d: Offenwahrscheinlichkeit der
rauen Mikrosomen unter Verwendung von symmetrischen MgCly-Elektrolyten (176 mM
MgCls, n=6 Bilayer). Alle Elektrolytlosungen mit 10 mM Mops/Tris pH 7.

3.1.7 Biionische Messungen

Um die beobachteten Charakteristika des Sec61-Kanals in Bezug auf Leitwertvertei-

lung und Offenwahrscheinlichkeit unter Verwendung von CaCls- und KCl-Elektrolyten

zu verifizieren wurden biionische Messungen durchgefiihrt (2.3.12). Dazu wurden die
Messkammern mit KCI- und CaCly-Losungen gleicher Aktivitat befiillt (250 mM KCI,
10 mM Mops/Tris pH 7 cis und 184 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7 trans oder

umgekehrt) und Stromableitungen iiber einen Zeitraum von einer Minute bei unter-

schiedlichen Klemmspannungen aufgenommen. Leitwerte und Offenwahrscheinlichkeiten

werden wie beschrieben ausgewertet und dargestellt (2.3.9, 2.3.15).

Abbildung 3.7 a zeigt eine représentative Stromspur des Sec61-Kanals aus RM Pré-

o1



3 Ergebnisse

a
100
__ 80 | JL.#M_M . |
é 60 o
E 40,
5 !
n 201
+35mv 9
0 T T . T T
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [s]
0
— 201
<
& 40
§ .60 9
j_—, 4
9 .80 i
-35mV o
-100 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [s]
b c
100+
% % E 1004 _
- o
8] = "\:
= 8013
£ 5
012 601 S
£ £
2 { 5
4041 © % 1@
g } 401 £
E f g
201 2 " 201 §
o =
5 o
U T T 0 T T 1 r T T 0 T T 1
-60 -40 20 0 20 40 60  -60 -40 20 0 20 60
Spannung [mV] Spannung [mV]

0 400 800 1200
Leitwert [pS]

Abbildung 3.7: Eigenschaften des Sec61-Kanals unter biionischen Bedingungen

a: Stromspur eines RM-Kanals (184 mM CaCly cis, 250 mM KCI trans). b: Offenwahr-
scheinlichkeit der RM-Probe (250 mM KClI cis, 184 mM CaCly trans, n=6 Bilayer). c: Of-
fenwahrscheinlichkeit des aufgereinigten Sec61-Komplexes fiir Elektrolytbedingungen wie
in b (n=>5 Bilayer). d: Leitwertverteilung der RM-Probe fiir positive (pos Vy,) und negati-
ve (neg Vy,) Klemmspannungen (n=1088 Schaltereignisse). Elektrolytbedingungen wie in
a. Alle Puffer mit 10 mM Mops/Tris pH 7.

parationen unter biionischen Elektrolytbedingungen. Bei einem Membranpotenzial von
-35 mV (Ca?" trigt positive Ladung im verwendeten Versuchsaufbau) ist ein sukzessives

Schlieffen des Kanals mit zunehmender Wirkdauer der angelegten Spannung zu beob-
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3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

achten, bei einem Potenzial von 35 mV (KT trigt positive Ladung) verweilt der Kanal
in einer fast vollstindig gedffnet Konformation.

Eine Darstellung der Daten als Offenwahrscheinlichkeit bestétigt diese Beobachtung
(Abbildung 3.7 b). Bei positiven Haltepotenzialen (Ca?* trigt positive Ladung) ist die
Wahrscheinlichkeit dafiir, dass sich der RM-Kanal in einem offenen Zustand befindet
im Vergleich zu den entsprechenden negativen Klemmspannungen (K trégt positive
Ladung) deutlich verringert. In Kontrollexperimenten mit umgekehrter Elektrolytbefiil-
lung der Messkammern ist ein spiegelbildlicher Verlauf der Offenwahrscheinlichkeit mit
niedrigeren Werten bei negativen Spannungen zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigt
die Offenwahrscheinlichkeit des aufgereinigten Sec61-Komplexes unter biionischen Be-
dingungen keine Abhéngigkeit von der Membranpolarisation, sondern einen symmetri-
schen Verlauf fiir positive (Ca?* triigt positive Ladung) und negative (KT tragt positive
Ladung) Haltepotenziale (Abbildung 3.7 c).

In Abbildung 3.7 d werden die Leitwerte des Kanals aus RM-Proben unter biionischen
Bedingungen als Haufigkeitshistogramm fiir positive und negative Membranpotenziale
getrennt voneinander dargestellt. Es zeigen sich dhnliche Verteilungen wie unter symme-
trischen KCl- und CaCl,-Elektrolytbedingungen (Abbildung 3.3 a,c). Der Hauptleitwert
bei positiven Haltepotenzialen (KT trégt positive Ladung) betrigt 168 pS + 3 pS, der
Unterleitwert liegt bei 487 pS + 21 pS. Bei negativen Klemmspannungen (Ca?" trigt
positive Ladung) ergibt sich ein Hauptleitwert von 169 pS £+ 5 pS und ein in seinem
Auftreten deutlich reduzierter Unterleitwert von 699 pS + 23 pS (n=1088 Schaltereig-
nisse).

Zusammenfassend bestétigen die Experimente unter biionischen Bedingungen die Er-
gebnisse der Versuche mit symmetrischen KCI- und CaCl,-Elektrolytlosungen in Bezug
auf Leitwertverteilungen (3.1.3) und Offenwahrscheinlichkeiten (3.1.6).

3.1.8 Interaktion mit Lanthan- und Aluminiumionen

Lanthanionen sind als hochaffine Effektoren von Calciumkanélen bekannt und blockieren
deren Ionenpermeation mit hoher Effizienz (Hille, 2001, Seite 123). Dabei interagieren
sie mit Ca?"T-Bindestellen in der Porenregion, wodurch Ca?-Ionen sowohl sterisch als
auch elektrostatisch in ihrer Permeation behindert werden (Lansman, 1990). Es sollte
untersucht werden, wie sich die elektrophysiologischen Figenschaften des Sec61-Kanals
nach Zugabe von LaCls, auch im Vergleich zu Messungen mit CaCly-Elektrolytlosungen,
verdndern.

Abbildung 3.8 zeigt die entsprechenden Ergebnisse in Bezug auf Leitwerte und Umkehr-

potenziale. Fiir den Sec61-Kanal aus rauen Mikrosomen kénnen in Anwesenheit von
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Abbildung 3.8: Leitwerte und Umkehrpotenziale des Translokonkanals in Anwesenheit
von Lanthanionen

a: Leitwertverteilung des Sec61-Kanals aus RM-Préparationen nach Zugabe von LaCls
unter symmetrischen Bedingungen (250 mM KCI, 1 mM LaCls, 10 mM Mops/Tris pH 7). b:
Leitwerthistogramm des aufgereinigten Sec61-Komplexes fiir experimentelle Bedingungen
wie in a. c: Umkehrpotenzial aus Einzelschaltereignissen des grofien Leitwertes der RM-
Probe unter asymmetrischen Elektrolytbedingungen (250 mM KCIl, 1 mM LaCls 10 mM
Mops/Tris pH 7 cis, 20 mM KCIl, 1 mM LaCls 10 mM Mops/Tris pH 7 trans, n=1381
Schaltereignisse). d: Strom-Spannungsrampe des aufgereinigten Sec61-Komplexes unter
KCl-Bedingungen wie in ¢ in Abwesenheit (schwarz) und nach Zugabe (rot) von 1 mM
LaCls cis und trans.

1 mM LaCl; beidseitig der Membran (250 mM KCIl, 1 mM LaClz 10 mM Mops/Tris
pH 7) zwei differenzierte Leitwertklassen im Héufigkeitshistogramm mit Gauffunktio-
nen angepasst werden (Abbildung 3.8 a). Dabei ergibt sich fiir den Hauptleitwert ein
Mittelwert von 146 pS + 3 pS. Der Unterleitwert liegt bei 316 pS + 2 pS (n=1526
Einzelereignisse). Der aufgereinigte Sec61-Komplex zeigt nach Zugabe von 1 mM LaClj
eine dem Ergebnis der Experimente mit CaCly-Elektrolyten sehr dhnliche Haufigkeits-
verteilung der Schaltereignisse. Hier betriagt der Hauptleitwert 103 pS 4+ 2 pS (n=767).
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3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

Konformationsverdnderungen des Kanals mit Leitwerten von iiber 200 pS treten kaum
auf (vergl. Abbildung 3.3 d).

Das Umkehrpotenzial steigt in Anwesenheit von Lanthanionen in millimolarer Konzen-
tration deutlich an. Eine Auswertung iiber die Stroménderungen aus asymmetrischen
Stromspuren (250 mM KCI, 1 mM LaCls, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis, 20 mM KCI,
1 mM LaCls, 10 mM Mops/Tris pH 7 trans) ergibt einen Wert von -44,3 mV. Dieser
entspricht geméf der GHK-Spannungsgleichung einem Verhéltnis der Permeabilitétsko-
effizienten von P - /Py+ von 10,4. Wird das Umkehrpotenzial fiir den aufgereinigten
Sec61-Komplex mit Hilfe von Strom-Spannungsrampen bestimmt, so ergibt sich ein
Mittelwert von -41,2 mV =+ 3,3 mV (Pq- /Pg+= 8,3, n=6 Bilayer).
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Abbildung 3.9: Offenwahrscheinlichkeit des Translokonkanals in Anwesenheit von LaCls
und AlICl3

a: Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Kanals aus RM-Préparationen in Anwesenheit von
LaCls unter symmetrischen Bedingungen (250 mM KCI, 1 mM LaCls, 10 mM Mops/Tris
pH 7, n=>5 Bilayer). b: Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Kanals der RM-Probe nach Zu-
gabe von 1 mM AlCl3 (250 mM KCI, 1 mM AICl3, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis und trans,
n=>5 Bilayer).

Die Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Kanals dndert sich sowohl fiir das vollstandige
Translokon als auch fiir den aufgereinigten Sec61-Komplex unter dem Einfluss von LaCl;
dahingehend, dass kein spannungsabhéngiges Schlieflen bei hoheren Klemmspannun-
gen beobachtet werden kann (Abbildung 3.9 a). Entsprechend verweilt der Kanal nach
Schaltereignissen nur kurz auf einem konstanten Stromniveau, bevor er wieder die voll-
stiandig geodffnete Konformation annimmt. Ausschliefslich cis- oder transseitig zupipet-
tiertes LaCl; fiihrt elektrophoretisch fiir das entsprechende Spannungsvorzeichen zum
Verlust des voltage gatings. Anschliefende Zugabe zur anderen Messkammer weitet den

Effekt bei Messungen mit einem einzelnen Sec61-Kanal auf beide Spannungsvorzeichen
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3 Ergebnisse

aus. Der Lanthan-Effekt ist somit nicht seitenspezifisch.

Um die Spezifitdt der Lanthan-Effekte auf das Umkehrpotenzial sowie das spannungs-
abhéngige Schaltverhalten zu untersuchen, wurden die Experimente mit identischen
Konzentrationen an AlCl3 wiederholt. Die beobachteten Kanaleigenschaften in Bezug
auf Umkehrpotenzial (Daten nicht gezeigt) und Offenwahrscheinlichkeit (Abbildung 3.9

b) sind nicht von den Ergebnissen mit LaCl; unterscheidbar.

3.1.9 Abschitzung der Porengrolle aus den Leitwerten

Die unter 3.1.3 bestimmten Leitwerte des Sec61-Kanals aus Messungen mit rauen Mikro-
somen in KCl-Elektrolyten werden zur Abschétzung des Porendurchmessers nach Hille
(2001) herangezogen. Dabei werden sowohl der Hauptleitwert von 151 pS als auch der
Unterleitwert von 480 pS sowie der maximal gemessene Leitwert von 1,577 nS bertick-
sichtigt. Dieser wird als Ubergang vom maximal geschlossenen zum maximal gesffneten
Zustand des Kanals betrachtet. Leckleitfihigkeiten werden aufgrund ihrer hohen Varia-
bilitat nicht beriicksichtigt. Die Berechnung erfolgt nach Gleichung 8. Der spezifische
Widerstand der verwendeten KCl-Losung (250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7) wur-
de mit Hilfe eines Konduktometers mit 31,7 €2-cm bestimmt und nach Smart et al.
(1997) um einen Faktor von 5 auf 158,5 Q- cm korrigiert (2.3.14). Die Ergebnisse sind

in Tabelle 3.4 zusammengefasst.

Tabelle 3.4: Porendurchmesser des Sec61-Kanals aus RM-Préaparationen nach Hille (2001)
fiir Haupt- (A1) und Unterleitwert (Ay) sowie Maximalleitwert (Apax)

@ (A
Leitwert
Linge der Verengungszone [A] [ A, ‘ Ay ‘ A max
5) 5,3 | 11,8 | 30,3
10 6,8 | 14,3 | 344
20 9,1 | 18,3 | 40,7
30 10,8 | 21,3 | 45,9
40 12,3 1 23,9 | 50,4
50 13,6 | 26,2 | 54,4

Da die Struktur des Sec61-Kanals nicht bekannt ist, werden fiir die Restriktionszone
Langen von 5 A fiir einen sehr kurzen Bereich bis zu 50 A bei vollstandiger Durchspan-
nung der Membran angenommen. Legt man die Kristallstruktur des Sec61-homologen
SecY-Komplexes aus Methanococcus jannaschii (Van den Berg et al., 2004) zugrunde,

dessen postulierte Restriktionszone von einem einzelnen Isoleucin-Ring gebildet wird,
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3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

so kann man anhand der Leitwerte von einer Verdnderung des Porendurchmessers von
5-7 A fiir den Hauptleitwert und von 12-14 A fiir den Unterleitwert ausgehen. Der

maximale Porendurchmesser liegt im Bereich von 30-34 A.

3.1.10 Regulation des Sec61-Komplexes durch Calmodulin

3.1.10.1 Biochemische Ergebnisse

Es ist bekannt, dass das cytosolische Protein Calmodulin (CaM) viele Ionenkanéle Calci-
umabhéngig reguliert (sieche 1.4). Um zu untersuchen ob CaM mit dem Sec61-Komplex
interagiert wurden Coflotationsexperimente durchgefiihrt. 50 pl Proteoliposomen mit
aufgereinigtem, rekonstituierten Sec61-Komplex wurden in An- und Abwesenheit frei-
er Ca?"-Tonen mit 800 ng Rhodamin-6G-gelabeltem Calmodulin (CaM-R6G) inkubiert
und tber einen diskontinuierlichen Nycodenzgradienten flotiert (2.2.1). In Kontrollex-
perimenten wurden die fiir die Rekonstitution des gereinigten Sec61-Komplexes verwen-
deten, Protein-freien L-a-PC Liposomen sowie Proteoliposomen mit der aufgereinigten
Proteintranslokase der dufteren Mitochondrienmembran Tom40 aus S. cerevisiae und
dem aufgereinigten Sec61-homologen SecYEG-Komplex aus der Plasmamembran von
E. coli auf Interaktionen mit CaM untersucht. Die Ergebnisse der Experimente sind in
Abbildung 3.10 dargestellt.

Da Proteoliposomen eine geringere Dichte als l6sliche oder denaturierte Proteine besit-
zen, wandern sie im Gradienten in entsprechende Fraktionen und es kommt zu einer
Auftrennung der Probe. Findet eine Bindung der 16slichen Proteine an die rekonstitu-
ierten Membranproteine statt, so kann eine Colokalisation im Gradienten beobachtet
werden, wihrend freie 16sliche Proteine in den dichten Fraktionen des Gradienten ver-
bleiben.

Calmodulin flotiert in Anwesenheit von freiem Calcium mit den Proteoliposomen mit
aufgereinigtem Sec61-Komplex aus den hohen Nycodenzdichten in die Fraktionen mit
niedrigen Dichten (Abbildung 3.10 a). Wird Ca?" im verwendeten KCl-Puffer (100 mM
KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7) mit 10 mM EGTA zu einer Konzentration von ca. 40 pM
chelatiert (Portzehl et al., 1964, http://www.entropy.brneurosci.org/egta.html), so kann
ebenfalls eine Colokalisation des Calmodulins mit Sec61x im Gradienten beobachtet
werden (Abbildung 3.10 b). Dabei befinden sich in Anwesenheit von Ca*" 74 % des
eingesetzten Calmodulins und 98 % des eingesetzten Sec61c in den Nycodenzdichten
2 %, 5 % und 10 %, in Abwesenheit von Calcium lokalisieren 58 % des CaM und 94 %
des Sec61x in diesen Fraktionen.

In Kontrollexperimenten kann weder eine Coflotation von CaM mit Proteoliposomen

mit aufgereinigtem, rekonstituierten Tom40, noch mit aufgereinigtem, rekonstituierten
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Abbildung 3.10: Ergebnisse der Coflotationsexperimente mit Calmodulin

a: Flotation mit aufgereinigtem Sec61-Komplex in Anwesenheit von freiem Calcium.
b: Flotation mit aufgereinigtem Sec61-Komplex, freies Ca?t mit EGTA komplexiert.
c: Kontrollexperiment mit aufgereinigtem SecYEG-Komplex aus E. coli.

d: Kontrollexperiment mit aufgereinigtem Tom40 aus S. cerevisiae.

WB = Westernblot.

SecYEG-Komplex (Abbildung 3.10 ¢,d) oder mit Protein-freien Liposomen (Daten nicht
gezeigt) beobachtet werden. Das 16sliche Protein verbleibt in den Gradientenfraktionen
mit hoher Dichte.

3.1.10.2 Elektrophysiologische Ergebnisse

Es sollte untersucht werden, ob und wie Calmodulin die elektrophysiologischen Cha-
rakteristika des Sec61-Kanals beeinflusst. Dazu werden Messergebnisse vor und nach
Zugabe von Calmodulin miteinander verglichen.

Abbildung 3.11 a zeigt die typische Stromableitung eines Sec61-Einzelkanals aus RM-
Préparationen in Anwesenheit von freiem Calcium unter symmetrischen Elektrolytbe-
dingungen (100 mM KCl, 13 mM CaCl,, 10 mM Mops/Tris pH 7) vor und nach Zugabe
von 500 nM Calmodulin beidseitig des Bilayers. Nach CaM-Zugabe nehmen die Einzel-
kanalstrome deutlich ab, es ist ein fast vollsténdiges Schlieffen des Kanals zu beobachten
(Abbildung 3.11 b). Besonders zu erwéhnen ist, dass der fiir alle Proben des Translokons
charakteristische Leckstrom in Anwesenheit von CaM nicht mehr auftritt. Das Schalt-
verhalten ist durch kurze dwelltimes gekennzeichnet, die auftretenden Schaltereignisse

zeigen fast ausschlieklich Leitwerte von unter 200 pS und koénnen bei einer Sampling-
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Abbildung 3.11: Schaltverhalten des Sec61-Kanals aus RM-Praparationen in Anwesen-
heit von Calmodulin

a: Stromspur eines einzelnen Sec61-Kanals vor und nach Zugabe von 500 nM Calmodu-
lin cis und trans unter symmetrischen Pufferbedingungen (100 mM KCl, 13 mM CaCls,
10 mM Mops/Tris pH 7) bei einer Klemmspannung von -30 mV. b: Vergleich der mittleren
Strome der Stromspuren aus a vor und nach CaM-Zugabe.

frequenz von 5 kHz noch gut voneinander differenziert werden. Wird das freie Calcium
mit Hilfe von EGTA zu einer Endkonzentration von ca. 40 pM gebunden, so kann in
Stromspuren nach Zugabe von Calmodulin keine Verédnderung des Schaltverhaltens be-
obachtet werden.

Diese Ergebnisse bestétigen sich nach Auswertung der Leitwerte (Abbildung 3.12 a,b).
In Anwesenheit von CaM und Ca?t betrigt der Hauptleitwert des Sec61-Kanals aus
rauen Mikrosomen 129 pS + 8 pS, der Unterleitwert liegt bei 395 pS £+ 7 pS (100 mM
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Abbildung 3.12: Leitwerte und Offenwahrscheinlichkeit des Sec61-Kanals aus RM-
Préaparationen in Anwesenheit von Calmodulin

a: Leitwertverteilung der RM-Probe in Anwesenheit von 500 nM CaM und 13 mM Ca?* cis
und trans (100 mM KCI, 13 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH 7). b: Leitwerthistogramm
der RM-Probe unter Elektrolytbedingungen wie in a, ohne CaM-Zugabe. c: Spannungsab-
héngige Offenwahrscheinlichkeit vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von 500 nM Calmo-
dulin cis und trans unter experimentellen Bedingungen wie in a. d: Spannungsabhéngige
Offenwahrscheinlichkeit vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von 500 nM Calmodulin cis
und trans. Freies Ca?* wurde mit EGTA chelatiert (100 mM KCI, 10 mM EGTA, 10 mM
Mops/Tris pH 7 cis und trans).

KCl, 13 mM CaCly, 500 nM CaM, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis und trans, n—=2994
Einzelschaltereignisse). Aus Experimenten unter identischen Elektrolytbedingungen in
Abwesenheit von CaM ergeben sich aus den Gaukanpassungen Werte von 119 pS + 2 pS
fiir den Haupt- und 410 pS =+ 4 pS fiir den Unterleitwert (n=3312 Schaltereignisse). Eine

signifikante Verdnderung der Leitwerte nach CaM-Zugabe ist damit nicht festzustellen.

Uber eine Normierung der Gaubanpassungen kann abgeschiitzt werden, mit welchem
Verhiltnis auftretende Schaltereignisse dem Haupt- oder Unterleitwert zuzuordnen sind.

Unter Einfluss von Calmodulin liegen 81 % der beobachteten Schaltereignisse des Kanals
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3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

im Bereich des Haupt- und 19 % im Bereich des Unterleitwertes. Aus den Kontrollex-
perimenten ergibt sich ein Verhéltnis von 57 % zu 43 %. Der Anteil von Konformati-
onsanderungen des Kanals die grofte Stroménderungen hervorrufen ist somit durch die
Interaktion mit CaM deutlich herabgesetzt.

Das beobachtete Schliefen des Kanals nach CaM-Zugabe in Anwesenheit von Ca** kann
tiber die spannungsabhéngigen Offenwahrscheinlichkeiten (Abbildung 3.12 ¢,d) differen-
zierter untersucht werden. Dabei werden die Offenwahrscheinlichkeitswerte nach Zuga-
be von CaM immer im Bezug auf eine vorangegangene Messung am gleichen Kanal
ohne den Effektor berechnet (2.3.15). Die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals ist nach
symmetrischer Zugabe von 500 nM CaM in Anwesenheit von Ca?* in der verwendeten
Elektrolytlosung fiir alle untersuchten Klemmspannungen deutlich reduziert (Abbildung
3.12 ¢, Mittelwerte aus 6 unabhéngigen Messungen). Die Datenauswertung von Experi-
menten bei denen das freie Calcium mit EGTA gebunden wurde zeigt nach Zugabe von
Calmodulin in gleicher Konzentration keine Verdnderung der Offenwahrscheinlichkeit
(Abbildung 3.12 d, Mittelwerte aus 9 Messungen). Der Effekt von Calmodulin auf den
Offenzustand des Sec61-Kanals ist damit strikt abhéingig von der Anwesenheit freier
Ca?*-Tonen.

Um die Konzentrationsabhéngigkeit und Seitenspezifitit des Calmodulin-Effektes zu un-
tersuchen, wurden Strom-Spannungsrampen unter symmetrischen Elektrolytbedingun-

gen aufgenommen. Die entsprechenden Ergebnisse sind in Abbildung 3.13 dargestellt.

Das durch Calmodulin induzierte Schliefen des Kanals in Anwesenheit freier Ca**-Ionen
tritt ab einer Konzentration von 150 nM - 200 nM nach Zugabe in nur eine der beiden
Messkammern auf (Abbildung 3.13 a, b). Dabei ist ein Block der Pore nach Bindung
des Calmodulins von einem elektrophoretischen Effekt zu unterscheiden. Nach Zugabe
von CaM auf die bindende Seite des Kanals ist das Schlieffen unabhingig vom Vorzei-
chen des angelegten Membranpotenziales. Calmodulin wirkt sowohl wenn es aufgrund
seiner Ladung elektrophoretisch an den Kanal gefiihrt wird als auch wenn es bei umge-
kehrtem Spannungsvorzeichen vom Kanal entfernt werden miisste. Ein entsprechendes
Offnen des Kanals ist jedoch auch bei hohen Membranpotenzialen und in ausschliefli-
cher Anwesenheit von CaM auf der bindenden Seite nicht zu beobachten (Abbildung
3.13 a). Auftretende Schaltereignisse in den entsprechenden Spannungsrampen koénnen
in Ubereinstimmung mit Stromspuren aus Experimenten in denen CaM auf beiden Sei-
ten des Bilayers zupipettiert wurde, fast ausnahmslos dem kleinen Leitwert zugeordnet
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass Calmodulin stabil und mit hoher Affinitdt mit
der bindenden Seite des Sec61-Kanals interagiert. Demgegeniiber ist der nach einer Zu-
gabe des Calmodulins auf die nicht-bindende Seite des Kanals zu beobachtende Effekt

abhéngig von der Richtung des elektrischen Feldes. Hier wirkt Calmodulin nur, wenn es
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Abbildung 3.13: Strom-Spannungsrampen des Sec61-Kanals in Anwesenheit von Calmo-
dulin

a: Strom-Spannungsrampen eines Sec61-Kanals der RM-Probe vor (schwarz) und nach
(rot) Zugabe von 200 nM Calmodulin in die trans-Kammer (184 mM CaCly, 10 mM
Mops/Tris pH 7). b: Strom-Spannungsrampen eines Sec61-Kanals der RM-Probe vor
(schwarz) und nach (rot) Zugabe von 200 nM CaM in die trans-Kammer. Elektrolytbe-
dingungen wie in a. ¢: Strom-Spannungsrampen des aufgereinigten Sec61-Komplexes vor
(schwarz) und nach (rot) Zugabe von 500 nM Calmodulin cis und trans fir Elektrolytbe-
dingungen wie in a.

aufgrund seiner Ladung elektrophoretisch an den Kanal gefiihrt wird. Bei umgekehrten
Spannungsvorzeichen kann keine Verdnderung des detektierten Stromes im Vergleich zu
Kontrollmessungen ohne den Effektor beobachtet werden. Schaltereignisse mit Strom-
dnderungen im Bereich des grofen Leitwertes treten héufig auf (Abbildung 3.13 b).
Der Ausgangsstrom konnte auch durch mehrfaches Perfundieren der Messkammern mit
100 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7 nicht wieder hergestellt werden. Eine Zugabe von
EGTA oder eine Perfusion mit 100 mM KCIl, 10 mM EGTA, 10 mM Mops/Tris pH 7
nach vorheriger Anwesenheit von Calcium in den Messkammern fithrte zu einem Reiften

des Bilayers.

Da die bindende Seite der Pore nicht konsistent der Cis- oder Transkammer zugeordnet

werden kann, muss von einer nicht-unidirektionalen Integration der Sec61-Kanile in
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den planaren Bilayer ausgegangen werden. Der Effekt ist nach vorheriger Zugabe auf
der nicht-bindenden Seite erst nach Zupipettieren in das andere Messkompartiment
fiir beide Spannungsvorzeichen nachweisbar. Eine Seitenspezifitét fiir die Bindung von
Calmodulin an den Sec61-Komplex kann somit postuliert werden.

Um die Bindungsstelle am Translokon einzugrenzen wurde der Versuch mit dem aufge-
reinigten Sec61-Komplex wiederholt (Abbildung 3.13 ¢). Die Ergebnisse sind nicht von
denen aus Experimenten mit rauen Mikrosomen zu unterscheiden. Die Bindestelle fiir
CaM ist damit auf der -, 3- oder y-Untereinheit des Sec61 lokalisiert.
Kontrollexperimente mit Strom-Spannungsrampen bestatigen, dass eine symmetrische
Zugabe von Calmodulin in Abwesenheit von freiem Calcium keinen Einfluss auf den
Offenzustand des Sec61-Kanals hat (Abbildung 3.14 a). Wird in Anwesenheit von CaM
und EGTA allerdings CaCl, in einer Konzentration zugegeben, die die Bindekapazitét
des EGTAs fiir Ca?T-Ionen iibersteigt, so kommt es zu einem SchlieRen des Kanals
(Abbildung 3.14 b). Dieses verifiziert nochmals die strikte Abhéngigkeit des Calmodulin-

Effektes von der Anwesenheit freier Calciumionen.

20 40 B YIOMIRIECATT 20 40
Spannung [mV] 1 Spannung [mV]

Strom [pA]
Strom [pA]

Abbildung 3.14: Strom-Spannungsrampen des Sec61-Kanals in Anwesenheit von Cal-
modulin

a: Strom-Spannungsrampen eines RM-Kanals vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von
500 nM CaM cis und trans in 100 mM KCl, 10 mM EGTA, 10 mM Mops/Tris pH 7.
b: Strom-Spannungsrampen des RM-Kanals in 100 mM KCI, 10 mM EGTA, 10 mM
Mops/Tris pH 7, 500 nM CaM cis und trans vor (schwarz) und nach (rot) Zugabe von
26 mM CaCl; cis und trans.

Insgesamt kam es bei 51 % der im Rahmen dieser Arbeit aufgenommenen Strom-
Spannungsrampen mit RM-Préparationen unter symmetrischen Elektrolytbedingungen
in Anwesenheit freier Ca?*-Ionen nach Zugabe von CaM zu einem deutlichen Riickgang
des detektierten Stromes. Fiir weitere 30 % der Ergebnisse konnte ein fast vollstandiger
Block der Pore fiir Ionen (siche Abbildung 3.13 a) festgestellt werden.
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Eine Verdanderung des Umkehrpotenziales des Sec61-Kanals aus RM-Préparationen oder
im aufgereinigten Sec61-Komplex konnte bei Messungen unter asymmetrischen Elektro-
lytbedingungen (100 mM KCl, 13 mM CaCl,, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis, 10 mM KCI,
13 mM CaCly, 10 mM Mops/Tris pH7 trans) nach Zugabe von 500 nM CaM in beide
Messkammern nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Die Selektivitét der Pore
wird somit nicht von CaM beeinflusst.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Calmodulin nach Bindung von Ca?*-Ionen
an seine EF-Hand Motive den Sec61-Kanal seitenspezifisch reguliert und dabei die Per-
meation von Ionen durch die Pore mafgeblich herabgesetzt wird. Dieses ist fiir CaM-
Konzentrationen ab 150-200 nM zu beobachten. Des Weiteren kann die Bindestelle des
Calmodulins auf den aufgereinigten Sec61-Komplex eingegrenzt werden. Calcium-freies
ApoCalmodulin verdndert die Charakteristika des Kanals nicht, es liegt also eine strikte

Calcium-Abhéngigkeit vor.

3.1.10.3 Putative Calmodulin-Bindestellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Interaktion von Calmodulin mit dem aufgereinig-
ten Sec61-Komplex gezeigt werden. Aufserdem haben elektrophysiologische Experimente
ergeben, dass die Regulation der Kanalaktivitdt ebenfalls am Sec61xfy-Komplex ver-
mittelt wird. Um putative Bindestellen im Protein mit Hilfe computergestiitzter Metho-
den zu identifizieren und zu lokalisieren, wurden die Aminoséiuresequenzen der Sec61 -,
B- und y-Untereinheiten mit der Calmodulin-Datenbank (http://calcium.uhnres.uto-
ronto.ca, Yap et al., 2000) und dem Eukaryotic Linear Motif Server (www.elm.eu.org,
Puntervoll et al., 2003) abgeglichen. Dabei wurde die Abfolge der Aminoséuren sowohl
nach homologen Bereichen zu anderen Calmodulin-bindenden Proteinen, als auch im
Hinblick auf ihre chemischen Eigenschaften untersucht.

Mit Hilfe der Calmodulin-Datenbank kénnen zwei putative Calmodulin-Bindestellen
auf der o-Untereinheit und eine weitere auf der y-Untereinheit des Sec61 lokalisiert
werden. Mit den Algorithmen des ELM-Servers wird hingegen nur eine Bindestelle auf
der o-Untereinheit vorhergesagt. Um die Lage der moglichen Bindestellen im Protein zu
veranschaulichen, werden die zu den entsprechenden Sequenzabschnitten der Sec61 -
oder y-Untereinheit homologen Bereiche in der Kristallstruktur des SecYER-Komplexes
aus Methanococcus jannaschii (Van den Berg et al., 2004, supplementary data) farblich
markiert (Abbildung 3.15 a).

Dabei stimmt die Lage der putativen Bindestellen o; und oy in der Kristallstruktur des
SecYER-Komplexes ebenfalls mit der Positionierung im Topologiemodell des Sec61p
aus S. cerevisiae (Wilkinson et al., 1996) {iberein. Der als o; bezeichnete Sequenzab-

schnitt liegt am N-Terminus der Sec61a-Untereinheit und ist damit zum Cytosol expo-
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Abbildung 3.15: Putative Calmodulin-Bindestellen im Sec61-Komplex

a: Die Kristallstruktur des SecYEP-Komplexes aus Methanococcus jannaschii (Van den
Berg et al., 2004, Proteindatenbank Datei 1RHZ.pdb) wurde mit dem Programm VMD
(Humphrey et al., 1996) dargestellt und mit dem Programm Povray (www.povray.org) ge-
rendert. Homologe Bereiche zu den putativen Calmodulin-Bindestellen im Sec61-Komplex
sind rot eingefarbt. b: Das I1Q-Konsensusmotiv fiir MyosinV nach Rhoads und Friedberg
(1997) im Vergleich zur entsprechenden Aminosiuresequenz der Sec61x-Untereinheit. Kon-
servierte Aminosduren sind rot eingefarbt. Aminoséuren die eine Zuordnung zum 1-8-14-
Motiv (Rhoads und Friedberg, 1997) erméglichen sind unterstrichen.

niert. Er wurde mit den verwendeten Suchalgorithmen iibereinstimmend als Isoleucin-
Glutamin-Motiv (IQ-Motiv) identifiziert. Nach der Aminoséureabfolge ldsst er sich dem
IQ-Konsensusmotiv von MyosinV, Neurograngin, Neuromodulin und weiterer Proteine
sowie auch dem 1-8-14-Motiv zuordnen (Rhoads und Friedberg, 1997, Abbildung 3.15
b). Die Bindestelle «; ist zum ER-Lumen exponiert und liegt im Loopbereich zwischen
den Transmembrandoménen 5 und 6. Da Calmodulin im Cytosol und Nukleus der Zelle
lokalisiert ist, kann eine physiologisch relevante Bindung an diese Stelle ausgeschlossen
werden. Die Bindestelle y; ist in der Membranebene lokalisiert und weder luminal noch
cytosolseitig oder zur wassergefiillten Pore exponiert. Eine physiologische Interaktion

mit diesem Motiv ist ebenfalls auszuschliefien.
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3.1.10.4 Bindungsstudien mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie

Mit Hilfe computergestiitzter Methoden wurde ein putatives Calmodulin-Bindemotiv
im cytosolischen N-Terminus der Sec61o-Untereinheit identifiziert, das sowohl der Kon-
sensussequenz des MyosinV 1Q-Motives als auch der des 1-8-14-Motives zuzuordnen
ist. Um zu untersuchen, ob dieser Sequenzabschnitt eine Bindung von Calmodulin an
Sec61a¢ vermitteln kann, wurde das Peptid synthetisiert, dabei mit einem terminalen
Cystein versehen (Sequenz: -1 LPEIQKPERKIQFKEKVLWTAITLFI,;-C) und dieses
mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Atto488) markiert (2.2.7). Die Reinigung des gelabel-
ten Peptides (IQuss) geschah mittels HPLC und Massenspektrometrie (2.2.8). Uber eine
Normierung der Peaks im Massenspektrum lésst sich der Anteil an gelabeltem Peptid
abschéitzen (Daten nicht gezeigt). Demnach lagen in der Stammlésung 50,5 % des Pep-
tides als Atto488-Konjugat vor.

Die Bindung von Calmodulin an das 1Q4ss-Peptid wurde iiber Verédnderungen in des-
sen Mobilitdt verfolgt. Dazu wurden die translatorischen Diffusionszeiten des Peptides
durch das konfokale Volumen eines Laser-Scanning-Spektrometers mittels Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie bestimmt (2.3.17). Die Konzentration des 1Q4gs-Peptides in
den Probenansétzen lag fiir alle durchgefiihrten Versuche bei 5 nM (&~ 5 Molekiile im
Fokusvolumen).

Abbildung 3.16 a zeigt die Autokorrelationsfunktionen des 1Q4gs-Peptides vor und nach
Zugabe von 11 pM CaM oder 7,4 pM GST-CaM in Anwesenheit von 4 mM CaCl,. Die
Diffusionszeit des freien 1Q,ss-Peptides in Losung liegt bei 147 ps + 5 ps. Dieser Wert
erhoht sich nach Zugabe von CaM auf 214 ps £+ 7 ps, was eine Komplexierung beider
Molekiile nahelegt. Nach Zugabe von 7,4 ntM GST-CaM kann aufgrund der zusétzli-
chen Masse des GST im IQuss-GST-CaM-Komplex eine weitere Zunahme auf 359 ps
+ 7 ps beobachtet werden. Hohere Konzentrationen von CaM bzw. GST-CaM haben
keinen weiteren Anstieg der Diffusionszeiten zur Folge. Der 1Q55-CaM- bzw. 1Q4z5-GST-
CaM-Komplex liegt somit in Anwesenheit von 11 pM CaM bzw. 7.4 pM GST-CaM im
gesittigten Zustand vor. Die Differenzen zwischen den Anpassungen und den Autokor-
relationsfunktionen (in Abbildung 3.16 a als Residuen aufgetragen) zeigen, dass sich die
experimentellen Daten gut durch ein Modell fiir eine monomolekulare Losung beschrei-
ben lassen.

In Abbildung 3.16 b sind die Autokorrelationsfunktionen fiir das 1Quss-Peptid in Anwe-
senheit von 4 mM CaCly; mit ansteigenden Konzentrationen an GST-CaM dargestellt.
Ab einer GST-CaM-Konzentration von 33 nM in der Probenlosung kann eine schritt-
weise Abnahme der Mobilitdt des IQ4gs beobachtet werden. Die einzelnen Autokorrela-
tionsfunktionen lassen dabei sich gut voneinander diskriminieren.

Um die Dissoziationskonstanten fiir den IQugs-CaM- und den 1Qugs-GST-CaM-Kom-
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Abbildung 3.16: Bindung von Calmodulin an das Sec61x-1Q-Peptid

a: Autokorrelationsfunktionen und zugehorige Ein-Komponenten-Fits fiir das 1Qugg-Peptid
in Anwesenheit von 4 mM CaCls und nach Zugabe von 11 pM CaM oder 7,4 pM GST-CaM.
Die Residuen (unterer Graph) geben die Differenzen der Daten zu den Anpassungen an.
b: Autokorrelationsfunktionen fiir das 1Q4gs-Peptid in Anwesenheit von 4 mM CaCls mit
steigenden Konzentrationen an GST-CaM. c: Bildung des 1Q4gs-CaM-Komplexes in Anwe-
senheit von 4 mM CaCly oder 10 mM EGTA. d: Bildung des 1Qugs-GST-CaM-Komplexes
in Anwesenheit von 4 mM CaCly oder 10 mM EGTA. Alle Messungen wurden in 100 mM
KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7, 0,005 % Triton X-100 durchgefiihrt. Die Konzentration des
1Q4ss-Peptides lag fiir alle Experimente bei 5 nM.

plex zu bestimmen, werden die Autokorrelationsfunktionen fiir das 1Quss-Peptid in
Anwesenheit zunehmender Konzentrationen an CaM bzw. GST-CaM mit einem Zwei-
Komponenten-Modell (Gleichung 12) angepasst. Der prozentuale Anteil an komplexier-
tem 1Qggs-Peptid wird gegen die zugehorigen Konzentrationen an CaM bzw. GST-CaM
aufgetragen und der Werteverlauf mit einem Ein-Bindestellen-Modell gefittet (Glei-
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3 Ergebnisse

chung 13).

Fiir die Bindung von Calmodulin an das Sec61x-1Q-Motiv ergibt sich in Anwesenheit
von Ca?"-Tonen eine Kp von 130 nM =+ 27 nM (Abbildung 3.16 c). Die Anpassung der
Werte ergibt eine maximale Sattigung des 1Q4gs mit CaM von 88 % + 4 %. Wird freies
Calcium in der Probenlésung mit Hilfe von 10 mM EGTA chelatiert, so kann erst ab
einer CaM-Konzentration von 11 uM eine Interaktion mit dem [Q,gs-Peptid beobachtet
werden.

Fiir die Assoziation von GST-CaM mit dem [Qugs-Peptid ergibt sich in Anwesenheit
von Ca?™ eine Kp von 119 nM =+ 15 nM aus dem Werteverlauf (Abbildung 3.16 d). Die
maximale Sattigung des 1Qugs mit GST-CaM liegt bei 92 % £ 3 %. In Abwesenheit
freier Calciumionen interagiert auch GST-CaM erst in hcheren Konzentrationen mit
dem IQ-Motiv.

Zusammenfassend zeigt CaM bzw. GST-CaM eine Calcium-abhéngige Bindung mit ho-
her Affinitdt an das Sec61x-1Q-Motiv. Dieses Ergebnis ist mit den Beobachtungen aus

elektrophysiologischen Experimenten am aufgereinigten Sec61-Komplex konsistent.

3.1.11 Veradnderungen durch Ribosomen

Cytosolische Ribosomen mit naszierenden Polypeptidketten werden in vivo zu Beginn
der cotranslationalen Translokation SRP-vermittelt an die Membran des Endoplasma-
tischen Retikulums gefithrt und binden dort an das Translokon (1.2.2). Es sollte un-
tersucht werden, ob und wie Ribosomen die elektrophysiologischen Eigenschaften des
Sec61-Kanals verdndern.

Abbildung 3.17 a zeigt eine typische Stromspur des Sec61-Kanals der PKRM-Probe
in Anwesenheit von 15 nM Ribosomen beidseitig der Membran unter symmetrischen
Elektrolytbedingungen (100 mM KCI, 1,5 mM MgCly, 10 mM Mops/Tris pH 7). Das
Schaltverhalten ist durch schnelle Uberginge gekennzeichnet, auftretende Schaltereig-
nisse entsprechen grofstenteils Leitwerten von 280-350 pS und kénnen damit dem grofien
Leitwert des Kanals zugeordnet werden. Schaltereignisse im Bereich des kleinen Leitwer-
tes sind nach Ribosomenzugabe kaum zu beobachten. Diese Charakteristik im Schaltver-
halten des Sec61-Kanals zeigt sich bereits ab einer Ribosomenkonzentration von 7,5 nM
in den Messkammern. Eine Erhoéhung der Effektorkonzentration bis auf 221 nM hat
keine weitere Veranderung zur Folge.

Um die Leitwerte des Kanals zu erfassen, werden unter symmetrischen Bedingungen und
in An- und Abwesenheit von Ribosomen aufgenommene Stromspuren nach 2.3.9 ausge-

wertet und die Ergebnisse in Form von Leitwerthistogrammen dargestellt (Abbildung
3.18).

68



3.1 Charakterisierung des Sec61-Komplexes aus Canis familiaris

N
o
1

Strom [pA]

w
o
1

6 8 10 0 2000 4000 6000
Zeit [s] Haufigkeit

-40 T T T

Varianz [pA’]
@

-40 -30 20 -10

mittlerer S:trom [PA]

Abbildung 3.17: Schaltverhalten des Sec61-Kanals aus PKRM-Préparationen in Anwe-
senheit von Ribosomen

a: Stromspur des Sec61-Kanals unter symmetrischen Elektrolytbedingungen (100 mM KCI,
1,5 mM MgCly, 10 mM Mops/Tris pH 7) nach Zugabe von 15 nM Ribosomen bei einer
Klemmspannung von -35 mV. b: Mean-Variance Plot der Stromdaten aus a.

Beide Haufigkeitsverteilungen zeigen die fiir den Translokonkanal typische Einteilung in
zwei Leitwertklassen (vergl. Abbildung 3.3 a). Werden die Wertehdufungen mit Gauf-
funktionen angepasst, so ergibt sich ein kleiner Leitwert von 99 pS + 4 pS und ein
grofser Leitwert von 287 pS £ 3 pS fiir die PKRM-Probe nach Zugabe von 15 nM Ri-
bosomen (n=3351 Einzelschaltereignisse). In Abwesenheit von Ribosomen betrigt der
kleine Leitwert 112 4+ 3 pS, wahrend der grofe Leitwert mit 275 4+ 13 pS zu bestimmen
ist (n=2497 Schaltereignisse).

Es fallt auf, dass sich die Haufigkeit des Auftretens von Stroménderungen die dem
groften Leitwert entsprechen nach Zugabe von Ribosomen deutlich erhéht. Dieser Effekt
kann iiber eine Normierung der Gaufkanpassungen erfasst werden. Danach sind in Ab-
wesenheit von Ribosomen 53 % der auftretenden Schaltereignisse dem kleinen und 47 %

der auftretenden Schaltereignisse dem groften Leitwert zuzuordnen. Nach Zugabe von
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Abbildung 3.18: Leitwerte des Sec61-Komplexes in Anwesenheit von Ribosomen

a: Leitwertverteilung des Sec61-Kanals aus PKRM-Praparationen unter symmetrischen
Elektrolytbedingungen (100 mM KCl, 1,5 mM MgCly, 10 mM Mops/Tris pH 7) in Anwe-
senheit von 15 nM Ribosomen cis und trans. b: Leitwertverteilung des Sec61-Kanals aus
PKRM-Préparationen unter Elektrolytbedingungen wie in a. Keine Ribosomenzugabe.

15 nM Ribosomen beidseitig des Bilayers liegen 28 % der Stroméanderungen im Wertebe-
reich des kleinen Leitwertes und 72 % der errechneten Leitwerte im Bereich des grofen
Leitwertes. Das Auftreten des grofsen Leitwertes ist in Anwesenheit von Ribosomen

deutlich begiinstigt.

Eine Verdnderung der spannungsabhéngigen Offenwahrscheinlichkeit oder des Umkehr-
potenziales und damit der Selektivitit des Sec61-Kanals aus PKRM-Préparationen nach

Ribosomenzugabe konnte in entsprechenden Experimenten nicht beobachtet werden.

Der Sec61-Komplex zeigt ohne Ribosomen-Zugabe eine hohe Variabilitat der auftreten-
den Schaltfrequenzen. Fiir schnelle Kinetiken liegen die Verweildauern in einem stabilen
Offenzustand teilweise unter einer Millisekunde (sieche Wirth, 2003; Erdmann, 2004).
Es hat sich herausgestellt, dass dadurch die Ribosomen-induzierten Verdnderungen im
Schaltverhalten des Sec61-Komplexes in Strom-Spannungsrampen nicht eindeutig iden-
tifiziert werden konnen. Zur Seitenspezifitit des Ribosomen-Effektes kann im Rahmen

der vorliegenden Arbeit keine abschliefsende Aussage gemacht werden.
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3.2 Charakterisierung der rauen Mikrosomen aus Saccharomyces cerevisiae

3.2 Charakterisierung der rauen Mikrosomen aus

Saccharomyces cerevisiae
3.2.1 Fusion der Proben mit dem planaren Bilayer

In Ubereinstimmung mit den Fusionsexperimenten mit Translokonpriparationen aus C.
familiaris (3.1.1) hat sich auch fiir die RM-Probe aus S. cerevisiae eine Modifikation der
Lipidzusammensetzung der Liposomenmembran in Anwesenheit von Detergens (2.2.9)
als essenzielle Voraussetzung fiir die Probenfusion gezeigt. Des Weiteren konnte der Ka-
nal aus S. cerevisiae (Stamm 541) nur nach Ablésen der Ribosomen durch Inkubation
der Proben mit Puromycin, KCl und GTP (2.2.10) in den planaren Bilayer inkorporiert
werden. Diese Beobachtung legt den Schluss nahe, dass der SEC-Komplex (posttrans-
lationale Translokation, siehe 1.2.3) in den Membranen der untersuchten Liposomen
nicht vorhanden war oder stets in geschlossenem Zustand vorlag. Da ohne Ribosomen-
Depletion keinerlei Kanalaktivitdt zu beobachten war, kann eine Kontamination der
Proben mit anderen kanalbildenden Proteinen ausgeschlossen werden. Kontrollexperi-
mente haben gezeigt, dass das fiir die Herstellung des Bilayers und die Modifikation
der Lipidkomposition verwendete Lipid frei von Kontaminationen war und zudem keine
Verunreinigungen iiber KCl, GTP, Mega 9 oder Puromycin eingebracht worden sind
(siche 3.1.1).

Die auftretende Kanalaktivitdt nach Ribosomen-Depletion ist damit einer cotranslatio-
nalen Translokonassemblierung, dem Sec61p-Komplex, dem SEC’-Komplex oder dem
homologen Ssh1lp-Komplex zuzuordnen. Die im Einzelnen untersuchten Kanile aus rau-
en Mikrosomen aus S. cerevisiae sind in ihren elektrophysiologischen Grundcharakteris-
tika nicht voneinander zu unterscheiden. Eine Differenzierung der Ergebnisse in Sec61p-
Komplex, SEC’-Komplex und Sshlp-Komplex ist deshalb mit den verwendeten Proben
nicht mdéglich.

3.2.2 Experimente mit Sec61p-Mutanten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Experimente mit verschiedenen Sec61p-
Mutanten aus S. cerevisiae durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Fusionsexperimente mit
RM-Proben der untersuchten Stdmme sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Es hat sich herausgestellt, dass ein Groftteil der Proben auch nach Lipidverdiinnung und
Ablésen der Ribosomen nicht oder sehr schlecht mit dem planaren Bilayer fusionierten.
Eine anschliefende Inkubation der Proben mit PPcecA (Preprocecropin A, Wirth, 2003)
fithrte nur fiir die Stdmme YBR238C und YER019C-A zu einem Anstieg der Fusions-

rate, was auf eine mogliche Induzierung des posttranslationalen SEC-Komplexes in die-
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Tabelle 3.5: Fusionen der RM-Préparationen aus unterschiedlichen Stédmmen von S. ce-

Tevisiae

+ = osmotische Fusion erfolgreich, (+) = osmotische Fusion vereinzelt erfolgreich,

* = nach zusétzlicher Inkubation mit PPcecA, - = osmotische Fusion nicht erfolgreich,
WT= Wildtyp.

‘ Stamm ‘ Fusion nach Puromycin-Behandlung ‘

491 (RSY524) -
192 (RSY255, WT) -
541 (RSY2022, WT) n

542 (RSY2024) -

543 (RSY2025) -

544 (RSY2026) ()

545 (RSY2027) -
536 (BY4741, WT) -

YBR238C (H*

YER019C-A (H)*

sen Proben hindeutet. Generell inkorporierten nur die Praparationen des Stammes 541
(RSY2022) in ausreichendem Mafe fiir eine grundsétzliche elektrophysiologische Charak-
terisierung in den planaren Bilayer. Die im Folgenden beschriebenen Kanaleigenschaften
beziehen sich ausschlieflich auf Messungen mit Proben des Stammes 541 (RSY2022).
Ein elektrophysiologischer Vergleich der unterschiedlichen Sec61p-Mutanten ist mit den

verwendeten Proben nicht moglich.

3.2.3 Schaltverhalten

Das Schaltverhalten des Kanals aus rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae unter symme-
trischen Elektrolytbedingungen (Abbildung 3.19 a) ist, wie das des Sec61-Komplexes
aus C. familiaris, durch eine hohe Variabilitdt der auftretenden Stromamplituden ge-
kennzeichnet.

Ein bevorzugtes Stromniveau und damit eine energetisch begiinstigte Kanalkonforma-
tion kann in den Stromableitungen nicht zugeordnet werden. Der Kanal zeigt deutliche
Unterschiede in den Verweildauern in einem Offenzustand. Neben hochfrequentem Schal-
ten tritt auch eine deutlich langsamere Kinetik mit dwelltimes von mehreren hundert
ms auf. Ein vollstdndiges Schliefsen des Kanals ist hingegen nicht zu beobachten. Der
fiir alle untersuchten Proben des Sec61-Komplexes aus C. familiaris typische Leckstrom
ist somit auch fiir den Kanal aus rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae charakteristisch.

Fiir eine genauere Betrachtung der Schaltcharakteristika wird der mittlere Strom {iber
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Abbildung 3.19: Stromableitung und Mean-Variance Darstellung eines Einzelkanals der
cotranslational induzierten RM-Probe aus S. cerevisiae

a: Stromspur mit Héaufigkeitshistogramm unter symmetrischen Elektrolytbedingungen
(250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris pH 7) bei einer angelegten Klemmspannung von -55 mV.
b: Mean-Variance Darstellung der Daten aus dem Zoom-Plot in a.

ein Datenfenster von zehn Datenpunkten gegen die zugehorige Varianz aufgetragen
(2.3.16, Abbildung 3.19 b). Es wird deutlich, das Ubergéinge zwischen allen Offenzustéin-

den des Kanals auftreten. Der gedffnete Zustand o kann damit sowohl iiber sukzessives

Schalten aus den einzelnen Unterniveaus als auch durch kooperatives Schalten iiber alle

Unterniveaus hinweg vom maximal geschlossenen Zustand g erreicht werden. Haupt-

und Unterleitwert sind, wie auch beim Sec61-Kanal aus C. familiaris (3.1.2), entweder

auf einen Einzelkanal oder auf mehrere gekoppelt schaltende Kanéle zuriickzufiihren.
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3.2.4 Leitwerte

Die Kanalaktivitiat aus rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae wurde bei Haltepotenzialen
von {iber £60 mV zunehmend instabil. Da in diesem Zustand keine Einzelschaltereignisse
mehr aufgelost werden konnten, wurden bei der Datenaufnahme fiir die Leitwertbestim-

mung nur Membranspannungen von bis zu £55 mV an den planaren Bilayer angelegt.

Zur Analyse der Leitwerte werden unter symmetrischen Elektrolytbedingungen aufge-
nommene Stromspuren ausgewertet (250 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7) und die
Leitwerte nach 2.3.9 ermittelt. Die Ergebnisse werden in Klassen von 40 pS zusammen-

gefasst und gegen die Haufigkeit ihres Auftretens aufgetragen.
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Abbildung 3.20: Leitwertverteilung der cotranslational induzierten RM-Probe aus S.
cerevisiae unter symmetrischen Elektrolytbedingungen (250 mM KCI, 10 mM Mops/Tris
pH 7)

Das Ergebnis der Auswertung ist in Abbildung 3.20 dargestellt. Wie bei allen unter-
suchten Proben aus C. familiaris sind die Leitwerte hochvariabel und kénnen aufgrund
der H&aufigkeit ihres Auftretens in zwei differenzierte Klassen eingeteilt werden. Die
Wertehaufungen sind mit Gaufsfunktionen anpassbar. Danach ergibt sich fiir den Ka-
nal aus der RM-Probe aus S. cerevisiae ein prominenter Hauptleitwert von 209 pS +
2 pS mit einem deutlich seltener auftretenden Unterleitwert von 596 pS £ 10 pS aus
n=1943 Einzelschaltereignissen. Die gréftten beobachteten Stromspriinge entsprechen

Leitwerten von 1,6 nS.
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3.2.5 Umkehrpotenzial

Unter asymmetrischen Elektrolytbedingungen zeigt der Kanal aus S. cerevisiae eine
deutliche Abhéngigkeit des Umkehrpotenziales vom Offenzustand der Pore. Die ent-
sprechenden Werte sind hochvariabel und liegen fiir Elektrolytbedingungen von 100 mM
KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis und 10 mM KCI1, 10 mM Mops/Tris pH 7 trans zwi-
schen -35 mV und +5 mV. Der Kanal ist damit {iberwiegend Anionenselektiv. Eine
Bestimmung des mittleren Umkehrpotenziales und damit der Selektivitit {iber Strom-
Spannungsrampen ist fiir die verwendeten Proben aufgrund der Wertestreuung nicht
sinnvoll. Fiir eine direkte Zuordnung von Umkehrpotenzial zu Offenzustand aus Schalter-
eignissen unter asymmetrischen Elektrolytbedingungen (2.3.13) konnten, bedingt durch

die niedrigen Fusionsraten der Proben, keine ausreichenden Daten erhoben werden.

3.2.6 Spannungsabhingige Offenwahrscheinlichkeit

Um die spannungsabhéingige Offenwahrscheinlichkeit des Kanals aus rauen Mikrosomen
aus S. cerevisiae zu untersuchen wurden Stromspuren unter symmetrischen Elektro-
lytbedingungen aufgenommen (250 mM KCI1, 10 mM Mops/Tris pH 7 cis und trans).
Haltepotenziale wurden dabei fiir jeweils eine Minute angelegt. Die Offenwahrschein-
lichkeit wird nach 2.3.15 ausgewertet und gegen die zugehorigen Klemmspannungen
aufgetragen (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Spannungsabhingige Offenwahrscheinlichkeit der cotranslational indu-
zierten RM-Probe aus S. cerevisiae unter symmetrischen Elektrolytbedingungen (250 mM

KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7)

Die Offenwahrscheinlichkeit der RM-Probe aus S. cerevisiae zeigt eine deutliche Ab-
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hangigkeit vom Membranpotenzial. Die maximale Offenwahrscheinlichkeit von 80-90 %
kann fiir Membranspannungen zwischen -25 mV und +25 mV beobachtet werden. Mit
zunehmenden Haltepotenzialen nimmt sie bis auf ca. 45 % bei -50 mV und ca. 55 % bei
+50 mV ab. Der Werteverlauf stimmt mit dem der RM-Probe aus C. familiaris iiberein.

3.2.7 Abschatzung der Porendurchmessers aus den Leitwerten

Die Porengrofe fir den Kanal der RM-Probe aus S. cerevisiae wird nach Hille (2001)
aus den Leitwerten abgeschétzt (2.3.14). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.6 zusammen-

gefasst.

Tabelle 3.6: Porendurchmesser des Kanals aus RM-Préaparationen aus S. cerevisiae nach
Hille (2001) fiir Haupt- (A1) und Unterleitwert (Ay) sowie Maximalleitwert (Amax)

7 [A]
Leitwert
Linge der Verengungszone [A] [ A, ‘ Ay ‘ Amax
5) 6,0 | 13,8 | 30,2
10 8,3 | 16,6 | 34,3
20 11 20,9 | 40,6
30 13 | 24,3 | 45,8
40 14,7 | 27,1 | 50,3
20 16,2 | 29,6 | 54,2

Dabei werden sowohl die Verdnderung des Porendurchmessers bei Schaltereignissen die
dem Haupt- und Unterleitwert zuzuordnen sind als auch der maximal beobachtete Leit-
wert von 1581 pS beriicksichtigt. Fiir den spezifischen Widerstand der verwendeten
Elektrolytlosung (250 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7) im Kanal wird der mit ei-
nem Konduktometer bestimmte Wert von 31,7 {2 - cm um den Faktor 5 auf 158,5 2- cm
korrigiert (2.3.14; Smart et al., 1997).

Legt man die kurze Restriktionszone aus der Kristallstruktur des Sec61p-homologen
SecY-Komplexes aus M. jannaschii zugrunde (Van den Berg et al., 2004), so liegt die
Verdnderung im Porendurchmesser bei Schaltereignissen, die dem kleinen Leitwert zuzu-
ordnen sind bei 7-8 A. Demgegeniiber ist der groRe Leitwert auf Anderungen von 14-17 A
im Kanaldurchmesser zuriickzufiihren. Die maximal fiir den Kanal aus der RM-Probe

aus S. cerevisiae beobachteten Leitwerte entsprechen Anderungen von 30-34 A.
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4 Diskussion

4.1 Fusion der Proben mit dem planaren Bilayer

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sowohl co- als auch posttranslationale Pra-
parationen des Translokons sowie der aufgereinigte Sec61-Komplex aus Canis familia-
ris elektrophysiologisch charakterisiert. Raue Mikrosomen (RM), Puromycin-Kalium
gewaschene raue Mikrosomen (PKRM) und Proteoliposomen mit aufgereinigtem Sec61-
Komplex konnten erst nach Detergens-vermittelter Veranderung der Lipidkomposition
der Liposomenmembranen mit dem planaren Bilayer fusioniert werden (3.1.1). Die Pré-
senz eines ionenleitenden Kanals in der Membran der Probenliposomen ist eine essenziel-
le Voraussetzung fiir diesen Vorgang (siehe 2.3.8). Der Sec61-Kanal lag in den Ausgangs-
praparationen somit wahrscheinlich in einem geschlossenen, fiir lonen impermeablen
Zustand vor. Verschiedene Arbeiten haben einen Einfluss der Lipidumgebung auf die
Proteintranslokation des Sec61- sowie des homologen SecYEG-Translokons beschrieben
(van Voorst und de Kruijff, 2000; van Dalen und de Kruijff, 2004), wéihrend in elek-
trophysiologischen Experimenten keine Verdnderungen der Kanaleigenschaften in Ab-
héngigkeit von der Membranzusammensetzung festgestellt werden konnte (Simon und
Blobel, 1991). Es hat sich herausgestellt, dass eine einfache Vermischung der Lipide in
den Membranen der Probenliposomen mit L-o-PC mittels Beschallung mit Ultraschall
und anschliefsenden Gefriertau-Zyklen nicht ausreichend fiir eine erfolgreiche Inkorpora-
tion der Proben in den planaren Bilayer war. Fiir die Ionenkanalaktivitdat der im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Proben war somit nicht alleine die Lipidzusammensetzung
(Wirth, 2003), sondern die Anwesenheit von Detergens wihrend der Lipidmodifikation
entscheidend. Auch der aufgereinigte, in Anwesenheit von DeoxyBigCHAP in L-a-PC-
Liposomen rekonstituierte Sec61-Komplex konnte erst nach Solubilisieren der Proteoli-
posomen mit Mega 9 und anschliefendem Entfernen des Detergens mittels Dialyse in
den Bilayer eingebracht werden. Somit liegt nahe, dass die Ionenkanalaktivitdt durch
Mega 9-vermittelte Verdnderungen am Sec61o3y-Komplex induziert wurde. Biochemi-
sche Experimente haben ergeben, dass die Funktionalitat des Translokon-Komplexes in
Bezug auf die Proteintranslokation auch nach Mega 9-Behandlung erhalten bleibt (per-
sonliche Kommunikation mit Dr. Martin Jung, Universitdatsklinikum des Saarlandes,

Homburg).

Die Fusionsrate der rauen Mikrosomen nahm nach Depletion der Ribosomen durch Be-
handlung der Probe mit Puromycin, KCl und GTP deutlich zu (3.1.1). Entsprechend
weist der Kanal im Komplex mit einem Ribosom und naszierender Polypeptidkette keine

nennenswerte lonenpermeabilitit auf. Diese Beobachtung ist konsistent mit den Ergeb-
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nissen von Crowley et al. (1994) und Hamman et al. (1997), die einen fiir Ionen imper-
meablen Kanal im aktiven Ribosom-Translokon-Komplex vorgeschlagen haben. Friihere
elektrophysiologische Studien mit rauen Mikrosomen haben ebenfalls gezeigt, dass eine
Ionenkanalaktivitét erst nach Depletion der Ribosomen durch Behandlung der Proben
mit Puromycin auftrat (Simon und Blobel, 1991; Wirth et al., 2003). Des Weiteren legen
die Ergebnisse der Fusionsexperimente nahe, dass der Grofteil der Translokon-Komplexe
auch nach Modifikation der Lipidzusammensetzung der Mikrosomenmembran in Anwe-

senheit von Mega 9 noch mit Ribosomen assoziiert war.

PKRM-Préparationen und Proteoliposomen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex fusio-
nierten gut mit dem planaren Bilayer. Eine Steigerung der Fusionsrate nach Vorinkuba-
tion mit einem Vorstufenprotein wie PPcecA oder Ubc6 konnte nicht festgestellt werden.
Dieses Ergebnis ist mit denen aus neueren elektrophysiologischen Experimenten konsis-
tent. So hat Wonderlin (2009) gezeigt, dass der Sec61-Komplex auch in Abwesenheit
von Ribosomen oder einem Translokationssubstrat in einem aktiven Zustand vorlag. Im
Gegensatz dazu wurde in vorangegangenen elektrophysiologischen Studien eine Induzie-
rung der Ionenkanalaktivitdt in PKRM-Proben durch Inkubation mit den Prapeptiden
beobachtet (Wirth et al., 2003; Erdmann, 2004). Untersuchungen am SecY EG-Komplex
aus F. coli haben ebenfalls eine Aktivierung der Kanalaktivitat durch das Signalpeptid
von LamB ergeben (Simon und Blobel, 1992).

In Kontrollversuchen wurden Liposomen aus L-a-PC mit Mega 9 versetzt, das Deter-
gens mittels Dialyse wieder entfernt, die Probe anschliefsend mit Puromycin und GTP
vorinkubiert und im planaren Bilayer System elektrophysiologisch untersucht. Es konnte
keine Tonenkanalaktivitdt beobachtet werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass sowohl das fiir
die Modifikation der Lipidzusammensetzung der Proteoliposomen verwendete L-o-PC,
als auch das fiir den Bilayer verwendete L-a-PC Typ IV-S frei von Kontaminationen
mit porenbildenden Proteinen waren. Auch iiber das verwendete Mega 9 wurde keine
Verunreinigung in die Proben eingebracht. Des Weiteren kann in Ubereinstimmung mit
vorangegangenen elektrophysiologischen Studien (Simon und Blobel, 1991; Wirth, 2003)
ausgeschlossen werden, dass Puromycin als Ionophor fungiert. Entsprechend sind die
in den untersuchten Proben beobachteten Ionenkanalaktivitdten auf die verschiedenen

Sec61-Ausgangspréparationen zuriickzufiihren.

Da Antikorper gegen den N- oder C-Terminus der Sec6la- sowie gegen die Sec61f3-
Untereinheit keinen Effekt auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der untersuch-
ten Kanalaktivitdten hatten, war eine immunologische Identifizierung der beteiligten
Proteinkomponenten nicht méglich. Dennoch legen die Ergebnisse der vorliegenden Ar-

beit nahe, dass der untersuchte Kanal vom Sec61-Komplex konstituiert wird:
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e Die beobachtete Ionenkanalaktivitat in rauen Mikrosomen ist durch Depletion der

Ribosomen mit Puromycin, KCl und GTP induzierbar.

e RM-Préaparationen und Proteoliposomen die ausschlieflich die -, 3- und y-Unter-
einheit des Sec61 als Proteinkomponenten enthalten zeigen nahezu identische elek-
trophysiologische Grundcharakteristika im Bezug auf das Schaltverhalten (3.1.2),
die Leitwertverteilung in KCIl-Elektrolyten (3.1.3), die Selektivitét (3.1.5) und die
spannungsabhingige Offenwahrscheinlichkeit (3.1.6). Lanthanionen haben einen
iibereinstimmenden Effekt auf das Gating des Kanals aus rauen Mikrosomen
und den aufgereinigten Sec61-Komplex (3.1.8). Ebenso kann das Calmodulin-
vermittelte, Calcium-abhingige Schliefen fiir beide Préparationen beobachtet wer-
den (3.1.10.2).

e Die elektrophysiologischen Eigenschaften der verschiedenen Translokonpréparatio-
nen zeigen nicht nur {iber den Zeitraum der vorliegenden Arbeit Kontinuitét, son-
dern sind auch mit den Ergebnissen vorangegangener elektrophysiologischer Stu-
dien konsistent, in denen Effekte von bekannten Liganden des Sec61-Komplexes
auf dessen elektrophysiologische Eigenschaften gezeigt werden konnten (BiP und
Choleratoxin Untereinheit A aus Vibrio cholerae (Wirth, 2003) und Exotoxin A
aus Pseudomonas aeruginosa (Wirth, 2003; Erdmann, 2004).

e Die Puromycin-induzierten Kanéle in rauen Mikrosomen aus C. familiaris und S.
cerevisiae sind in ihren Grundcharakteristika nicht voneinander zu unterscheiden
(siehe 4.10). Das Auftreten elektrophysiologisch identischer Kontaminationen in
Proben aus zwei verschiedenen Organismen die nach unterschiedlichen Protokollen

prapariert wurden ist unwahrscheinlich.

4.2 Schaltverhalten und Leitwerte des Sec61-Komplexes

Stromspuren des Sec61-Kanals aus RM- und PKRM-Préaparationen sowie aus Proteoli-
posomen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex zeigen fiir alle untersuchten Elektrolytbe-
dingungen eine hohe Variabilitit der auftretenden Stromniveaus. Die Auswertung der
Stroméanderungen bei Schaltereignissen ergibt Leitwerte zwischen 50 pS und 1,6 nS. Im
Héaufigkeitshistogramm zeigt sich eine Vielzahl von Unterleitwerten die in zwei Wer-
tefraktionen zusammengefasst werden kénnen. Aus den Gaufanpassungen resultieren
Werte von 151 pS und 480 pS fiir Haupt- und Unterleitwert des Kanals aus rauen Mi-
krosomen bzw. 206 pS und 468 pS fiir den aufgereinigten Sec61-Komplex in 250 mM
KCl-Puffer. In CaCly-Elektrolyten (184 mM) betragt der fiir die RM-Probe bestimm-
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te Hauptleitwert 165 pS, der Unterleitwert liegt bei 733 pS. Der aufgereinigte Sec61-

Komplex zeigt nur eine einzelne Leitwertklasse von 94 pS.

Das Auftreten zweier Leitwertklassen ist auf mehrere Kanéle mit einem iibergeordne-
ten Gatingmechanismus oder auf einen Einzelkanal mit verschiedenen Unterleitwerten
zuriickzufiihren, wenn kooperative Schaltereignisse iiber alle Unterniveaus hinweg auf-
treten (Laver und Gage, 1997). Fiir den Sec61-Komplex aus RM-Préparationen ergibt
sich aus den Schaltfrequenzen des groffen und kleinen Leitwertes eine Wahrscheinlich-
keit von 9,29 -107® fiir deren unabhiingiges Schalten innerhalb eines Samplingintervalls
von 200 ps (Tabelle 3.1). Ein Schalten tiber die Unterniveaus hinweg wiirde damit fiir
unabhéngig auftretende Leitwerte lediglich 1,7-mal pro Stunde detektiert werden. Tat-
séchlich lasst sich eine entsprechende Stroménderung in einer exemplarischen Stromspur
von 60 Sekunden zwei Mal beobachten und tritt damit 72-mal haufiger auf als erwartet
(3.1.2). Die verschiedenen Leitwerte sind damit nicht auf mehrere unabhéngige Ionenka-
nalaktivitdten im Translokon-Komplex, sondern auf einen hochdynamischen Einzelkanal
mit Unterleitwerten (Unipore-Modell) oder auf gekoppeltes Schalten mehrerer Kanéle
(Multipore-Modell) zuriickzufiihren (Laver und Gage, 1997). In keiner der unter Verwen-
dung von KCl-Elektrolyten untersuchten Proben wurde nur eine der beiden Leitwert-
klassen oder eine reduzierte Dynamik im Schaltverhalten beobachtet. Aufserdem zeigen
die elektrophysiologischen Grundcharakteristika des Kanals aus RM-Proben in KCI-
Puffer keine Unterschiede im Vergleich mit dem aufgereinigten Sec61-Komplex. Damit
kann die Présenz eines weiteren ionenleitenden Kanals neben Sec61 in den untersuchten
Translokon-Préparationen ausgeschlossen werden. Fiir das Multipore-Modell ist somit
eine Oligomerisierung mehrerer Sec61-Komplexe zu postulieren.

Die Stochiometrie des Translokons ist wissenschaftlich umstritten. Verschiedene Studi-
en der letzte Jahre haben einen monomeren Sec61/SecY-Komplex im Translokon vorge-
schlagen (Van den Berg et al., 2004; Menetret et al., 2007; Kalies et al., 2008; Menetret et
al., 2008). Andere Ergebnisse deuten auf eine Oligomerisierung als Dimer, Trimer oder
Tetramer hin, jedoch soll auch in oligomerer Assemblierung nur ein Sec61-Komplex die
aktive Translokationspore konstituieren (Menetret et al., 2000; Beckmann et al., 2001;
Breyton et al., 2002; Mori et al., 2003; Snapp et al., 2004; Menetret et al., 2005; Osborne
und Rapoport, 2007). Daneben wurde ein weiteres Modell entwickelt, nach dem zwei
SecY-Komplexe iiber einen lateralen Gatingmechanismus einen konsolidierten Kanal
bilden (Mitra et al., 2005; Mitra und Frank, 2006).

Der Radius der Sec61-Pore wurde in fritheren Experimenten mit unterschiedlich groften
Nichtelektrolyten (Polyethylenglycole, PEGs) bestimmt (Wirth, 2003). Wird die Gro-
e der PEGs bei dieser Methode so gewahlt, dass die Molekiile die Pore permeieren

konnen, so wird ein Teil des Volumens im Kanal von PEGs eingenommen und damit
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sowohl die effektive Ionenstéirke der Elektrolytlosung als auch die Mobilitdt der Ionen
in der Pore herabgesetzt. Entsprechend ist eine Abnahme des Leitwertes im Vergleich
zu Experimenten ohne PEGs zu beobachten. Kénnen die verwendeten PEGs aufgrund
ihrer Grofse nicht in die Pore eindringen, so ist keine nennenswerte Veranderung des
Leitwertes zu erwarten. Die Ergebnisse der Experimente haben gezeigt, dass der kleine
Leitwert fiir PEG-Radien <13 A deutlich herabgesetzt war. Fiir den grofen Leitwert war
fiir PEG-Radien von <31 A eine Reduzierung zu beobachten (Wirth, 2003). Diese Daten
zeigen, dass fiir den grofsen Leitwert auch tatséchlich deutlich grofsere PEG-Molekiile
den Kanal permeieren konnen als fiir den kleinen Leitwert. Damit ist ausgeschlossen,
dass der grofte Leitwert durch das kooperative Schalten mehrerer nicht-konsolidierter
Sec61-Poren im kleinen Leitwert verursacht wird. Stattdessen ist der grofse Leitwert fiir
eine dem Multipore-Modell entsprechende Kanalassemblierung nur durch eine von meh-
reren Sec61-Komplexen konstituierte, konsolidierte Pore nach dem Modell von Mitra et
al. (2005) und Mitra und Frank (2006) zu erkldren.

Auch wenn der Translokonkanal mit den vorliegenden Daten und ohne weitere Evi-
denz nicht zweifelsfrei dem Unipore- oder Multipore-Modell zugeordnet werden kann,
so lassen sich die Ergebnisse der Leitwertsiattigung (4.3) und die mit verschiedenen elek-
trophysiologischen und biophysikalischen Methoden bestimmten Porendimensionen des
Sec61-Kanals gut tiber das Multipore-Modell erkldren (siche auch 4.7).

Es stellt sich die Frage, wie die aukerordentlich hohe Dynamik im Gating des Sec61-
Komplexes zustande kommt. Als generelle Ursache fiir das Auftreten unterschiedlicher
Leitwerte eines Ionenkanals gelten verschiedene, langlebige und energetisch stabile Of-
fenzustdnde der Pore. Konformationswechsel des Proteins bestimmen dabei sowohl die
Porendimensionen als auch die Ladungsverteilung in der Restriktionszone und in den
Vestibiilen und kénnen durch leichte Schwankungen in der Stérke des elektrischen Feldes
verursacht werden (Laver und Gage, 1997). Bei weiten Kanélen mit entsprechend hohen
Leitwerten permeieren mehrere lonen gleichzeitig die Pore. Computergestiitzte Simula-
tionen von Porinen mit bekannter 3-D-Struktur (OmpF, PhoE und OmpK36 aus E. coli)
haben gezeigt, dass die Ionen elektrostatisch mit polaren und geladenen Aminoséureres-
ten im Kanal interagieren und sich auf differenzierten Bahnen (Trajektorien) durch die
Pore bewegen. Verédnderungen in der Kanalkonformation beeinflussen die Besetzungs-
haufigkeit dieser Trajektorien und fiihren so zu Verdnderungen der Ionenpermeabilitét
(Schirmer und Phale, 1999; Im und Roux, 2002a; Im und Roux, 2002b). Neben den in-
trinsischen Eigenschaften der Pore beeinflusst im Fall von Proteintranslokasen eventuell
auch ein im Translokationskanal vorhandenes Substrat die Ionenpermeation.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Ionenkanalaktivitdt in RM-Praparatio-

nen durch Vorinkubation mit Puromycin, KCl und GTP induziert. Puromycin bewirkt
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einen vorzeitigen Abbruch der Kettensynthese im Ribosom und das Freisetzen der Po-
lypeptidkette (Darken, 1964), KCI bewirkt in hoheren Konzentrationen eine Dissozia-
tion der ribosomalen Untereinheiten vom Translokon (Adelman et al., 1973). Es kann
davon ausgegangen werden, dass der Sec61-Kanal aus RM-Préparationen zumindest
bei einem Teil der durchgefiihrten Experimente in Assoziation mit einem undefinier-
ten Translokationssubstrat vorlag. Im Gegensatz dazu wurden eventuelle Polypeptidket-
ten im aufgereinigten Sec61-Komplex wiahrend der Préaparation mittels Zentrifugation
durch ein Saccharosekissen entfernt, entsprechend war diese Probe bei den Messun-
gen grofstenteils frei von Substrat. Die elektrophysiologischen Grundcharakteristika der
RM-Préaparationen im Hinblick auf die Dynamik des Schaltverhaltens und die Leitwert-
verteilung in KCl-Elektrolyten zeigen im Vergleich zu Proteoliposomen mit aufgereinig-
tem Sec61-Komplex nur geringe Unterschiede. Ein mafigeblicher Einfluss von Transloka-
tionssubstraten auf die Kanaleigenschaften ist somit fiir die verwendeten Préaparationen
des Sec61-Komplexes nicht festzustellen. Die beobachtete Dynamik ist stattdessen eine

intrinsische Eigenschaft des Sec61-Kanals.

Auch im maximal geschlossenen Zustand zeigt der Sec61-Kanal ohne Effektorzugabe
stets einen geringen Leckstrom. Diese Beobachtung ist mit fritheren Studien konsistent
(Wirth, 2003; Erdmann, 2004). Der Leckleitwert ist auch in Experimenten mit Proteo-
liposomen zu beobachten, die ausschlieflich die o-, - und y-Untereinheit des Sec61
enthalten. Es handelt sich somit um eine kanalintrinsische Eigenschaft, die Beteiligung
einer weiteren Proteinkomponente kann ausgeschlossen werden. Ohne vorheriges Ablo-
sen der Ribosomen fusionierten raue Mikrosomen kaum mit dem planaren Bilayer. Es
ist davon auszugehen, dass der Leckstrom im Ribosom-Translokon-Komplex entweder
zu gering ist um die osmotische Fusion der rauen Mikrosomen mit dem planaren Bilayer
zu vermitteln, oder dass der Ribosomen-assoziierte Kanal keinen Leckleitwert aufweist.
In Ubereinstimmung damit haben Crowley et al. (1994) und Hamman et al. (1997) aus
Quenching-Experimenten mit fluoreszenzmarkierten naszierenden Polypeptidketten und

Iodionen geschlossen, dass der Ribosom-Translokon-Komplex impermeabel fiir lonen ist.

In den letzten Jahren ist ein Modell fiir das Gating des SecY-Kanals entwickelt worden.
Die Kristallstrukturen des SecYER-Komplexes aus Methanococcus jannaschii (Van den
Berg et al., 2004), des SecYEG-Komplexes aus Thermotoga maritima (Zimmer et al.,
2008) sowie des SecYE-Komplexes aus Thermus thermophilus (Tsukazaki et al., 2008)
zeigen libereinstimmend, dass die kurze Transmembranhelix 2a des SecY in das periplas-
maseitige Vestibiil des Kanals hineinragt. Es wurde postuliert, dass diese Plug-Doméne
in einer Konformationsveranderung nach aufen schwingt, dadurch das Vestibiil frei-
gibt und so das Gating des Kanals vermittelt wird. Biochemische Ergebnisse (Tam et
al., 2005) und Molecular dynamics Simulationen (Gumbart und Schulten, 2006; Tian
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und Andricioaei, 2006) haben die Konformationsdnderung der Plug-Doméne bestétigt.
Elektrophysiologische Studien haben ergeben, dass SecYEG aus FE. coli nur aus Plug-
Deletions-Mutanten oder mit iiber prl-Mutationen oder Disulfid-Crosslinking im Of-
fenzustand fixierter Plug-Doméne eine lonenkanalaktivitit zeigt (Saparov et al., 2007).
Strukturelle Untersuchungen von SecY Plug-Deletions-Mutanten legen ebenfalls nahe,
dass die Plug-Doméne fiir die Aufrechterhaltung der Membran-Barriere von entschei-
dender Bedeutung ist (Li et al., 2007). Im Gegensatz dazu schlagen Junne et al. (2006)
nach Experimenten mit Sec61-Mutanten vor, dass die Plug-Doméne keinen Einfluss
auf die Membran-Barriere in Hefe hat. Des Weiteren wird der von einem Isoleucinring
gebildeten Restriktionszone des SecY-Kanals ebenfalls eine entscheidende Rolle fiir des-
sen lonenpermeabilitit zugeschrieben (Van den Berg et al., 2004; Haider et al., 2006;
Gumbart und Schulten, 2006; Gumbart und Schulten, 2008).

In vorangegangenen Studien am Sec61-Translokon aus C. familiaris wurden Leitwerte
von 220 pS und 550 pS fiir raue Mikrosomen bzw. 140 pS und 480 pS fiir den aufgereinig-
ten Sec61-Komplex in 250 mM KCI ermittelt (Wirth et al., 2003). Diese stimmen sowohl
im Hinblick auf die eigentlichen Werte, als auch im Bezug auf die Leitwertverteilung
im Héaufigkeitshistogramm gut mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit iiberein.
Weitere elektrophysiologische Untersuchungen haben sich mit den Eigenschaften des
Sec61-/SecY-Translokons beschéftigt. So wurden in Bilayer-Experimenten mit rauen Mi-
krosomen aus C. familiaris Leitwerte von 20, 55, 80 und 115 pS in 45 mM K-Glutamat
(Simon et al., 1989) und 220 pS in 50 mM KCI ermittelt (Simon und Blobel, 1991).
Weitere Studien mit rauen Mikrosomen aus Sus scrofa und ER-Mikrosomen aus CHO-
Zellen ergaben Leitwerte von 35 pS bis 110 pS in 100 mM NMG (N-Methyl-D-glucamin),
60 mM PIPES sowie von 260 pS bis 500 pS in 90 mM K-Glutamat, 10 mM KCI (Won-
derlin, 2009). Fiir Plasmamembran-Vesikel aus E. coli wurden Leitwerte von 115 pS in
45 mM K-Glutamat (Simon et al., 1989) und 220 pA in 50 mM KCI bestimmt (Simon
und Blobel, 1992). SecY-Mutanten aus E. coli, in denen die Plug-Doméne deletiert oder
in einem offenen Zustand fixiert wurde, zeigten Leitwerte von 202 pS und 944 pS in
150 mM KCI (Saparov et al., 2007). Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die
genannten Publikationen dem Sec61/SecY-Translokon eine Ionenkanalaktivitdt mit ei-
ner Vielzahl an unterschiedlichen Leitwerten zuschreiben. Die Ergebnisse sind jedoch
aufgrund der verschiedenen Elektrolytbedingungen (K-Glutamat, NMG oder KCl in va-
riierenden Konzentrationen), der verwendeten elektrophysiologischen Methoden (Patch-
Clamp- oder Bilayer-Technik, Bilayer mit oder ohne organischem Losungsmittel) sowie
der unterschiedlichen Probenpréaparationen (Mikrosomen/Membranvesikel, aufgereinig-
te, rekonstituiert Proteine und Riesenliposomen) und Auswertemethoden (Leitwert aus

absoluten Strémen oder aus Stromdifferenzen bei Schaltereignissen) nicht untereinander
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oder mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zu vergleichen.

4.3 Konzentrationsabhidngigkeit des Leitwertes

Die Leitwerte des Sec61-Kanals aus RM-Préaparationen zeigen eine Zunahme mit an-
steigender KCl-Elektrolytkonzentration (3.1.4). Fiir den grofien Leitwert kann dabei bis
zu einer KCIl-Aktivitdt von 1146 mM ein linearer Zusammenhang festgestellt werden.
Der zugehérige Leitwert wurde mit 4492 pS + 56 pS ermittelt. Dieses deutet auf einen
wassergefiillten Kanal mit grofem Porendurchmesser hin, den K*- und Cl~-Ionen bis zu
einer Elektrolytkonzentration von mindestens 2 M ungehindert permeieren konnen. Die
Daten fiir den kleinen Leitwert kdnnen mit einer Sattigungsfunktion angepasst werden,
es ergibt sich ein Séttigungsleitwert Gyrax von 720 pS + 49 pS. Der Unterschied in den
Werteverlaufen legt nahe, dass Stroménderungen im Bereich des kleinen Leitwertes im
Vergleich zum groften Leitwert durch einen Kanal mit deutlich kleinerer Porendimen-
sion hervorgerufen werden, anstatt auf einem teilweisen Schliefsen einer grofsen Pore
zu beruhen. Dieses lasst sich gut durch ein Multipore-Modell erklaren, bei dem zwei
Sec61-Komplexe sowohl jeweils einen niedrigen Sattigungsleitwert zeigen, als auch eine
konsolidierte Pore mit deutlich hherem Sattigungsleitwert konstituieren kénnen.

Computergestiitzte Simulationen der Ionenpermeation durch weite Kanéle wie OmpF
aus F. coli haben ergeben, dass sich die Ionen auf differenzierten Trajektorien durch
die wassergefiillte Pore bewegen (Schirmer und Phale, 1999; Im und Roux, 2002a; Im
und Roux, 2002b). Anionen und Kationen befinden sich dabei vor allem in der Restrik-
tionszone in rédumlicher Nahe zueinander, so dass es zur Ionenpaarbildung kommen
kann. Auch unter nicht-sittigenden Elektrolytbedingungen permeiert ein Teil der K-
und Cl~-Tonen den Kanal als Ionenpaar (Im und Roux, 2002b), eine Unabhéngigkeit der
Ionenpermeation liegt also auch fiir einen linearen Werteverlauf der Sattigungsfunktion
nicht vor. Mit steigender Ionenkonzentration sind die méglichen Wege durch die Pore
zunehmend mit Tonen besetzt, so dass es mehr und mehr zu elektrostatischer Abstofsung
zwischen gleichgeladenen Ionen kommt und letztendlich keine zusédtzliche Besetzung
der Trajektorien mehr moglich ist. Ist die Energiebarriere fiir die Besetzung weiterer,
energetisch ungiinstiger Bahnen im Kanal zu hoch, so kommt es zu einer Sattigung des

Leitwertes.

4.4 Umkehrpotenzial und Selektivitat

Das Umkehrpotenzial des Sec61-Kanals aus RM-Praparationen sowie aus Proteolipo-
somen mit aufgereinigtem Sec61-Komplex wurde aus unter asymmetrischen Elektrolyt-

bedingungen aufgenommenen Stromspuren und Spannungsrampen ermittelt. Aus den
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erhaltenen Werten wurde mit Hilfe der GHK-Spannungsgleichung die Selektivitiat des
Kanals als Verhaltnis der Permeabilititskoeffizienten der beteiligten Ionen bestimmt
(3.1.5). Die ermittelten Werte fiir die verwendeten Proben sind in Tabelle (4.1) zusam-

mengefasst.

Tabelle 4.1: Verhéltnis der Permeabilitatskoeflizienten fiir Anionen und Kationen fiir die
verschiedenen Proben des Sec61-Komplexes

A1 und As bezeichnen Haupt- und Unterleitwert bei der Auswertung iiber Einzelkanal-
schaltereignisse.

‘ Probe H Elektrolytbedingungen ‘ Pa/Pxk ‘

RM A, 250 mM KCI cis, 20 mM KCI trans 1,5

RM A, 250 mM KCI cis, 20 mM KCI trans 1,24

RM 250 mM KCl cis, 20 mM KCI trans 1,5
Sec61-Komplex 250 mM KCl cis, 20 mM KCI trans 1,6
RM A, 10,7 mM CaCly cis, 184 mM CaCl, trans 12,4

RM A, 10,7 mM CaCl, cis, 184 mM CaCl, trans 10

RM 184 mM CaCl; cis, 10,7 mM CaCl, trans 6,8
Sec61-Komplex || 184 mM CaCl, cis, 10,7 mM CaCl, trans 8,7
RM 176 mM MgCl, cis, 10,4 mM MgCl, trans 6,5

Alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben zeigen einen anionen-
selektiven Kanal. Dabei kénnen fiir Experimente mit KCl-Losungen Permeabilitétsver-
héltnisse zwischen P /Pi+=1,24 und P~ /Pr+=1,6 festgestellt werden. Sowohl bei
der Ermittlung des Umkehrpotenziales aus Einzelkanalschaltereignissen wie auch bei
der Datenerhebung mittels Strom-Spannungsrampen zeigt sich eine Abhéngigkeit der
Werte vom Offenzustand des Kanals. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnis-
sen einer fritheren Studie am Sec61-Komplex (Erdmann, 2004). In planar Bilayer- und
Patch-Clamp-Experimenten mit dem Metabolit-Transporter der dufteren Mitochondri-
enmembran VDAC aus Neurospora crassa wurde eine Abhéngigkeit der Selektivitét
vom Offenzustand mit anionen- und kationenselektiven Kanalkonformationen beobach-
tet (Hodge und Colombini, 1997; Pavlov et al., 2005). Die Proteintranslokase der inneren
Chloroplastenmembran Ticl110 aus Pisum sativum zeigt ebenfalls eine Verdnderung der
Selektivitdt mit dem Offenzustand des Kanals (Gotze, 2009).

Die Untersuchungen der Translokonpriaparationen in asymmetrischen CaCly-Elektroly-
ten haben im Vergleich zu den Experimenten mit KCI-Losungen eine deutliche Zunahme
der Anionenselektivitaten mit Werten zwischen Pry- /P 2+ =6,8 und Pry-/ P2+ =124
ergeben. Die Auswertung der Daten iiber Einzelkanalschaltereignisse zeigt dabei fiir

raue Mikrosomen hohere Selektivitdten als eine Bestimmung der Werte aus Strom-
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Spannungsrampen. Da bei letztgenannter Methode der absolute Strom betrachtet wird,
fliefst der fiir den Sec61-Komplex charakteristische Leckstrom hier mit in die Auswer-
tung ein (siche 2.3.13). Die Daten deuten darauf hin, dass die Selektivitdt des Sec61-
Komplexes durch den Leckstrom mafgeblich herabgesetzt wird.

Weitere Untersuchungen mit asymmetrischen MgCly-Losungen haben ein Verhéltnis
der Permeabilititskoeffizienten von P~ /Pyj2+=6,5 fiir die RM-Probe aus Strom-Span-
nungsrampen ergeben. Ein Vergleich mit dem entsprechenden Wert fiir CaCly (Pgy-/
P2+ = 6,8) zeigt, dass der Kanal nicht zwischen den bivalenten Kationen diskriminieren
kann.

Die Selektivitit eines weiten Ionenkanals wird mafgeblich durch elektrostatische Wech-
selwirkungen der permeierenden Ionen mit polaren oder geladenen Aminosédureresten
in der Porenregion bestimmt (Aguilella-Arzo et al., 2007). Dabei wird die Permeabilitét
fiir Kationen durch negative Ladungen in der Pore erh6ht und durch positive Ladungen
verringert. Versuche mit Mutanten von bakteriellen 3-Barrel Porinen mit bekannter 3D-
Struktur haben gezeigt, dass sich die Selektivitdt durch einen Austausch der geladenen
Aminoséuren in der Porenregion in der zu erwartenden Weise verdndern lasst (Phale
et al., 2001; Miedema et al., 2004). Die Nettopermeation von Anionen und Kationen
durch einen weiten Kanal wird letztlich durch die Anzahl der energetisch giinstigen Tra-
jektorien auf denen Anionen und Kationen eine Pore durchqueren kénnen sowie deren
Besetzungshaufigkeit festgelegt (Schirmer und Phale, 1999; Im und Roux, 2002a).

Es ergibt sich die Frage, wie das fiir den Durchmesser der Sec61-Pore relativ hohe Um-
kehrpotenzial in asymmetrischen CaCly- oder MgCl,-Elektrolytlosungen im Vergleich zu
KCl-Losungen verursacht wird. Nach Eisenman und Horn (1983) wird die Selektivitét ei-
nes single-file-lonenkanals von dem Energieaufwand fiir die Entfernung der Hydrathiille
eines beteiligten Ions und dem Energiegewinn aus dessen elektrostatischer Interaktion
mit geladenen Aminosédureresten in der Pore bestimmt. Die freiwerdenden Koordina-
tionsstellen des Ions werden dabei durch die geladenen Gruppen in der Pore ersetzt.
Computergestiitzte Simulationen haben gezeigt, dass K*- und Cl™-Ionen auch wahrend
der Permeation durch die Restriktionszone eines weiten Kanals wie OmpF einen Teil
der koordinierten Wassermolekiile verlieren (Im und Roux, 2002b). Auch fiir den Sec61-
Kanal wire demnach eine teilweise Dehydrierung der permeierenden Ionen denkbar. Die
Hydrationsenergie fiir Ca?*- und Mg?*-Ionen ist um ein Mehrfaches hoher als fiir K-
und Cl™-Tonen (Hille, 2001, Seite 329), so dass die Permeation von Ca?™ und Mg?**
durch den Sec61-Kanal energetisch deutlich ungiinstiger ist als die Permeation von K-
und CI™. Die beobachteten Selektivitdten lassen sich gut iiber die Energiedifferenzen
fiir die Dehydrierung der beteiligten Ionen erkléren.

Eine symmetrische Zugabe von CaCl, bis zu Konzentrationen von 90 mM zu asymmetri-
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schen KCl-Elektrolytlosungen verdndert das Umkehrpotenzial des Kanals nur minimal.
Dieses Ergebnis zeigt, dass die unterschiedlichen Umkehrpotenziale und Selektivitaten
des Sec61-Kanals in KCl- oder CaCly-Puffer nicht auf einer Ca?*-induzierten Konfor-
mationsverdnderung in einen Offenzustand mit generell héherer Kationenselektivitét
beruht. Aufterdem kann davon ausgegangen werden, dass nicht die Einbringung zusétz-
licher positiver Ladungen in Form von Ca?* oder Mg?" die Permeabilititen des Kanals
bestimmt, sondern die kanalintrinsische Ladungsverteilung ausschlaggebend fiir die Se-
lektivitaten fiir monovalente oder bivalente Kationen ist. Ob iiberdies auch ein in der
Porenregion befindliches Translokationssubstrat bei Messungen mit Sec61-Kanélen aus
RM-Préparationen einen Einfluss auf das Umkehrpotenzial hat, kann im Rahmen dieser

Arbeit nicht geklért werden.

Uber die physiologische Bedeutung der ermittelten Selektivititen kann nur spekuliert
werden. Die Konzentration freier Calciumionen im Cytosol der Zelle reguliert eine Viel-
zahl biochemischer und physiologischer Prozesse. Das ER-Lumen dient dabei als intra-
zellulérer Calciumspeicher, aus dem Ca?*-Tonen strikt reguliert freigesetzt werden (siehe
1.3). Uber der ER-Membran liegt im Ruhezustand ein Calcium-Gradient von 3-4 Gro-
fenordnungen (Yu und Hinkle, 2000; Smith et al., 2001; Alvarez und Montero, 2002), fiir
dessen Aufrechterhaltung Energie in Form von ATP bereitgestellt werden muss. Die Er-
gebnisse der Experimente unter asymmetrischen CaCly-Bedingungen zeigen, dass Ca?*-
Ionen die Sec61-Pore deutlich schlechter permeieren kénnen als Cl™-Ionen. Nach Alcaraz
et al. (2004) nimmt die Selektivitit einer weiten Pore mit abnehmender Elektrolytkon-
zentration zu, weil Ladungen in der Porenregion bei niedriger lonenstéarke der Pufferls-
sung weniger stark abgeschirmt und die effektiven Ladungen in der Pore dadurch erhoht
werden. Untersuchungen an chloroplasitddren PRAT-Proteinen haben diese Beobach-
tung bestétigt (Gotze, 2009). Fiir die in vivo vorliegenden Konzentrationsbedingungen
von [Ca®"]eye ~50 nM-100 nM (Yu und Hinkle, 2000; Smith et al., 2001) und [Ca?®* |
~500 1M (Yu und Hinkle, 2000; Alvarez und Montero, 2002) wére demnach eine deut-
lich hohere Selektivitit des Sec61-Kanals gegeniiber Calciumionen zu erwarten, als in
den elektrophysiologischen Experimenten beobachtet wurde. Es ist denkbar, dass die
Selektivitéitseigenschaften zur Limitierung des passiven Calcium-Ausstromes aus dem
ER-Lumen beitragen und somit sowohl fiir die Regulation der Ca?*-Freisetzung aus

dem ER-Lumen als auch fiir den Energichaushalt der Zelle von Bedeutung sind.

Da die tatséchlichen Ladungs- und Ionenverhéiltnisse an der ER-Membran aufgrund
der Vielzahl der vorhandenen Ionen und weiterer geladener Molekiile {iberaus komplex
sind, wird hier auf eine abschliefende Aussage iiber die physiologische Bedeutung der

Selektivitat des Sec61-Kanals in vivo verzichtet.
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4.5 Spannungsabhangige Offenwahrscheinlichkeit und voltage
gating

Sowohl fiir die RM-Probe als auch fiir den aufgereinigten Sec61-Komplex ergibt sich
aus Experimenten mit KCl-Elektrolyten eine maximale Offenwahrscheinlichkeit von
90 % bei einem Haltepotenzial von 0 mv, die symmetrisch fiir positive und negative
Spannungen auf 40-50 % bei +50 mV abnimmt. Diese Ergebnisse stimmen mit denen
aus anderen Studien am Sec61-Komplex tiberein (Wirth et al., 2003; Wonderlin, 2009).
Unter Verwendung von CaCl,-Losungen zeigen sich unterschiedliche Werteverlaufe fiir
beide Proben. Hier kann fiir raue Mikrosomen eine Verringerung der maximalen Of-
fenwahrscheinlichkeit um 20-30 % im Vergleich zu den Experimenten mit KCIl-Puffer
beobachtet werden. Des Weiteren nehmen die Offenwahrscheinlichkeiten fiir ansteigen-
de Klemmspannnungen weniger stark ab als unter KCl-Bedingungen beobachtet, so
dass auch eine verringerte Spannungssensitivitit im Gating des Kanals auftritt. Im Ge-
gensatz dazu sind fiir den aufgereinigten Sec61-Komplex nahezu identische Offenwahr-
scheinlichkeiten in KCl- und CaCl,y-Losungen zu beobachten. Die Calcium-abhéngige
Veranderung des voltage gatings wird somit vermutlich von einer peripheren Translo-
konkomponente vermittelt. Ein moglicher Kandidat dafiir ist Sec62, fiir das computer-
gestiitzte Analysen (www.bioinformatics.org/calpred /index.html) ein charakteristisches
Ca*"-Bindemotiv (EF-Hand-Motiv) vorhersagen.

In Experimenten mit MgCly-Elektrolytlosungen kann keine Herabsetzung der Offen-
wahrscheinlichkeit des RM-Kanals im Vergleich zu Experimenten mit KCl-Losungen
beobachtet werden, so dass eine Calcium-spezifische Reduzierung der Offenwahrschein-
lichkeit postuliert werden muss. Es ergibt sich die Frage, ob dieser Effekt physiologisch
von Bedeutung ist. In wvivo liegen die maximalen intrazelluldren Konzentrationen an
freiem Ca?" deutlich unter 1 mM, wihrend die Konzentrationen an K* (140 mM),
Na® (=12 mM), und Cl~ (=4 mM) (Lodish et al., 2004) wesentlich hoher sind. Expe-
rimente mit RM-Préparationen unter symmetrischen Bedingungen von 100 mM KCI,
13 mM CacCl, haben keine reduzierte Offenwahrscheinlichkeit gezeigt (vergl. Abbildung
3.12 ¢). Diese Elektrolytbedingungen kommen den tatsichlichen Tonenkonzentrationen
in vivo ndher als die im Ubrigen verwendeten CaCly-Losungen. Entsprechend ist mit
den vorliegenden Daten keine abschlieffende Aussage zur physiologischen Relevanz der

Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit mdoglich.

4.6 Interaktion mit Lanthan- und Aluminiumionen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Lanthan- und Aluminiumio-

nen auf die elektrophysiologischen Eigenschaften des Translokon-Kanals untersucht. Es
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hat sich gezeigt, dass Schaltereignisse die dem grofsen Leitwert zuzuordnen sind beim
aufgereinigten Sec61-Komplex in Anwesenheit von 1 mM LaCl; inhibiert werden. In Ex-
perimenten unter asymmetrischen KCl-Elektrolytbedingungen ist fiir alle untersuchten
Proben des Sec61-Kanals nach symmetrischer Zugabe von 1 mM LaCl; eine drastische
Zunahme der Anionenselektivitdt zu beobachten. Das Verhéltnis der Permeabilititsko-
effizienten kann fiir RM-Préparationen aus Stromspuren mit P~ /Pg+=10,4 bestimmt
werden, aus Strom-Spannungsrampen ergibt sich ein Wert von P - /Pr+=8,2 fiir den
aufgereinigten Sec61-Komplex. Des Weiteren ist nach Zugabe von 1 mM LaCls zu sym-
metrischen KCIl-Losungen ein Verlust des wvoltage gatings zu beobachten, sowohl der
Kanal aus RM-Praparationen als auch der aufgereinigte Sec61-Komplex zeigt fiir alle
untersuchten Klemmspannungen Offenwahrscheinlichkeiten zwischen 80 % und 100 %.
Dieser Effekt ist nicht seitenspezifisch und bei Zugabe von La** auf nur eine Seite des
Bilayers abhéngig von dessen Polarisation. Aufserdem hat sich gezeigt, dass AlCl3 einen
vergleichbaren Einfluss auf das spannungsabhéngige Schaltverhalten des Komplexes hat.
Lanthanionen sind hochaffine Effektoren fiir Calciumkanéle und blockieren deren Ionen-
permeabilitét effizient (Hille, 2001, Seite 123). Die trivalenten Kationen der Elementfa-
milie der Lanthanoide gleichen in ihren chemischen Eigenschaften, ihrer Koordinations-
zahl und ihrem Atomradius dem Calcium und interagieren entsprechend mit Calcium-
Bindestellen in Proteinen (Nieboer, 1975). Dabei ist der Block der lonenpermeation
im Fall von Calciumkanélen sowohl auf eine sterische als auch auf eine elektrostatische
Behinderung der Ca?*-Tonen zuriickzufithren (Lansman, 1990). Auch Aluminiumionen
sind als nichtselektive Effektoren von Calciumkanélen beschrieben worden (Platt und
Busselberg, 1994).

Alcaraz et al. (2009) haben beobachtet, dass das bakterielle Porin OmpF in KCI-Elek-
trolyten eine Kationenselektivitét, in CaCly-Losungen jedoch eine Préferenz fiir Anionen
zeigt. Diese Verdnderung wurde mit einer Bindung von Ca?*-Ionen in der Pore erklirt,
die die negativen kanalintrinsischen Ladungen iiberkompensieren, was entsprechend zu
einer Inversion der Selektivitidtseigenschaften fiihrt.

Die beobachtete Zunahme in der Selektivitit des Sec61-Kanals nach Zugabe von La3*t
kann mit einem &hnlichen Mechanismus erklért werden. Unter asymmetrischen KCl-
Elektrolytbedingungen ist die Sec61-Pore leicht anionenselektiv, was auf eine geringe
positive Nettolandung der Porenregion hindeutet. Bindet La®* als trivalentes Kation
an negative Ladungen in der Restriktionszone oder in den Vestibiilen, so fithrt dieses
zu einer erhohten positiven Nettoladung der Porenregion und die Anionenselektivitét
nimmt zu.

Spannungsabhingiges Schaltverhalten eines Ionenkanals wird zumeist iiber geladene

oder polare Gruppen (gating charges) in der Pore vermittelt, die sich in Abhéngigkeit
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vom elektrischen Feld in der Membranebene bewegen und so die stabilen Konformatio-
nen des Kanals bestimmen (Hille, 2001, Seite 56ff., 603ff.). Der beobachtete Verlust des
spannungsabhéngigen Schlieffens des Sec61-Kanals in Anwesenheit von LaClz und AlCl3
legt nahe, dass es nach Zugabe der trivalenten Kationen zu einer Abschirmung der ga-
ting charges in der Sec61-Pore kommt. Da dieser Effekt bei ausschliefslicher Zugabe von
La’t bzw. AI’" in eine der beiden Messkammern nur auftrat, wenn das Ion aufgrund
seiner Ladung bei der angelegten Klemmspannung in die Pore getrieben wurde, handelt

es sich um eine elektrophoretische Interaktion der Kationen mit dem Kanal.

4.7 Abschatzung des Porendurchmessers aus den Leitwerten

Der Porendurchmesser des Sec61-Kanals wurde nach Hille (2001) aus den ermittelten
Leitwerten abgeschétzt. Diese Methode kann nur als grobe Naherung gesehen werden,
da das zugrundeliegende Modell von einem idealisiert zylinderféormigen Kanal ausgeht,
durch den die Ionen unabhéngig voneinander und ohne Wechselwirkung mit instrinsi-
schen geladenen oder polaren Gruppen permeieren.

Es hat sich gezeigt, dass der spezifische Widerstand einer Elektrolytlosung in einer Pore
deutlich vom spezifischen Widerstand der umgebenden Losung abweicht. Diesbeziiglich
haben Smart et al. (1997) aus Vergleichen von experimentell ermittelten Leitwertdaten
mit Kristallstrukturen von bekannten Kanélen einen Korrekturfaktor von 5 abgeleitet.
Eine hochaufgeloste Struktur des Sec61-Komplexes konnte bisher nicht aufgeklart wer-
den. Legt man die Kristallstruktur des Sec61-homologen SecY-Komplexes aus M. jan-
naschit zugrunde, so ist von einer kurzen Restriktionszone im Sec61-Kanal auszugehen
(Van den Berg et al., 2004). Menetret et al. (2008) haben gezeigt, dass die SecYEf-
Kristallstruktur ohne grofe Verédnderungen in die mittels Cryo-Elektronenmikroskopie
gewonnene Elektronendichtekarte des Sec61-Komplexes aus C. familiaris eingepasst wer-
den kann. Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis darauf, dass der Sec61- und der SecY-
Komplex eine ibereinstimmende 3-D-Struktur aufweisen kénnten. Ausgehend von einer
Linge der Restriktionszone von 5-10 A ergeben sich Anderungen im Porendurchmesser
von 5-7 A fiir den Hauptleitwert und von 12-14 A fiir den Unterleitwert des Sec61-Kanals
aus RM-Préparationen (3.1.9). Der maximale Porendurchmesser liegt im Bereich von
30-34 A. Diese Werte stimmen gut mit Abschitzungen des Porendurchmessers aus den
Leitwerten des Sec61-Kanals in fritheren Studien iiberein (Wirth, 2003; Erdmann, 2004).
Saparov et al. (2007) haben aus elektrophysiologischen Experimenten mit dem {iber
Disulfidbriicken im Offenzustand fixierten SecY-Komplex aus E. colt Durchmesser von
7,4 A und 14,6 A fiir Leitwerte von 202 pS und 940 pS in 150 mM KCl bei einer Lange der

Restriktionszone von 30 A approximiert. Unter Beriicksichtigung des Korrekturfaktors
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nach Smart et al. (1997) erhchen sich diese Werte auf 17 A und 44 A. Ausgehend
von einem einheitlichen Modell ergeben die Abschiatzungen der Kanaldurchmesser des
Sec61-Komplexes aus C. familiaris und des SecY-Komplexes aus E. coli nach Hille somit
vergleichbare Werte.

Eine weitere elektrophysiologische Untersuchung der Porengrofse des Sec61-Kanals mit-
tels Polymerausschlussmethode hat Porendurchmesser von 26 A fiir den kleinen und von
60 A fiir den groken Leitwert ergeben (Wirth et al., 2003), aus Fluoreszenz-Quenching-
Experimenten mit NAD' und Antikorper Fab-Fragmenten wurde ein maximaler Durch-
messer von 40-60 A abgeleitet (Hamman et al., 1997). Im Gegensatz dazu weisen die
Kristallstrukturen des inaktiven, geschlossenen SecYE-Komplexes aus Methanococcus
jannaschii (Van den Berg et al., 2004) und des SecYE-Komplexes aus Thermus thermo-
philus (Tsukazaki et al., 2008) Durchmesser von 5-8 A bzw. 5-10 A auf. Aus der Kris-
tallstruktur des SecYEG-Komplexes aus Thermotoga maritima (Zimmer et al., 2008)
kann ein Durchmesser 7-12 A ermittelt werden. Molecular dynamics Simulationen der
Translokation von Modellsubstraten durch den SecYE(-Kanal deuten auf maximale Po-
rendurchmesser von 7-12 A und 6-10,5 A (Gumbart und Schulten, 2006) sowie 16 A
(Tian und Andricioaei, 2006) hin.

Im Vergleich zeigt sich, dass die im Rahmen der vorliegenden Arbeit sowie auch die
von Wirth (2003) und Hamman et al. (1997) ermittelten Porendurchmesser nicht mit
den Kristallstrukturen des SecYER- bzw. SecYEG-/SecYE-Monomers konsistent sind.
Stattdessen ist ein Kanal mit den entsprechenden Porendimensionen im aktiven Sec61-
Translokon gut iiber eine Oligomerisierung nach dem front-to-front-Modell von Mitra
et al. (2005) und Mitra und Frank (2006) zu erkldren, nachdem zwei Sec61-Komplexe

eine konsolidierte Pore bilden.

4.8 Regulation des Sec61-Komplexes durch Calmodulin

Fiir eine Vielzahl von Ionenkanilen ist eine Calcium-abhéngige, Calmodulin-vermittelte
Regulation bekannt (siehe 1.4). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
ob auch das Sec61-Translokon mit Calmodulin interagiert und wie sich seine elektrophy-
siologischen Eigenschaften in Anwesenheit von Ca?*-Calmodulin oder Calcium-freiem
ApoCalmodulin veréandern.

Coflotationsexperimente mit Proteoliposomen mit aufgereinigtem, rekonstituierten Sec61-
Komplex und Rhodamin-6G-markiertem Calmodulin zeigen sowohl in Anwesenheit wie
auch in Abwesenheit freier Ca?"-Ionen eine Colokalisation von CaM mit der Sec61c-
Untereinheit (3.1.10.1). In Kontrollexperimenten mit Proteoliposomen mit dem aufge-

reinigten, rekonstituierten SecYEG-Komplex aus F. coli, dem aufgereinigten, rekonsti-

91



4 Diskussion

tuierten Tom 40 aus S. cerevisiae und Protein-freien Liposomen kann hingegen keine
Flotation von Calmodulin beobachtet werden. Die Ergebnisse zeigen, dass Calmodulin
spezifisch mit der «, (3- oder y-Untereinheit des Sec61 interagiert und das die Bindestel-
le von cytosolischer oder luminaler Seite zugénglich sein muss. Des Weiteren assoziiert
Calmodulin in diesen Experimenten nicht nur in Anwesenheit von freiem Ca?*, sondern
ebenfalls als Calcium-freies ApoCalmodulin mit dem Sec61-Komplex. Diese Beobach-
tung steht im Widerspruch zu den Ergebnissen der elektrophysiologischen Versuche
und FCS-Experimente, die eine strikt Calcium-abhéngige Interaktion von CaM mit
dem Sec61-Komplex bzw. dem isolierten Sec61xIQ-Peptid zeigen. Ein moglicher Erkla-
rungsansatz ist, dass CaM auch an eine Bindestelle fiir ER-luminale EF-Hand-Proteine
am Sec61-Komplex binden kann. Computergestiitzte Analysen haben in diesem Zu-
sammenhang eine luminale CaM-Bindestelle auf der Sec61x-Untereinheit vorhergesagt
(3.1.10.3). Biochemische Untersuchungen haben ergeben, dass die luminalen EF-Hand-
Proteine Reticulocalbin und Calumenin iiber Sec63 mit dem Translokon interagieren
(Tyedmers et al., 2005).

In Stromspuren aus Einzelkanalexperimenten lédsst sich beobachten, dass der Sec61-
Kanal aus RM-Préparationen in Anwesenheit freier Calciumionen nach symmetrischer
Zugabe von 500 nM CaM fast vollstdndig schlieft (3.1.10.2). Der fiir alle im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben charakteristische Leckstrom tritt nach
Calmodulin-Zugabe nicht mehr auf. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der ent-
sprechende Ionenfluss iiber einen Effektor-induzierbaren Gating-Mechanismus reguliert
werden kann. Ob die verbleibende Kanalaktivitit in Anwesenheit von Ca?t-CaM ei-
nem Schalten im Leckleitwert oder im Hauptleitwert zuzuordnen ist, kann jedoch nicht
zweifelsfrei geklirt werden. Wird freies Ca?* in der verwendeten KCl-Elektrolytlésung
mit Hilfe von EGTA chelatiert, so ist keine Verdnderung im Offenzustand des Kanals
nach CaM-Zugabe zu beobachten. Der Calmodulin-Effekt zeigt sich damit als strikt
Calcium-abhéngig.

In Anwesenheit freien Calciums kann eine deutliche Abnahme der Offenwahrscheinlich-
keit des Sec61-Kanals aus rauen Mikrosomen nach CaM-Zugabe festgestellt werden.
In Abwesenheit von Ca?*-Ionen tritt keine Verinderungen nach CaM-Zugabe auf. Des
Weiteren ist in Kontrollexperimenten mit Strom-Spannungsrampen in Anwesenheit von
Calmodulin ein Schliefen des Kanals erst nach Zugabe freier Ca?*-Ionen zu beobach-
ten. Diese Ergebnisse bestéatigen, dass nicht nur die Bindung von Calmodulin an das
Translokon, sondern auch die Bindung von Ca?* an CaM und damit dessen Aktivierung
essenziell fiir die Regulation des Offenzustandes und der Ionenleitfidhigkeit des Kanals
ist.

Untersuchungen mit Strom-Spannungsrampen zeigen, dass 150-200 nM CaM ausreichen,
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um das Schlieffen des Kanals aus RM-Préaparationen zu induzieren. Somit bindet CaM
mit hoher Affinitdt an die Bindungsstelle im Translokon-Komplex. Auferdem wirkt
Calmodulin auch auf den aufgereinigten Sec61-Komplex, der beobachtete Effekt stimmt
mit dem aus Messungen mit rauen Mikrosomen iiberein. Dieses Ergebnis ist mit den Be-
obachtungen der Coflotationsexperimente konsistent, die CaM-Bindestelle ist demnach

auf der o-, 3- oder y-Untereinheit des Sec61 lokalisiert.

Mit Hilfe computergestiitzter Methoden wurde ein IQ-Motiv als putative Calmodulin-
Bindestelle im cytosolischen N-Terminus der Sec61a-Untereinheit identifiziert (3.1.10.3).
Der entsprechende Sequenzabschnitt wurde synthetisiert, fluoreszenzmarkiert und die
Interaktion mit Calmodulin mittels Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie untersucht
(3.1.10.4). In Anwesenheit freier Ca*"-Ionen kann eine Bindung von CaM und GST-
CaM an das Sec61alQ-Peptid beobachtet werden. Die Dissoziationskonstanten liegen
bei 130 nM und 119 nM. Wird Calcium im verwendeten Puffer mit Hilfe von EGTA
chelatiert, so findet eine Bindung von CaM und GST-CaM an das Sec61xlIQ-Peptid
erst bei deutlich hoheren Konzentrationen statt. Die FCS-Experimente zeigen, dass das
Sec61alQ-Motiv eine Calcium-abhingige Bindung von Calmodulin an das Translokon
vermittelt. Die Affinitdten liegen dabei im Bereich der fiir ein Schlieffen eines einzelnen
Sec61-Kanals im elektrophysiologischen Experiment notwendigen CaM-Konzentration.
Des Weiteren zeigen die FCS-Experimente in Ubereinstimmung mit den elektrophysio-
logischen Ergebnissen, dass nur Ca?t-CaM, nicht aber Ca?*-freies ApoCaM auf das

Translokon wirkt und dabei am Sec61xpy-Komplex angreift.

IQ-Motive vermitteln im Allgemeinen eine Calcium-unabhéngige Bindung von Calmodu-
lin an das Zielprotein (Rhoads und Friedberg, 1997; Biahler und Rhoads, 2002; Yamniuk
und Vogel, 2004), wahrend fiir eine Calcium-abhéngige Interaktion mit CaM unter an-
derem das 1-8-14-, 1-5-8-14- und das 1-5-10-Motiv als Konsensussequenzen beschrieben
wurden (Rhoads und Friedberg, 1997; Yamniuk und Vogel, 2004). Es stellt sich die Frage,
warum das Sec61axIQ-Motiv eine Ca?*-abhiingige Bindung von CaM zeigt. Das Peptid
kann aufgrund seiner Aminosduresequenz nicht nur dem 1Q-Konsensusmotiv von Myo-
sinV, Neurograngin und Neuromodulin, sondern ebenfalls dem 1-8-14-Motiv zugeordnet
werden (Rhoads und Friedberg, 1997, siche 3.1.10.3). Die beobachtete Ca?*-abhiingige
Bindung von CaM stimmt mit den Ergebnissen aus Untersuchungen an anderen Pro-
teinen iiberein, deren IQ-Motive die Charakteristika des 1-5-8-14-Motives tragen. So
wurde fir Nina-C-Myosin aus Drosophila melanogaster (Porter et al., 1995) und den
RasGRF-1 Austauschfaktor (Farnsworth et al., 1995) ebenfalls eine Calcium-abhéngige
Bindung von CaM an das jeweilige IQ-Motiv gezeigt. Typ M K*-Kanéle tragen ein
IQ-Motiv, das auch dem 1-5-10-Motiv zugeordnet werden kann und das ebenfalls eine

Calcium-abhéngige Bindung von Calmodulin vermittelt (Gamper und Shapiro, 2003).
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Es wird angenommen, dass der Translokonkanal wéahrend der cotranslationalen Translo-
kation impermeabel fiir Ionen ist (Simon und Blobel, 1991; Crowley et al., 1994; Ham-
man et al., 1997; Roy und Wonderlin, 2003; Wirth et al., 2003). In Ubereinstimmung
mit diesen Ergebnissen konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine Aktivierung des
Sec61-Kanals durch Ribosomen-Depletion gezeigt werden (3.1.1). Wird die naszierende
Polypeptidkette durch Behandlung mit Puromycin oder Pactamycin entfernt, so ist fiir
den Ribosom-Translokon-Komplex eine Permeation kleiner Molekiile und Ionen zu be-
obachten (Simon und Blobel, 1991; Heritage und Wonderlin, 2001; Lomax et al., 2002;
Roy und Wonderlin, 2003; Van Coppenolle et al., 2004; Flourakis et al., 2006; Lizak et
al., 2006; Giunti et al., 2007; Ong et al., 2007; Amer et al., 2009). Mehrere Studien legen
nahe, dass Ribosomen auch nach nativer Beendigung der Translokation teilweise in einer
stabilen Assoziation mit dem Translokon verbleiben (Borgese et al., 1973; Seiser und
Nicchitta, 2000; Potter und Nicchitta, 2002; Schaletzky und Rapoport, 2006). Neben der
vorliegenden Arbeit haben weitere elektrophysiologische Untersuchungen ebenfalls hohe
Tonenleitfihigkeiten fiir den Ribosomen-depletierten Sec61-Komplex gezeigt (Wirth et
al., 2003; Wonderlin, 2009). Verschiedene Autoren haben vorgeschlagen, dass das ER-
luminale Chaperon BiP die wassergefiillte Pore des Sec61-Kanals verschlieft (Hamman
et al., 1998; Haigh und Johnson, 2002; Wirth et al., 2003; Alder et al., 2005), wahrend
Untersuchungen am intakten ER und damit in Anwesenheit von BiP eine Permeation
kleiner Molekiile und Ca?"-Ionen durch den Sec61-Kanal gezeigt haben (Heritage und
Wonderlin, 2001; Lomax et al., 2002; Roy und Wonderlin, 2003; Van Coppenolle et al.,
2004; Flourakis et al., 2006; Ong et al., 2007). Ein stimmiges Bild der Regulation des
Translokon-vermittelten basalen Calcium-Leckstromes aus dem ER ergibt sich somit
bisher nicht.

Unter Einbezichung der beobachteten Regulation des Sec61-Komplexes durch Calmodu-
lin stellt sich die Frage, warum in den Experimenten am intakten ER ein Translokon-
vermittelter Ca?"-Ausstrom beobachtet werden konnte. Bei Lomax et al. (2002) wurden
die verwendeten Pankreas-Zellen aus Mus musculus perfundiert und die Konzentration
an cytosolischem Ca?t mit 10 mM BAPTA auf 90 nM eingestellt, bei Van Coppenolle
et al. (2004) und Flourakis et al. (2006) wurden LNCaP-Zellen mit Digitonin permea-
bilisiert, kontinuierlich perfundiert und die Konzentration an cytosolischem Ca?* mit
EGTA auf 170 nM eingestellt. Es liegt nahe, dass durch die Perfusion der Zellen ein
Grofteil des cytosolischen Calmodulins entfernt wurde. Freies Ca?* wurde zudem nicht
nur durch BAPTA oder EGTA, sondern auch durch die verwendeten Ca?*-sensitiven
Farbstoffe chelatiert. Es ist davon auszugehen, dass die Konzentrationen an cytosoli-
schem Ca?* deutlich unter den Affinititen der N- und C-terminalen Doméne von CaM
fiir Ca®T-Tonen lagen (Kp ~2 uM bzw. 0,2 nM, Potter et al., 1983; Ogawa und Tanoku-
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4.8 Regulation des Sec61-Komplexes durch Calmodulin

ra, 1984). Somit wurden die Bedingungen in den genannten Experimenten so gewéhlt,
dass das cytosolische Calmodulin als Calcium-freies ApoCalmodulin vorlag. Nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit war die CaM-Regulation des Sec61-Kanals damit

nicht wirksam.

Physiologische Bedeutung der Regulation des Sec61-Komplexes durch CaM
Die kontrollierte Freisetzung von Ca?*-Ionen aus dem ER in das Cytosol der Zelle regu-
liert eine Vielzahl physiologischer und biochemischer Prozesse wie Muskelkontraktion,
Exocytose und Apoptose (Berridge et al., 2000). Der Kontrollmechanismus fiir diesen
Vorgang wird als Ca®"-induced Ca**-release (CICR) bezeichnet. Dabei werden Inositol-
1,4,5-Trisphosphat- und Ryanodin-Rezeptoren (IP3-R/RyR) in der ER-Membran durch
Calcium aktiviert. Beide Kanéle vermitteln darauthin eine zusétzliche Freisetzung von
Ca*™ aus dem ER. Die so entstehenden lokal erhohten Ca?"-Konzentrationen (Calcium-
Puffs oder -Sparks) an der ER-Membran kénnen ortlich abgegrenzt biochemische Vor-
ginge regulieren sowie weitere IP3-R und RyR aktivieren und damit zellweite Ca?*-
Signale auslosen (Berridge et al., 2003; Berridge, 2006). Ein unkontrollierter Calcium-
Leckstrom durch den weiten Sec61-Kanal wiirde die zeitlich und rdumlich strikt koordi-
nierte Konzentration freier Ca?*-Ionen auf der cytosolischen Seite der ER-Membran in
erheblichem Mafe storen. Elektrophysiologische Untersuchungen haben ergeben, dass
Ca?*-Konzentrationen <1 pM fiir die Aktivierung des IP3-R (Boehning et al., 2001; Fos-
kett et al., 2007) sowie von 1-10 pM fiir die Aktivierung des RyR (Xu et al., 1996) aus-
reichend sind. Es wird davon ausgegangen, dass der von einem einzelnen IP3-Rezeptor
vermittelte Ca?T-Strom weitere IP3-R oder RyR aktivieren und so einen saltatorischen
Mechanismus auslosen kann (Berridge, 2006; Foskett et al., 2007). Es ist anzunehmen,
dass ein unkontrollierter Calcium-Leckstrom durch den weiten Sec61-Kanal bei hin-
reichender raumlicher Néhe ebenfalls IP3- bzw. Ryanodin-Rezeptoren aktivieren und
damit die Calcium-induzierte Calcium-Freisetzung auslosen konnte.

Uber der Membran des ER besteht im Ruhezustand der Zelle ein Calcium-Gradient
von 3-4 Grofenordnungen (Yu und Hinkle, 2000; Smith et al., 2001; Alvarez und Monte-
ro, 2002). Calcium-Leckstrome werden iiber einen aktiven Uptake-Mechanismus durch
SERCA-ATPasen kompensiert. Dabei wird fiir zwei transportierte Ca?T-Ionen ein ATP
hydrolysiert (Wuytack et al., 2002). Es ist somit nicht nur fiir die Kontrolle der Calcium-
Homeostase an der ER-Membran, sondern auch fiir die Effizienz des cytosolischen Ener-
giemetabolismus unabdingbar, einen Ca?*-Leckstrom durch den Sec61-Kanal zu regu-
lieren.

Fiir verschiedene Ionenkanile wurde eine Ca?"-abhiingige, negative Feedback-Regulati-

on iiber Calmodulin gezeigt, die allgemein als calcium-dependent inactivation (CDI) be-
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4 Diskussion

zeichnet wird. So fiihrt ein Einstrom von Ca?*-Ionen durch neuronale NMDA-Rezeptoren
zu einer Bindung von CaM an die cytosolischen C-Termini der NR1-Untereinheiten, was
eine reversible Dimerisierung und ein Schliefen des Kanals zur Folge hat (Wang et al.,
2008). Elektrophysiologische Untersuchungen haben gezeigt, dass sich dabei die Leit-
werte des Kanals kaum verdndern, die Offenwahrscheinlichkeit aber deutlich reduziert
wird (Rycroft und Gibb, 2004). Bei Ca,1 und Ca,2 Ca?"-Kanéilen wird eine calcium-
abhéngige Inaktivierung tiber eine permanente Interaktion von CaM/ApoCaM mit ei-
nem [Q-Motiv am cytosolischen C-Terminus der o;c-Untereinheit reguliert. Die Bin-
dung von Ca?' an die EF-Hand-Motive EF; und EF, im N-Terminus oder EF; und
EF, im C-Terminus des CaM induziert dabei ein Schliefen des Kanals als Antwort auf
eine lokal erhohte Ca?*-Konzentration in unmittelbarer Nihe der Pore oder auf einen
zellweiten Anstieg des cytosolischen Calciumlevels (Dunlap, 2007; Dick et al., 2008; Ta-
dross et al., 2008). Auch fiir den TRPV6-Ca?"-Kanal ist eine CaM-vermittelte negative
Feedback-Regulation durch Ca?* gezeigt worden. Hier bindet Ca?*-CaM reversibel an
ein C-terminales 1-5-10-Motiv und fiihrt zu einer deutlichen Verringerung des elektro-
physiologisch messbaren Stromes (Derler et al., 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen einen CDI-Mechanismus fiir die Regula-
tion der Ionenkanalaktivitdt des Sec61-Komplexes nahe. Ob dieser in vivo durch die
Ca?*-Permeation durch den Kanal selber oder auch durch einen generellen Anstieg der
Calciumkonzentration an der ER-Membran induziert wird, kann mit den vorliegenden
Daten nicht geklart werden. Des Weiteren bleibt zu untersuchen, ob alle vier EF-Hand-
Motive des Calmodulins mit Ca?*-Ionen besetzt sein miissen, oder ob eine Sittigung der

N- oder C-terminalen Doméne ausreicht, um das Schliefsen des Kanals zu vermitteln.

4.9 Veranderungen durch Ribosomen

Zu Beginn der cotranslationalen Translokation werden Ribosomen mit naszierender Po-
lypeptidkette im Cytosol der Zelle SRP-vermittelt an die ER-Membran gefiihrt, wo
sie an das Translokon binden und im Folgenden die Vorstufenproteine direkt in den
wassergefiillten Sec61-Kanal synthetisieren (siche 1.2.2).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie sich die elektrophysiologi-
schen Eigenschaften des Sec61-Komplexes aus PKRM-Praparationen in Anwesenheit
von Ribosomen verdndern (3.1.11). Der Kanal zeigt nach Zugabe von Ribosomen ver-
mehrt Konformationsdnderungen im Bereich des grofen Leitwertes. Ein Vergleich der
Leitwerthistogramme verdeutlicht, dass sich die Maxima der Gaufkanpassungen fiir Haupt-
und Unterleitwert durch Ribosomenzugabe nicht signifikant verdndern.

Es ist bekannt, dass die Bindung des Ribosoms an das Translokon mafsgeblich vom
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Sec61-Komplex vermittelt wird (Kalies et al., 1994). Eine Proteolyse der cytosolischen
Loops L6 und L8 der Sec61a-Untereinheit inhibiert die Interaktion (Raden et al., 2000),
deren Affinitdt von der Aminosdureabfolge im Loop L8 bestimmt wird (Cheng et al.,
2005). Die entsprechenden Dissoziationskonstanten wurden mit 18 nM fiir die Interak-
tion von Ribosomen mit PKRM-Préparationen aus C. familiaris (Raden et al., 2000)
und 4-14 nM fiir die Bindung an den Sec61-Komplex aus C. familiaris und den Sec61p-
sowie den homologen Sshlp-Komplex aus S. cerevisiae (Prinz et al., 2000a) ermittelt.
Im Rahmen dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass bereits eine Ribosomenkonzentration
von 7,5 nM beidseitig der Membran zu Verdanderungen in den elektrophysiologischen Ei-
genschaften des PKRM-Kanals fiihrt. Dieser Wert deutet auf eine hochaffine Interaktion

hin und liegt im Bereich der publizierten Dissoziationskonstanten.

Wonderlin (2009) hat in Patch-Clamp-Experimenten mit ER-Mikrosomen aus dem Pan-
kreas von Sus scrofa und aus CHO-Zellen beobachtet, dass nach Zugabe der aufge-
reinigten ribosomalen 60S-Untereinheit die Spannungsabhéngigkeit im wvoltage gating
des Sec61-Kanals verringert und die Offenwahrscheinlichkeit bei Membranpotenzialen
iiber £10 mV erhoht war. Auferdem konnte eine Zunahme des absoluten Leitwertes
festgestellt werden wéahrend der Einzelkanalleitwert sich nicht mafsgeblich verédnderte.
Es wurde geschlussfolgert, dass es in Anwesenheit der 60S-Untereinheit zu einer Ak-
tivierung weiterer Sec61-Kanéle im Translokon-Komplex kommt. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sind mit denen von Wonderlin (2009) iiberwiegend nicht konsistent.
So kann nach Zugabe von Ribosomen weder eine Verdnderung der spannungsabhéngi-
gen Offenwahrscheinlichkeit noch eine Zunahme des Gesamtstromes beobachtet werden.
Eine Ribosomen-vermittelte Induzierung weiterer Sec61-Kanéle im Translokon ist damit

nicht zu bestétigen.

Crowley et al. (1994) und Hamman et al. (1997) haben aus Quenching-Experimenten mit
fluoreszenzmarkierten naszierenden Polypeptidketten und Iodionen geschlossen, dass die
Verbindung zwischen Ribosom und Translokationskanal nicht von Ionen passiert wer-
den kann. Im Gegensatz dazu zeigt die mittels Cryo-Elektronenmikroskopie gewonnene
Struktur des Ribosom-Translokon-Komplexes einen Abstand von ca. 15 A zwischen den
beiden Interaktionspartnern (Beckmann et al., 2001; Morgan et al., 2002). Auferdem ha-
ben verschiedene Studien belegt, das der Substrat-freie Ribosom-Translokon-Komplex
eine Permeation kleiner Molekiile und Ionen erlaubt (Simon und Blobel, 1991; Heritage
und Wonderlin, 2001; Lomax et al., 2002; Roy und Wonderlin, 2003; Van Coppenolle et
al., 2004; Flourakis et al., 2006; Lizak et al., 2006; Giunti et al., 2007; Ong et al., 2007;
Amer et al., 2009). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit dieser Beobach-
tung iiberein. Ein Schliefsen des Sec61-Kanals oder ein Riickgang des Gesamtstromes

tritt nach Ribosomen-Zugabe, auch in Ubereinstimmung mit Wonderlin (2009), nicht
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4 Diskussion

auf.

4.10 Elektrophysiologische Eigenschaften der rauen Mikrosomen
aus Canis familiaris und Saccharomyces cerevisiae im

Vergleich

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde neben dem Sec61-Kanal der RM-Prépara-
tionen aus C. familiaris auch die Kanalaktivitiat aus rauen Mikrosomen aus S. cerevisiae
in ihren grundsétzlichen elektrophysiologischen Eigenschaften charakterisiert.
Ubereinstimmend konnten beide Proben erst nach Mega 9-vermittelter Verinderung
der Lipidkomposition der Mikrosomenmembran und nachfolgender Depletion der Ri-
bosomen mit Puromycin, GTP und KCl mit dem planaren Bilayer fusioniert werden
(3.1.1; 3.2.1). Kontrollexperimente haben gezeigt, dass weder das fiir die Herstellung
des planaren Bilayers verwendete L-a-PC Typ IV-S noch das fiir die Modifikation der
Lipidzusammensetzung verwendete L-o-PC oder das dabei eingesetzte Mega 9 mit po-
renbildenden Proteinen kontaminiert waren. Des Weiteren fungiert Puromycin auch in
Anwesenheit von GTP nicht als Ionophor (3.1.1). Entsprechend kann die beobachtete
Kanalaktivitat in den Hefe-Mikrosomen einer cotranslationalen, Ribosomen-assoziierten
Translokonkonfiguration, dem Sec61p-, dem homologen Ssh1p- oder dem SEC’-Komplex
zugeordnet werden (siehe 1.2.2). Der posttranslationale SEC-Komplex war in den un-
tersuchten Proben nicht vorhanden oder lag ausschliefllich im geschlossenen Zustand
VOr.

Das Schaltverhalten der Kanalaktivitdt aus S. cerevisiae ist nicht von dem des Sec61-
Kanals aus C. familiaris zu unterscheiden. Beide zeigen eine Vielzahl an unterschied-
lichen Stromniveaus und eine hohe Variabilitdt der entsprechenden Schaltfrequenzen,
ein energetisch bevorzugter Hauptoffenzustand kann nicht identifiziert werden. Koope-
rative Schaltereignisse iiber alle Unterniveaus hinweg vom vollstandig geoffneten zum
geschlossenen Zustand sind hingegen hiufig zu beobachten. Ubereinstimmend lassen
sich die Leitwerte im jeweiligen Haufigkeitshistogramm in zwei Klassen einteilen. Die
Hauptleitwerte ergeben sich aus den Maxima der Gaufanpassungen mit 151 pS £+ 2 pS
(C. f.) und 209 pS £ 2 pS (S. ¢.), wihrend die Unterleitwerte bei 480 pS £+ 19 pS (C.
f.) und 596 pS £ 10 pS (S. ¢.) liegen (250 mM KCl, 10 mM Mops/Tris pH 7). Die
mittleren Leitwerte sind somit fiir den Kanal aus S. cerevisiae im Vergleich mit dem
Sec61-Komplex aus C. familiaris um 20-30 % erhoht. Weiterhin ist fiir beide Kanalak-
tivitdten ein Leckstrom charakteristisch, ein vollsténdiges Schliefsen der Kanéle bis auf
0 pA tritt nicht auf.

Aus den Leitwerten ergeben sich fiir die Abschéatzung des Porendurchmessers nach Hille
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leicht abweichende Werte. Geht man von einer kurzen Restriktionszone aus, so liegt die
Anderung im Porendurchmesser fiir den kleinen Leitwert bei 5 A bis 7 A (C. f) und
7 A bis 8 A (8. ¢.), wihrend sich fiir den groRen Leitwert Anderungen von 12 A bis
14 A (C. ) bzw. 14 A bis 17 A (8. ¢.) ergeben. Der maximale Porendurchmesser liegt
{ibereinstimmend im Bereich von 30 A bis 34 A.

Die Kanalaktivitdt der RM-Probe aus S. cerevisiae zeigt, wie auch der Sec61-Kom-
plex aus C. familiaris eine iiberwiegend anionenselektive Pore. Des Weiteren kann in
Messungen unter asymmetrischen Elektrolytbedingungen fiir beide Mikrosomenprapa-
rationen eine Abhéngigkeit des Umkehrpotenziales vom Offenzustand des Kanals beob-
achtet werden. Aufgrund der niedrigen Fusionsraten der Probe aus S. cerevisiae und
der Wertestreuung ist kein arithmetisches Mittel fiir das Umkehrpotenzial aus Strom-
Spannungsrampen zu bestimmen. Fiir eine Untersuchung des Umkehrpotenziales iiber
eine Strom-Spannungskennlinie aus Einzelkanalschaltereignissen konnten ebenfalls nicht
geniigend Daten aufgenommen werden.

Im Bezug auf die spannungsabhéngige Offenwahrscheinlichkeit zeigen die RM-Kanéle
aus C. familiaris und S. cerevisiae identische Charakteristika in KCl-Elektrolytlosun-
gen. Beide Kanalaktivitdten zeigen eine maximale Offenwahrscheinlichkeit von ca. 90 %
bei Haltepotenzialen zwischen +20 mV und -20 mV. Mit steigenden Spannungen nimmt
die Offenwahrscheinlichkeit symmetrisch fiir positive und negative Potenziale bis auf ca.
40-60 % ab.

Zusammenfassend konnen in den grundlegenden elektrophysiologischen Eigenschaften
der Kanalaktivitédt aus S. cerevisiae im Vergleich zum Sec61-Kanal der RM-Probe aus C.
familiaris kaum Unterschiede festgestellt werden. Aufgrund der niedrigen Erfolgsrate bei
der Fusion der Proben mit dem planaren Bilayer (siehe 3.2.1), der daraus resultierenden
Datenlage und der redundanten Schlussfolgerungen wird auf eine nochmalige Diskussion

der im FEinzelnen erbrachten Ergebnisse verzichtet.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten folgende Ergebnisse erzielt werden:

100

e Der Sec61-Komplex konstituiert eine ionenpermeable Pore im Translokon des En-

doplasmatischen Retikulums. In rauen Mikrosomen liegt diese in einem geschlos-
senen Zustand vor, die Kanalaktivitat wird durch Ribosomen-Depletion induziert.
In posttranslationalen Praparationen (PKRM) wie auch im aufgereinigten Sec61-
Komplex liegt der Kanal nach Detergens-vermittelter Modifikation der Lipidkom-

position der Proteoliposomenmembran in einem aktiven Zustand vor.

Der Kanal aus RM-Préparationen und im aufgereinigten Sec61-Komplex zeigt ei-
ne hohe Dynamik im Schaltverhalten mit einer Vielzahl von Unterleitwerten. In
KCl-Lésungen ergeben sich Leitwertverteilungen mit zwei differenzierten Werte-
fraktionen die gut mit publizierten Daten iibereinstimmen. In CaCly-Elektrolyten
ist fiir den Kanal der RM-Probe ein erhéhter Unterleitwert zu beobachten, dessen

Haufigkeit im aufgereinigten Sec61-Komplex stark verringert ist.

Der Kanal zeigt sowohl im vollstdndigen Translokon als auch im aufgereinig-
ten Sec61-Komplex eine geringe Anionenselektivitdt in Experimenten mit KCI-
Losungen. Unter Verwendung von CaCly- und MgCls-Elektrolyten steigt diese
deutlich an, was in vivo den Sec61-vermittelten, passiven Calcium-Ausstrom aus

dem ER limitieren konnte.

Die Anwesenheit von Lanthan- und Aluminiumionen bewirkt ebenfalls einen dras-
tischen Anstieg der Anionenselektivitat und {iberdies einen Verlust der Spannungs-
abhéngigkeit der Offenwahrscheinlichkeit. Der Kanal liegt iiberwiegend in der voll-

standig gedffneten Konformation vor.

Calmodulin vermittelt ein Calcium-abhéngiges, nahezu vollstdndiges Schlieften
des Kanals aus RM-Praparationen und im aufgereinigten Sec61afy-Komplex.
Calcium-freies ApoCalmodulin hat keinerlei Effekt auf den Offenzustand. Die pu-
tative Calmodulin-Bindestelle im cytosolischen N-Terminus der Sec61o-Unterein-
heit bindet Ca?t-CaM mit nanomolarer Affinitéit, eine Interaktion mit ApoCaM
ist erst bei deutlich hoheren Konzentrationen zu beobachten. Die CaM-vermittelte,
negative Feedback-Regulation des Sec61-Komplexes durch Calcium legt einen CDI-
Mechanismus nahe, der die Membranbarriere des Endoplasmatischen Retikulums

auch in Anwesenheit des weiten Translokonkanals aufrecht erhilt.



e Ribosomen fiihren in nanomolaren Konzentrationen zu einem vermehrten Auftre-
ten des groften Leitwertes des Sec61-Kanals. Damit erlaubt dieser auch in Anwe-
senheit von Substrat-freien Ribosomen die Permeation von Ionen. Eine verringerte
Variabilitat im Schaltverhalten, ein Riickgang des Gesamtstromes oder ein Schlie-

fen der Pore tritt hingegen nicht auf.

e Die Kanalaktivitit aus RM-Préparationen aus Saccharomyces cerevisiae zeigt im
Hinblick auf das Schaltverhalten, die Leitwertverteilung, die spannungsabhéngige
Offenwahrscheinlichkeit und die Porengréfie nach Hille iibereinstimmende Charak-

teristika mit dem Sec61-Komplex aus RM-Praparationen aus Canis familiaris.
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