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Einleitung

1 Einleitung

Anderungen der intrazelluliren Kalziumkonzentration sind entscheidend fiir viele
physiologische Prozesse. Sie bewirken die elektromechanische Kopplung bei der
Muskelkontraktion, fiilhren zu Synthese und Sekretion von Neurotransmittern und
Hormonen, regulieren die Expression von Genen und steuern Enzymaktivititen. Ein Teil
des Kalziumeinstroms in die Zelle erfolgt iiber spannungsabhédngige Kalziumkandle, deren
Offhungsstimulus die Depolarisation der Zellmembran darstellt. Modulierend greifen
hierbei Hormone, Proteinkinasen, Proteinphosphatasen, Toxine und Pharmaka ein

(Hofmann et al., 1999).

1.1 Einteilung spannungsabhingiger Kalziumkanile

Entwicklungsgeschichtlich gehoren spannungsabhédngige Kalziumkanéle in eine Gruppe
transmembrandrer lonenkandle, die auch die spannungsabhingigen Natrium- und
Kaliumkanile umfaf3t.

Sequenzvergleiche legen nahe, da3 sie sich schon relativ frith in der Evolutionsgeschichte
in die Gruppe der high voltage (HVA) und der low voltage aktivierten (LVA)
Kalziumkanéle (s. Abbildung 1-1) teilten. Die beiden Gruppen unterscheiden sich sowohl
hinsichtlich ihrer elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften als auch

durch ihren unterschiedlichen Aufbau (Hofmann et al., 1999).

1.1.1 High voltage aktivierte Kalziumkanile

HVA Kalziumkanéle bilden eine Familie heterooligomerer Komplexe aus bis zu flinf
Untereinheiten, ndmlich einer zentralen o Untereinheit sowie modulatorischen B, o, o
und 7y Untereinheiten. Sie sind u.a. an der Muskelkontraktion, der Transmitterfreisetzung
an Synapsen, der Insulinsekretion im Pankreas und der Blutdruckregulation beteiligt
(Tanabe et al., 1988; Tsien et al., 1991).

High voltage aktivierte Kalziumkanile o6ffnen sich bei Membranpotentialen zwischen
—50mV (z.B. Ca,1.3 (aup): Cochlea) und groBer -30mV (z.B. Ca,1.2 (oyc): Herz). Der
darauf folgende Ca®>" Einstrom fithrt zu einem deutlichen Anstieg der intrazelluliren
Kalziumkonzentration.

Experimentelle Befunde zeigen weiterhin, da HVA Kalziumkanile fiir Ba®" permeabler
sind als fiir Ca®" (Armstrong et al., 1992).
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1.1.2 Low voltage aktivierte Kalziumkanile

Die LVA Kalziumkandle werden mit der Amplifikation distaler synaptischer Signale in
Neuronen in Zusammenhang gebracht und spielen u.a. eine Rolle bei der spontanen
Ausbildung von Aktionspotentialen in neuronalen Netzwerken (McCormick et al., 1990;
Magee et al., 1995; Huguenard, 1996).

Low voltage aktivierte Kalziumkanile 6ffnen schon bei Depolarisation auf —60 bis 40mV
und inaktivieren sehr schnell. Im Vergleich zu den HVA Kalziumkanélen vollzieht sich
ihre Deaktivierung 10- bis 100fach langsamer. Sie leiten Ca®" und Ba®" in etwa gleich gut

bei einer relativ geringen Einzelkanalleitfahigkeit von 5 bis 9pS (Carbone et al., 1987).

Sind LVA Kalziumkandle - auch T-Typ Kandle genannt - dhnlich wie HVA Kalziumkandle
aus mehreren Untereinheiten aufgebaut?

Die Hypothese, dal der LVA Kalziumkanal nicht mit modulatorischen Untereinheiten
assoziiert ist, 148t sich durch die Beobachtung stiitzen, da3 die elektrophysiologischen
Eigenschaften der zentralen oy Untereinheiten der LVA Kalziumkanéle bereits gut mit den
an nativen T-Typ Kalziumkandlen erhobenen Daten {ibereinstimmen (Perez-Reyes et al.,
1998; Klugbauer et al., 1999a).

Weiterhin fallt auf, dal die intrazellulire Schleife zwischen den Doménen I und II aller
LVA Kalziumkanaluntereinheiten keine typische, von den HVA Kanidlen bekannte
Bindungsstelle fiir die modulatorische B Untereinheit besitzt (Perez-Reyes et al., 1998).
Die Unterdriickung der Expression der ;4 Untereinheiten in Ganglion nodosum Neuronen
(in diesem Kerngebiet lassen sich ausgeprigte T-Typ Kalziumstrome messen) hat keinen
Einfluf auf die gemessenen Strome (Lambert et al., 1997).

Eine Koexpression der modulatorischen Untereinheiten 0,8-1 und 026-3 mit der LVA oy
Untereinheit Ca,3.1 (o) fiihrt nicht zu einer Anderung der Kanaleigenschaften (Lacinové
et al., 1999). Auch die skelettmuskelspezifische y Untereinheit ist sicher nicht mit T-Typ
Kalziumkanélen, sondern mit der L-Typ Ca,1.1 (ous) Untereinheit assoziiert (Bosse et al.,
1990; Jay et al., 1990).

All diese Daten lieBen zu Beginn der hier vorliegenden Arbeit die Assoziation der T-Typ
o, Untereinheiten mit zusétzlichen modulatorischen Untereinheiten unwahrscheinlich
erscheinen.

Lediglich Dolphin et al. (1999) fanden bei Koexpression von Ca,3.1 (o) mit By, bzw.
00-1 eine vergroBerte Stromdichte sowie eine hohere Expression von Ca,3.1 (0i), was

sie auf ein verbessertes Targeting von Ca,3.1 (o) durch By, und 0,01 zuriickfiihrten.

.
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1.2 Aufbau spannungsabhiingiger Kalziumkanale

Zentraler Bestandteil aller spannungsaktivierten Kalziumkanéle ist die transmembrandre o
Untereinheit. Sie besteht aus vier homologen Doménen mit jeweils sechs
Transmembransegmenten,  enthdlt die = Pore, den  Spannungssensor, den
Ionenselektivitétsfilter und die Bindungsstellen der ,klassischen* Kalziumkanalblocker (s.
Tabelle 1-1).

Bis heute wurden 10 Gene identifiziert, die fiir o; Untereinheiten der HVA und LVA
Kalziumkanile kodieren. Vier Klassen von HVA Kalziumkanélen (L (long lasting)-, N
(neither L- nor T-)-, P/Q (Purkinje)- und R (remaining)-Typ) steht eine Klasse von LVA
Kandélen (T (tiny/ transient)-Typ) gegeniiber (Catterall, 1995; Hofmann et al., 1999).

Um eine iibersichtlichere Einteilung der einzelnen Kanile innerhalb der verschiedenen
Kanalklassen zu erreichen, schlugen Ertel et al. (2000) eine neue Nomenklatur der
einzelnen o Untereinheiten vor. Sie ist in Tabelle 1-1 der von Birnbaumer et al. (1994)
etablierten Nomenklatur gegeniibergestellt. Aulerdem sind die Gewebsverteilung der o

Untereinheiten sowie spezifische Blocker angegeben. Abbildung 1-2 zeigt einen phyloge-

High voltage aktivierter Ca’ Kanal Low voltage aktivierter Ca’ Kanal

2+
10ms Ba
Cal2+
|
+20 mV 10 mV
-80 mV -100 mV
L-Typ T-Typ

Abbildung 1-1: Aufbau und elektrophysiologische Eigenschaften der HVA- und LVA-Kalziumkanile.
(Erlauterungen: s. Text)
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Identitdt (%)

0 20 40 60 80 100
LTy Ca1.1 alS
Ca1.2 alC
Ca1.3 alD
HVA Ca1.4 alF
Ca2.1 alA
Non-L-Typ 1 Ca22 «lB
Ca2.3 alE
Ca3.1 alG
LVA TTyp 1 Ca3.2 alH
Ca,3.3 all
Abbildung 1-2: Phylogenetischer Stammbaum der o, Untereinheiten unter Beriicksichtigung der neuen
Nomenklatur.
Typ | alt | neu |Spleifivar. | Vorkommen Blocker |Literaturangabe
HVA| L- | o5 | Cayl.l Skelettmuskel Tanabe et al.,1987
Typ | oyc | Cayl.2 a Herz DHP Mikami et al., 1989
b Skelettmuskel PAA Biel et al.,1990
c Hirn,Herz,Gl.pit.,,NeNi |BTZ Snutch et al., 1991
oyp | Cayl.3 Hirn,Pancreas,Niere, Williams et al.,1992b
Ovar,Cochlea Seino et al.,1992
oyr | Cayl.4 Retina * Strom et al.,1998
P/Q- | aya | Cay2.1 a Hirn,Cochlea,Gl.pit. w-Aga Mori et al.,1991
Typ b Starr et al.,1991
N- | oup | Ca2.2 a Hirn, peripheres o-CTX | Williams et al.,1992a
Typ b Nervensystem Dubel et al., 1992
R- | oye | Cay2.3 a Hirn,Cochlea,Retina, n.b. Niidome et al.,1992
Typ Herz,Gl.pit. Soong et al.,1993
b Hirn,Cochlea,Retina Schneider et al., 1994
LVA| T- |oyg| Ca,3.1 |a,b m.meh- | Hirn, Herz, peripheres | Mi, Kur- |Perez-Reyes et al., 1998
Typ reren Un- | Nervensystem toxin Klugbauer et al.,1999a
terformen Monteil et al.,2000
o | Cay3.2 Hirn,Herz,Niere,Leber | Mi Cribbs et al., 1998
oy | Cay3.3. Hirn Mi Lee et al.,1999

Tabelle 1-1: Nomenklatur und Verteilung der HVA und LVA Kalziumkanile. BTZ: Benzothiazepine;
DHP: Dihydropyridine; Gl.pit.: Glandula pituitaria; Mi: Mibefradil; n.b.: nicht beschrieben; NeNi:
Nebennieren; PAA: Phenylalkylamine; ®-Aga: w-Agatoxin GIVA; @-CTX: w-Conotoxin GVIA; *:
Kanal nicht genauer charakterisiert
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netischen Stammbaum der o; Untereinheiten basierend auf Sequenzidentititen und

Kanalklassen. Im folgenden wird die neue Nomenklatur gebraucht.

1.2.1 Die Hilfsuntereinheiten des high voltage aktivierten Kalziumkanalkomplexes
HVA Kalziumkanéle konnen durch akzessorische Hilfsuntereinheiten moduliert werden.
Die Strukturen dieser als 020, B und 7y bezeichneten Hilfsuntereinheiten sind in Abbildung
1-3 dargestellt.

B Untereinheiten

Bislang sind vier modulatorische B Untereinheiten spannungsabhingiger Kalziumkanéle
bekannt. Durch alternatives Spleilen entstehen jeweils mehrere Isoformen. Alle 3
Untereinheiten sind intrazelluldr gelegen und unterscheiden sich untereinander durch drei
variable Regionen, darunter der Amino- und Carboxyterminus. Von B; (Ruth et al., 1989)
sind bislang drei Isoformen bekannt (Pragnell et al., 1991; Williams et al., 1992b), wobei
die ausschlieBflich im Skelettmuskel vorkommende [, Untereinheit mit einem Komplex
aus Cayl.1 (ouys), 020-1 und v, assoziiert ist. Die iibrigen Isoformen sind in Herz, Gehirn
und Milz lokalisiert (Powers et al., 1992). B, wird in Herz, Gehirn, Aorta, Trachea und
Lunge (Biel et al., 1991), B3 im glatten Muskel und Gehirn und B4 im Gehirn exprimiert
(Hullin et al., 1992; Castellano et al., 1993; Ludwig et al., 1997).

0,0
NH2
roog | &
rNH2
Yy
HOOC

H2N COOH
Abbildung 1-3: Strukturen der Hilfsuntereinheiten des HVA Kalziumkanalkomplexes.
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B Untereinheiten binden iiber ein hochkonserviertes AID (o subunit interaction domain)
Motiv an den zytoplasmatischen Linker zwischen Doméne I und II der HVA oy
Untereinheiten und ermoglichen so wunter Maskierung eines sogenannten ER
Retentionssignales den Einbau der oy Untereinheiten in die Zellmembran (Bichet et al.,
2000; Gao et al., 1999). Desweiteren bewirkt die ; Untereinheit am Ca,1.2 (0o/c) Kanal
eine Erhohung des Spitzenstromes, eine Beschleunigung der Aktivierung und
Inaktivierung und eine Verschiebung der Strom-Spannungsbeziehung zu negativeren
Potentialen (Singer et al., 1991; Wei et al., 1991; Welling et al., 1993). Yamaguchi et al.
(1998) wiesen nach, dal} eine Blockade der Proteintranslokation in Xenopus Oozyten durch
Bafilomycin A die Erhohung des Spitzenstromes unterbindet, wéhrend die Modulierung
der Stromkinetiken und der Spannungsabhingigkeit unverdndert bleibt. Dies unterstreicht,
daB3 B Untereinheiten eine wesentliche Rolle als Chaperone fiir das Targeting und fiir die
Verfligbarkeit der HVA Kalziumkandle spielen.

020 Untereinheiten

Die stark glykosylierte, ubiquitdre 0,,0-1 Untereinheit wurde zuerst von Ellis et al. (1988)
im Skelettmuskel beschrieben. Thr Molekulargewicht betrdgt 125 kDa. Posttranslationale
Proteolyse bewirkt eine Spaltung in die transmembrandre & (C-Terminus, Aminosduren
935 bis 1080) und die extrazelluldre o, Untereinheit, die iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind (De Jongh et al., 1990; Wiser et al., 1996). Durch alternatives Spleien
entstehen fiinf gewebsspezifische Isoformen (Angelotti et al.,, 1996). Koexpression von
00-1 mit Ca,l.2 (oyc) fihrt zu einer VergroBerung der Stromamplitude, einer
Beschleunigung der Kanalaktivierung und —inaktivierung wund verschiebt die
spannungsabhédngige Inaktivierung in Richtung negativerer Membranpotentiale. Bei
zusitzlicher Koexpression mit 3;, werden diese Effekte noch verstarkt (Singer et al.,
1991).

Kiirzlich entdeckten Klugbauer et al. (1999b) zwei weitere Gene, die fir o0
Untereinheiten kodieren. 0,8-2 hat ca. 56% Identitdt mit 0,0-1 und kommt wie dieses
ubiquitér vor. 0,,08-3 ist nur im Gehirn lokalisiert und zu etwa 30% homolog mit ¢;6-1. Die
Koexpression von 0p0-3 mit Cay1.2 (o) und PBr, bzw. Ca,2.3 (oug) und B; flihrt zu

vergleichbaren Ergebnissen wie bei Singer et al. (1991).
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Y Untereinheiten

Y Untereinheiten sind integrale, stark glykosylierte = Membranproteine  mit
Molekulargewichten zwischen 25 und 40kDa. Sie bestehen Hydrophobizititsanalysen
zufolge aus vier Transmembransegmenten mit intrazelluldr gelegenen Amino- und
Carboxytermini (Bosse et al., 1990; Jay et al., 1990). Singer et al. (1991) sowie Eberst et
al.  (1997) fiihrten Koexpressionsstudien der bis dato einzigen bekannten,
skelettmuskelspezifischen y; Untereinheit mit dem kardialen Ca,1.2 (otc), Paa, 0020-1
Komplex durch und beobachteten eine Linksverschiebung der Steady state-Inaktivierung
sowie eine beschleunigte Strominaktivierung. Analog dazu fanden Freise et al. (2000) nach
Ausschaltung des y; Gens in vivo eine vergroBerte Amplitude des Kalziumstromes, eine
verlangsamte Inaktivierung und eine rechtsverschobene Steady state-Inaktivierung.

Die neuronale y, Untereinheit wurde von Letts et al (1998) bei der Untersuchung von an
Absenceepilepsien leidenden Stargazer Miusen identifiziert. Die Koexpression von 7y, mit
einem Komplex aus Ca,2.1 (0ta), B1a und 0201 flihrt wie bei Eberst et al. (1997) fiir v,
beschrieben zu einer Verschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve in Richtung

negativerer Potentiale und zu einer schnelleren Strominaktivierung.

1.3 Ziel

Lange Zeit galt die skelettmuskelspezifische, modulatorische <y Untereinheit
spannungsabhéingiger Kalziumkanile als einziger Vertreter ihres Typs. Ihr Haupteftekt
besteht in einer Linksverschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve und einer
beschleunigten Strominaktivierung. Spekulationen iiber die Existenz weiterer 7y
Untereinheiten konnten zundchst nicht bestitigt werden. Erst 1998 stiefen Letts et al. auf
ein der skelettmuskelspezifischen y Untereinheit verwandtes Gen, als sie den
zugrundeliegenden Defekt bei an Absenceepilepsien leidenden, sogenannten Stargazer
Mausen untersuchten. Dies war der Beweis, da3 y Untereinheiten auch in neuronalen
Geweben entscheidend zur Regulierung spannungsabhingiger Kalziumkanile beitragen
und in kausalem Zusammenhang mit der Entstehung neuronaler Krankheitsbilder stehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden mittels Datenbankrecherchen und Bibliothekscreening
drei weitere, bis dato unbekannte Vertreter der Gruppe der y Untereinheiten erstmals
identifiziert und ihre Lokalisation durch Northern blot-Analysen und [In situ-
Hybridisierung  bestimmt. Die Maoglichkeit spezifischer, funktionell bedeutsamer

Assoziationen mit HVA und auch LVA Kalziumkanilen, iiber deren Zusammensetzung
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bislang wenig bekannt ist, wurde in Koexpressionsstudien untersucht. Wir fanden zwei
weitere neuronale y Untereinheiten, y; und ys, sowie eine zusitzliche, als ys bezeichnete

Untereinheit, die in vielen extraneuronalen Geweben lokalisiert ist.
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2 Material und Methoden

2.1 Bakterienstimme

2.1.1 Verwendete Stimme
Plasmide wurden im Escherichia coli Stamm XL1-blue MRF' (Stratagene) amplifiziert.

Sein Genotyp lautet A(mrc)183 A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 end Al sup E44 thi-1 rec Al
gyrA96 relAl lac [F'pro ABAZAMI15Tn10 (Tet!)]. AuBerdem wurde der Escherichia coli
Stamm TOP10 (Invitrogen) mit Genotyp F-mrcAA(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 A
lacX74 rec Al deoR araD 139 Afara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) end Al nupG

verwendet.

2.1.2 Niahrmedien und Antibiotika
Die Bakterienanziichtung erfolgte im Vollmedium Luria-Bertani (LB) mit Glucose. Nach
Sterilisation durch Autoklavieren fiir 10 min. bei 121°C und 2 bar wurde das LB-Medium

kiihl gelagert.

Luria-Bertani-Medium(+):

Trypton (Gibco-BRL) 10g Glucose lg
Hefeextrakt (Gibco-BRL) S5¢g H,O ad 1000ml
NaCl 5g pH 7,2-7,5

Zufiigen eines Antibiotikums diente der Selektion plasmidtragender Bakterien. Je nach
Resistenz des Plasmids wurde vor dem Animpfen der Bakterien Ampicillin bzw.
Kanamycin zu einer Endkonzentration von 100pg/ml bzw. 50pug/ml zugegeben.

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 15g/1
Agar (Gibco-BRL) hinzugefiigt, das heile Medium im Wasserbad auf ca. 50°C abgekiihlt
und anschlieBend das entsprechende Antibiotikum zugegeben. Nun konnte das Medium in
sterile Petrischalen gegossen  werden  (Ampicillinkonzentration: 50ug/ml;
Kanamycinkonzentration: 25pg/ml).

2.1.3 Kultivierung
Die E. coli wurden aerob in LB-Medium kultiviert. Die Anziichtung von Fliissigkulturen
erfolgte in Glasrohrchen oder Erlenmeyerkolben bei 37°C und 225 rpm. Ausstreichen von

Bakteriensuspensionen auf LB-Platten diente der kurzfristigen Aufbewahrung und
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Vereinzelung von Kolonien. Sie konnten so nach Inkubierung bei 37°C iiber Nacht bis zu 8
Wochen bei 4°C gelagert werden. Léngere Aufbewahrung war durch Mischung gleicher
Volumina logarithmisch wachsender Kulturen und autoklavierten Glycerols (ICN) und

Lagerung bei —20°C mdglich.

2.2 Verwendete Plasmide

2.2.1 PCR-Blunt II-TOPO Vektor

Durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erhaltene Fragmente mit glatten Enden wurden
mit dem PCR-Blunt II-TOPO Vektor (Invitrogen) kloniert. Er enthilt einen Teil des lacZ-
Gens, den E.coli-Replikationsursprung, ein Kanamycin- und ein Zeocinresistenzgen, SP6-
und T7-Promotorsequenzen und ein letales Gen ccdB, das so lange intakt ist, solange keine
Fremd-DNS in den Vektor eingebaut wurde. Dadurch wird das Wachstum ,leerer
Vektoren® verhindert.

Fiir die einfache Ligation von blunt-end DNS-Fragmenten ist der PCR-Blunt II-TOPO
Vektor linearisiert und an den jeweiligen 3'-Enden mit Topoisomerase I versehen.
Topoisomerasen sind bakterielle Enzyme, die dem Einbau und der Entfernung von
Verdrillungen (Supercoils) in die DNS dienen. Die hier verwendete Topoisomerase I
verursacht einen Einzelstrangbruch des Plasmids, vermindert die Verdrehung der DNS, so
dal die Spannung abnimmt und eine Replikation mdglich wird. AnschlieBend verbindet sie
die freien DNS-Enden wieder. Diese Ligasefunktion wurde bei der Klonierung von DNS-
Fragmenten in den PCR-Blunt II-TOPO Vektor ausgenutzt.

2.2.2 pALl1

Dieser Vektor wurde aus pUCI19 konstruiert, indlem zu beiden Seiten der multiplen
Klonierungsstelle die Sequenz fiir den T3- und T7-RNS-Polymerase-Promotor sowie
Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme BamHI und Asp718 eingefiigt wurden (Ludwig
et al., 1997). pAL1 wurde fiir die Subklonierung und /n vitro-Transkription der Gensonden

zur In situ-Hybridisierung verwendet.

2.2.3 pcDNA3
pcDNA3 ist ein Abkdmmling des pRC/CMV-Vektors (beide von Invitrogen) und diente
als Expressionsvektor. Er enthilt ein Ampicillin- sowie ein Neomycinresistenzgen, den

pUCI19 E.coli Replikationsursprung, den CMV-Promotor, um eine hohe Expressionsrate
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des gewiinschten Genes in eukaryoten Zellen zu gewdhrleisten, und T7- und SP6-
Promotoren zur In vitro-Transkription. Die Stabilitdt der transkribierten mRNS wird durch

ein Polyadenylierungssignal und Transkriptionsterminationssequenzen verbessert.

2.3 Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsduren

2.3.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Aufgrund der aromatischen Ringsysteme der DNS-Basen absorbieren Nukleinsduren
elektromagnetische Strahlung im Bereich von 250-270nm. Deshalb kann man die
Nukleinsdurenkonzentration mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes durch Messung
der Extinktion bestimmen. Eine gemessene Extinktion von 1 entspricht bei einer
Schichtdicke von lcm unter Verwendung monochromatischen Lichtes der Wellenldnge

260nm:

- 50pg/ml doppelstrangiger DNS
- 40pg/ml einzelstrangiger RNS
- 33pg/ml einzelstringigen Oligonukleotids.

Die Reinheit von DNS und RNS kann aus dem Verhdltnis OD,0/OD,go abgeschitzt

werden. Dieser Quotient sollte iiber 1,7 liegen.

2.3.2 Prizipitation

Nukleinsduren wurden zur Aufkonzentrierung und Reinigung mit Ethanol gefillt
(Sambrook et al., 1989). Dazu wurde der waBrigen DNS- bzw. RNS-Lésung 1/10 Volumen
5M NaCl und 2,5 Volumen Ethanol (-20°C) zugefiigt. Dieser Ansatz wurde 15 min. bei
-80°C inkubiert, abzentrifugiert (12000 x g, 15 min., 4°C) und der Uberstand vorsichtig
dekantiert. Zum Entsalzen wurde das Pellet mit eiskaltem 70%igem Ethanol gewaschen,
nochmals zentrifugiert (12000 x g, 5 min., 4°C), in einer Vakuumzentrifuge (Speedvac)
getrocknet und schlie8lich in Wasser gelst.

2.3.3 Phenol/Chloroform-Extraktion

Durch die Phenol/Chloroform-Extraktion wurden Proteine (z.B. Enzyme) aus wélrigen
Nukleinsdurelosungen entfernt, so dal man besonders reine Nukleinsduren erhielt. Die
Nukleinsdurelosung wurde mit einem Volumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Mischung (25:24:1, Roth) versetzt, 5 min. kriftig geschiittelt und abzentrifugiert (12000 x

g, 5 min.). Die wiBirige Oberphase, in der sich die Nukleinsduren befinden, wurde in ein
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neues Gefdll tberfiihrt und mit Chloroformextraktion von den restlichen Phenolspuren

befreit. AnschlieBend wurden die Nukleinsduren wie beschrieben mit Ethanol prizipitiert.

2.4 Isolierung von Plasmid-DNS

2.4.1 Kochschnelltest

Zur schnellen Isolierung von Plasmid-DNS nach Holmes und Quigley (1981) wurden die
Bakterien durch Lysozym, Triton X-100 (nichtionisches Detergens) und Hitze
aufgeschlossen.

Eine am Vortag mit einem einzigen Zellklon beimpfte, liber Nacht zur Sittigung
gewachsene 7ml LB-Bakterienkultur wurde durch Abzentrifugieren geerntet. Das
Bakterienpellet wurde in STET-Puffer (8% Saccharose, 5% Triton-X-100, 50mM EDTA,
50mM Tris, pH 8,0) resuspendiert und in Anwesenheit von Lysozym (Roche) und RNaseA
45 sek. aufgekocht und die Zelltrimmer anschlieBend bei 12000 x g, 4°C 15 min.
abzentrifugiert. Das im Uberstand befindliche Plasmid wurde mit Isopropanol gefillt und
anschlieBend mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Ausbeute lag bei etwa
20pg. 1/20 der Praparation wurde fiir die Restriktionsanalyse (s. 2.5.1) verwendet.

2.4.2 Alkalische Lyse mit Sdulenchromatographie (Qiagen Kits)

Um groBere Mengen hochreiner Plasmid-DNS zu erhalten, wurde das ,,Qiagen Maxi Kit*
verwendet. Diese Methode beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse (Birnboim et al.,
1979) in Verbindung mit einer anschlieBenden chromatographischen Reinigung {iber eine
Anionenaustauscherséule. Die Bakterien werden in NaOH/SDS lysiert. Hierbei
denaturieren die Proteine und DNS-Molekiile. RNase A verdaut die freigesetzten RNS-
Molekiile. Bei der darauffolgenden Neutralisation mit Kaliumacetat renaturiert die relativ
kleine Plasmid-DNS wieder und bleibt deshalb in Losung. Das viel groBBere
Bakterienchromosom denaturiert mit den iibrigen Zelltriimmern, ausgefallenen Salzen und
SDS und kann so abgetrennt werden. Die Bedingungen fiir den Auftrag auf die Sdule und
die Waschschritte wurden so gewéhlt, dal Proteine, Polysaccharide, RNS und andere
Verunreinigungen quantitativ abgetrennt werden konnten. Die eluierte Plasmid-DNS
wurde gefillt, getrocknet, in 250ul Wasser aufgenommen und bei - 20°C gelagert. Mit
Aliquots der DNS wurde die Konzentration photometrisch bestimmt und eine

Restriktionsanalyse durchgefiihrt.
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2.5 Enzymatische Modifikation von DNS

2.5.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen bilden eine Klasse von bakteriellen Enzymen, die spezifische
Sequenzen in doppelstrangiger DNS erkennen und spalten konnen. Sie spalten ihr DNS-
Substrat innerhalb oder unmittelbar neben der oft palindromischen Erkennungssequenz.
Bei der Spaltung entstehen entweder glatte Enden (,blunt-ends*) oder einander
komplementire 5'- bzw. 3'-iiberhdngende ,sticky-ends®. Die DNS-Enden besitzen immer
eine 5'-Phosphat- und eine 3'-OH-Gruppe, wodurch die spitere enzymatische
Neuverkniipfung (Ligation) kompatibler Enden erméglicht wird. Der Restriktionsansatz
wurde bei der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur fiir 1,5 h (analytischer
Ansatz) bzw. 3-8 h (prédparativer Ansatz) inkubiert und anschlieBend gelelektrophoretisch
untersucht. Eine Einheit (1U) Restriktionsendonukleaseaktivitit entpricht der Menge an
Enzym, die notig ist, um Ipug DNS unter optimalen Bedingungen innerhalb einer Stunde

vollstidndig zu spalten.

2.5.2 Dephosphorylierung von DNS-Molekiilen mittels alkalischer Phosphatase
Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP = calf intestine phosphatase) spaltet
endstindige 5'-Phosphatgruppen von DNS-Molekiilen ab. Linearisierte Vektoren wurden
dephosphoryliert, um einen intramolekularen Ringschlul wéhrend der Ligation zu
verhindern und so die Klonierungseffizienz der Fremd-DNS zu erh6hen.

Das linearisierte Plasmid (etwa S5pmol) wurde in 50mM Tris pH 8,0 mit 1U CIP
(Boehringer) fiir 1 h bei 37°C inkubiert. Nach Hitzedenaturierung des Enzyms (10 min.,

75°C) konnte die Vektor-DNS in einen Ligationsansatz eingesetzt werden.

2.5.3 T4-DNS-Ligase

Die T4-DNS-Ligase (NEB) katalysiert ~ATP-abhdngig die Bildung einer
Phosphodiesterbindung zwischen einem 5'-Phosphat- und einem 3'-Hydroxylende von
doppelstrangiger DNS oder RNS (Weiss et al., 1968). Sie wurde eingesetzt, um Fremd-
und Vektor-DNS kovalent zu rekombinanter Plasmid-DNS zu verkniipfen. Ligase,
linearisierter Vektor und Fremd-DNS wurden in Ligasepuffer gemischt und fiir etwa 16 h
bei 16°C inkubiert. AnschlieBend konnte das rekombinante Plasmid durch Transformation

in E. coli eingeschleust werden (s. 2.6).
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2.5.4 Ligation in einen TOPO Vektor

Zur Ligation eines DNS Fragmentes in den PCR-Blunt II-TOPO war keine Ligase
erforderlich, da dieser Vektor mit der Topoisomerase I gekoppelt ist, die ebenfalls eine
Ligasefunktion besitzt. Es wurden das zu klonierende DNS Fragment und der Vektor
gemischt und 5 min. bei 25°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ligationsansatz sofort

auf Eis gestellt und moglichst bald transformiert.

2.6 Transformation von Bakterien

2.6.1 Priparation von kompetenten Bakterienzellen

Als kompetente Zellen bezeichnet man bakterielle Zellen, die in der Lage sind, Fremd-
DNS in ihr Zellinneres aufzunehmen. Hier wurden E. coli Bakterien durch kurzfristige
Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO) kompetent gemacht. Man beimpfte 100ml
LB(-)-Medium (ohne Glucose) mit 1ml einer Ubernachtkultur ausgehend von einer
frischen Einzelkolonie von E.coli XL1-blue. Sobald eine ODgg9 von 0,35 bis 0,38 erreicht
war, wurde die Kultur abgekiihlt und abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15ml
Ix TSS resuspendiert, in Portionen von je 500ul aliquotiert, schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

1x TSS(Transformation and Storage Solution):
PEG (Polyethylenglykol) 3350  12,5ml 100%DMSO 2,5ml
IM MgCl, 2,5ml LB-Medium ad 50ml

2.6.2 Transformation von E. coli

Die Einschleusung von DNS in Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation. Bei
geeignetem Selektionsdruck, der sich durch Zugabe von Antibiotika erreichen 146t, wird
ein so in die Zelle geschleustes Plasmid stabil auf die Tochterzelle vererbt.

Die kompetenten Bakterienzellen wurden aufgetaut, zu dem Ligationsansatz (s. 2.5.4)
pipettiert und zur Aufnahme der DNS auf Eis gestellt. Fiir die Transformation des PCR-
Blunt II-TOPO Vektors wurden nicht selbst hergestellte kompetente Bakterien, sondern die
TOP10 Zellen von Invitrogen verwendet. Nach einer Erholungsphase in LB-Medium bei
37°C wurde die Bakteriensuspension auf Ampicillin-Agarplatten (bei Verwendung des
PCR-Blunt II-TOPO-Vektors Kanamycin-Platten) ausplattiert und bei 37°C inkubiert. Die
erhaltenen Klone konnten mittels Kochschnelltest (s. 2.4.1) auf Anwesenheit des

rekombinanten Plasmids tiberpriift werden.
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2.7 Auftrennung und Isolierung von DNS-Fragmenten

Nukleinsduren sind aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Riickgrats negativ geladen und
konnen deshalb in dem elektrischen Feld eines Gels nach ihrer Masse aufgetrennt werden.
Durch Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnen die getrennten
Nukleotidfragmente im UV-Licht (302nm) als diskrete Banden im Gel sichtbar gemacht
werden. Zum GroBenvergleich diente ein DNS-Standard (1kb Ladder, Gibco-BRL). Um
den Verlauf der Elektrophorese zu kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer Farbmarker
zugegeben. Bromphenolblau wandert etwa mit DNS-Fragmenten von 100-10bp und
markiert daher die Elektrophorese-Front. Xylencyanol wandert mit DNS-Fragmenten von

ca. 5kb.

Losungen:

10x TBE: Auftragspuffer (6x dye):
Tris (USB) 0,9M Ficoll Typ 400 (Sigma) 18%
Borsédure (Merck) 0,9M EDTA pH 8,0 0,12mM
EDTA pH 8,0 (ICN) 20mM TBE 6x

Ethidiumbromidstammlésung: Bromphenolblau(IBI) 0,15%
10mg/ml (Sigma), wéBrig Xylencyanol (Sigma) 0,15%

Elektrophoresepuffer:
1x TBE (1 Teil 10x TBE + 9 Teile Wasser)

2.7.1 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

DNS-Fragmente mit einer Grofle von 50-1000bp wurden durch vertikale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Dafiir wurden 5%ige Polyacrylamidgele in 1x
TBE als Laufpuffer (Sambrook et al., 1989) verwendet. Die Trennstrecke betrug 15¢cm und
die Dicke 0,75mm (analytische Gele) bzw. 1,5mm (préparative Gele).

Zusammensetzung von 30ml Polyacrylamidgel:
Rotiphoresegel (Acrylamid/N,N'-Bisacrylamid = 29:1, 40%, Roth)  3,75ml

10x TBE 3ml
H,O ad 30ml
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, Sigma) 35ul
20% APS (Ammoniumpersulfat, Sigma) 80ul

Den DNS-Proben wurde vor dem Auftragen 1/6 Volumen Auftragspuffer zugegeben. Zum

Einlaufen wurde eine Spannung von 100V angelegt, zur Trennung schlieBlich fir 1 h
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270V. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 5 min. lang in Ethidiumbromidldsung
(0,5ng/ml) gefirbt und das Bandenmuster unter UV-Licht ausgewertet.

2.7.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNS-Fragmenten im Bereich von 1 bis 12kb wurde die horizontale
Gelelektrophorese in Agarosegelen (Sambrook et al., 1989) durchgefiihrt. 0,7% (g/v)
Agarose (Seakem GTG, Biozym) wurde in 1x TBE im Mikrowellenherd aufgeschmolzen.
Der Gellosung wurde vor dem Gieflen in eine horizontale Biorad-Elektrophoresekammer
Ethidiumbromid zugegeben (finale Konzentration im Gel: 800ng/ml). Die Elektrophorese
erfolgte fiir 1 h bei konstanter Spannung von 100V mit 1x TBE als Laufpuffer.

2.7.3 Elektroelution (modifiziert nach Davis et al., 1986)

Um ein DNS-Fragment bestimmter Grofe aus einem Gemisch isolieren zu kdnnen, wurde
eine gelelektrophoretische Auftrennung durchgefiihrt und die entsprechende Bande aus
dem Gel ausgeschnitten. Dieses Gelstiick wurde mit 1x TBE in einen Dialyse-Schlauch
(Sigma) tiiberfiihrt und die DNS in einer horizontalen Elektrophoresekammer bei 140mA
auf Eis aus dem Gel eluiert. Nach etwa 1,5 h wurde die DNS durch Ethanolfdllung (s.
2.3.2) isoliert.

2.8 Datenbanksuche

Um neue 7y Isoformen zu identifizieren wurden sdmtliche offentlich zuginglichen
Datenbanken durchsucht. Als Sonde wurden die Proteinsequenzen von y; und 7¥»
verwendet. Es wurde sowohl mit dem BLASTP-Programm nach Homolgien in einer
anderen Proteinsequenz als auch mit dem tBLASTN-Programm nach Homologien in einer
Nukleotidsequenz gesucht. Bei dem tBLASTN-Modus werden die durchsuchten

Nukleotidsequenzen in allen moglichen Leserahmen in die Proteinsequenz iibertragen.

2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) ist
ein  In  vitro-Verfahren = zur  selektiven = Amplifikation  von  definierten
Nukleinsduresequenzen aus einem Gemisch von Nukleinsdure-Molekiilen. Zwei
Oligonukleotid-Primer sind erforderlich, die spezifisch an den kodierenden bzw. an den

nicht-kodierenden Strang einer DNS-Sequenz binden. Die DNS-Matrize wird durch
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Hitzedenaturierung bei 94°C zunichst fliir 1 min. aufgeschmolzen. Danach konnen die
Primer, die in groBem molarem UberschuB vorliegen, an ihre entsprechende Zielsequenz
binden (Primer-Annealing, 45-60°C, 1 min.). Ausgehend von diesem kurzen
doppelstriangigen Bereich wurde durch eine hitzestabile DNS-Polymerase der fehlende,
komplementire Einzelstrang in 5'—3'-Richtung synthetisiert (Elongation, 72°C). Je nach
Linge des zu amplifizierenden Fragments betrug die Elongationszeit eine bis flinf
Minuten. Nach erneutem Aufschmelzen der DNS und Primer-Annealing arbeitet die DNS-
Polymerase wieder weiter. Mit jedem Zyklus kommt es im Idealfall zu einer Verdopplung
der DNS und damit in einer Kettenreaktion zu einer exponentiellen, selektiven
Anreicherung der durch die Oligonukleotide flankierten DNS-Sequenz. Theoretisch
entstehen bei n Zyklen 2™ amplifizierte Molekiile.

Mittels PCR wurden DNS-Fragmente aus der cDNS von Mausgehirn und einer gemischten
Organpraparation von neugeborenen Miusen zur Herstellung von Gensonden und zur

Konstruktion von Expressionsvektoren amplifiziert.

2.9.1 Standardprotokoll

Die PCR fand in einem Thermocycler (Omni Gene HB-TR 3) von Hybaid statt. Als
thermostabile Polymerasen wurden die PfuTurbo DNS-Polymerase von Stratagene bzw.
die Tag DNS-Polymerase von Roche verwendet. Als Ausgangs-DNS wurden entweder 10-
20ng Plasmid-DNS oder 10ng cDNS eingesetzt.

Reaktionsansatz:

Primer A (10pmol/pl) 2,5ul

Primer B (10pmol/ul) 2,5ul PfuTurbo DNS-Polymerase (2,5U/ul) 1,0ul
dNTPs 8,0ul bzw.

10x PCR-Puffer 5,0ul Taq DNS-Polymerase (5 U/pl) 1,0ul
DNS 1,0ul H,0 ad 50pl

Zunichst wurde der Reaktionsansatz zusammenpipettiert, mit Ol iiberschichtet und bei
94°C fiir 5 min. denaturiert. Danach wurde die DNS in 25-40 Zyklen aus Denaturierung,
Annealing und Elongation vermehrt. AbschlieBend erfolgte eine letzte Verlangerungsphase
von 10 min. bei 72°C, so dafl mdglicherweise nicht in ganzer Lénge amplifizierte DNS-

Fragmente vervollstdndigt werden konnten.
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2.10 Sequenzierung von Plasmid-DNS

Die Sequenzanalyse von rekombinanter Plasmid-DNS erfolgte nach der von Sanger et al.
(1977) entwickelten Didesoxymethode. Dabei synthetisiert eine DNS-Polymerase in vitro
an einer einzelstrangigen DNS-Matrize den komplementédren Strang. In Anwesenheit von
2°,3’-Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) kommt es zu Kettenabbriichen, da eine
OH-Gruppe in 3’-Position der Nukleotide fiir eine Verlingerung der DNS notwendig ist.
Bei sorgfiltiger Wahl des Verhiltnisses zwischen dNTPs und ddNTPs entsteht eine
Mischung aus DNS-Fragmenten jeder moglichen Lange. Die unterschiedlich langen DNS-
Fragmente werden durch den Einbau der mit Floureszenzfarbstoffen versehenen
Didesoxynukleotide markiert. So kdnnen Guanin, Cytosin, Adenin und Thymidin in einem
Ansatz sequenziert werden, da jede der vier Basen einen anderen Fluoreszenzfarbstoff

tragt.

2.10.1 Sequenzreaktion
Fir die Sequenzreaktionen zur Synthese der unterschiedlich langen, fluoreszierenden

DNS-Fragmente wurde folgendes Standardprotokoll verwendet:

Sequenzreaktion:
Ready Reaction Mix (Perkin Elmer) 6ul DNS (50-500ng) Tl
Primer (0,8pmol/ul) 4ul H,O ad 20ul

Die vier verschiedenen ddNTPs, die bei einer jeweils anderen Wellenldnge fluoreszieren
(ddGTP: 540nm, ddATP: 570nm, ddTTP: 600nm, ddCTP: 630nm) sind in dem Ready-
Reaction Mix enthalten. Der Ansatz der Sequenzreaktion wird kurz gemixt, mit 40ul Ol
iiberschichtet und in dem Thermozykler (Omni Gene HB-TR 3) von Hybaid amplifiziert.
Zunichst wird die DNS flir 2 min. bei 95°C denaturiert. AnschlieBend werden 25 Zyklen
durchgefiihrt, die dhnlich wie bei der PCR aus einer Denaturierungs-, einer Annealings-

und einer Elongationsphase bestehen:

- 95°C fiir 30 sek.
- 50°C fiir 40 sek.
- 60°C fiir 4 min.
Da nur ein Primer zugegeben wird, findet bei dieser Sequenzreaktion nur eine lineare

Vermehrung der DNS-Matrize statt und nicht wie bei der PCR eine exponentielle
Amplifikation.
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Das Produkt der Sequenzreaktion muf} mittels einer Sdule (CentiSep Colum, Perkin
Elmer), die fir 2 h mit 800ul H,O bei Raumtemperatur inkubiert wird, von den
iiberfliissigen fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt werden. Zunichst wird die Séule fiir
2 min. bei 2500 rpm =zentrifugiert, um das {berschiissige Wasser abzutrennen.
AnschlieBend pipettiert man das Produkt der Sequenzreaktion auf die Sdule und
zentrifugiert wieder flir 2 min. bei 2500 rpm. In einem Gefdl unter der Sdule wird die
gereinigte DNS aufgefangen und anschlieBend fiir 15 min. in der Vakuumzentrifuge
getrocknet. Das Pellet wird in 20ul Template Suppression Reagent (Perkin Elmer)
resuspendiert, fiir 3 min. bei 95°C denaturiert und in den Sequencer ABI Prism™ gestellt.
Die Losung wird von dem Sequencer automatisch in eine mit Polymer (Perkin Elmer)
gefiillte Kapillare aufgezogen. Durch die angelegte Spannung von 12,2 kV wandern die
DNS-Fragmente in 5'—3'-Richtung auf den Laserdetektor zu. Aus der Abfolge der von

diesem bestimmten Farbsignale errechnet der Computer die vorliegende Nukleotidsequenz.

2.11 Herstellung **P-markierter DNS-Gensonden

Um **P-markierte DNS-Gensonden zu erhalten, wurde das ,,Random Primed Labeling Kit*
(Boehringer) verwendet. Das als Matrize eingesetzte DNS-Fragment stammt aus einer
PCR oder wird durch Restriktionsenzyme aus Plasmid-DNS herausgeschnitten. Als
,2random“-Primer dient ein Gemisch aus verschiedensten Hexanukleotiden (Feinberg et al.,
1983), die an die Matrizen-DNS binden und an deren 3'-Ende die Synthese des
komplementdren Stranges durch das Klenow-Enzym beginnt. Das Klenow-Enzym ist ein
Fragment der DNS-Polymerase I aus E.coli, dem der C-Terminus und damit die 5'—3'-
Exonukleaseaktivitit fehlt. Es dient zum Einbau von **P-markiertem dCTP in den Strang.
Nach  Abschluf  der Reaktion miissen  iiberschiissige, nicht eingebaute
Desoxyribonukleosidtriphosphate durch Séulenchromatographie an einer Nick™ Séule
(Pharmacia) entfernt werden. Die gereinigte Probe wird nun mit TE-Puffer von der Siule

eluiert und ihre spezifische Aktivitdt mit Hilfe eines Szintillationszihlers bestimmt.

TE-Puffer: IM Tris pH 8,0 10ml
0,5M EDTA, pH 8,0 2ml H,O ad 1000ml
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2.12 Northern blot-Analyse

Mit der Northern blot-Analyse konnten Vorkommen und GroBe bestimmter RNS
Transkripte in verschiedenen Geweben mittels Detektion mit einer DNS-Sonde untersucht
werden. Es wurden vorgefertigte Northern blots der Firma Clontech verwendet. Auf die
Membranen ist bereits die immobilisierte RNS verschiedener Gewebe von Mensch und
Maus gebunden. Sie wurden mit Iml Prihybridisierungspuffer pro 5cm’ Filter in einen
Hybridisierungsbeutel (Gibco-BRL) eingeschweifit und im Wasserbad fiir drei Stunden bei
42°C inkubiert. Die Hybridisierung erfolgte bei gleicher Temperatur in der
Hybridisierungslosung, die die geeignete *’P-markierte Gensonde einer Linge von 400-
700bp enthielt (5x10°cpm/ml). 15 bis 18 Stunden spiter wurde mit den folgenden
Waschschritten unspezifisch gebundene und {iberschiissige Sonde von der Membran

entfernt:

-2x S5Smin. in 2x SSC, 0,1% SDS-Ldsung bei Raumtemperatur
-2x10min. in  1x SSC, 0,1% SDS-L6sung bei Raumtemperatur
-2 x 15 min. in 0,1x SSC, 0,1% SDS-Losung bei 42°C

Auf den Filter wurde ein Film (Hyperfilm, Amersham) aufgelegt und zwischen zwei
signalverstiarkenden Folien in einer Kassette fiir 6 bis 48 Stunden bei -80°C gelagert. Nach
der Entwicklung des Films war dort, wo die Gensonde mit der gesuchten, komplementiren
RNS hybridisiert hatte, eine schwarze Bande erkennbar. Die GroBe der RNS lie8 sich
durch eine auf der Membran befindlichen Léngenstandard erschlieBen. Der Filter konnte
nach zwei viertelstiindigen Waschschritten mit 0,1x SSC, 0,1% SDS-Losung bei 95°C

erneut zur Hybridisierung eingesetzt werden.

Sx PE-Losung:

Natriumphosphat lg H,O ad ca. 150ml
SDS 10g — bei 65°C in etwa 30 min. 16sen
Polyvinylpyrrolidon (40.000) 2g — auf 37°C abkiihlen lassen

Ficoll (400.000) 2¢g + 5% BSA (frisch) 40ml
IM Tris pH 7,5 50ml +H,0 ad 200ml
0,5 M EDTA 10ml Sterilfiltrieren und bei —20°C lagern.

Prihybridisierunglosung:

5x PE 2,0ml
20x SSC 2,5ml ssDNS (salmon sperm) 150ul
100% Formamid, deionisiert 5,0ml H,O ad 10ml
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Hybridisierungslosung:

5x PE 1,0ml ssDNS(10mg/ml,Gibco-BRL) 75ul
20x SSC 1,25ml Gensonde [5x10° cpm/ml]
100% Formamid, deionisiert 2,5ml H,O ad S5ml

Zur Denaturierung der DNS erhitzt man die Hybridisierungslosungen kurz vor ihrer

Verwendung 10 min. lang im kochenden Wasserbad.

2.13 In situ-Hybridisierung

Wenn die Methoden der Nukleinsdure-Hybridisierung direkt an einem Gewebeschnitt
angewandt werden, um Boten-RNS-Molekiile im Gewebe (,,in situ*) nachzuweisen und zu
lokalisieren, spricht man von /n situ-Hybridisierung.

Es wurden 120-160bp lange DNS-Sequenzen verwendet, die einem Abschnitt der zu
untersuchenden mRNS entsprachen und einzigartig fiir das zu untersuchende Gen waren.
Diese wurden in den Transkriptionsvektor pAL1 kloniert. DNS-abhingige RNS-
Polymerasen, die ihren jeweiligen Promotor erkennen, synthetisieren cRNS nach
Linearisierung des Plasmids durch BamH1 bzw. Asp718. Je nach Orientierung entsteht der
,ZAntisense“-Gegenstrang, der komplementir zur Boten-RNS ist, oder der ,,Sense“-cRNS-
Einzelstrang. Durch Einbau von **S-UTP werden die RNS-Gensonden radioaktiv markiert.
Nach Zugabe der Gensonden auf vorbehandelte Gewebeschnitte bildet die Antisenseprobe
ein stabiles mRNS/cRNS-Hybrid mit der mRNS im Gewebe. RNase A baut spezifisch
einzelstringige RNS ab, nicht aber das doppelstringige Hybrid. Durch Autoradiographie

kann die erfolgreiche Hybridisierung sichtbar gemacht werden.

2.13.1 Verwendete Losungen

H,Opgpc: 1M Tris:

Diethylpyrocarbonat (DEPC) 1,0g Tris-Base 121g
H,O ad 1000ml  H,O ad 1000ml
Uber Nacht riihren lassen, danach durch pH mit HClonc auf 8,0 einstellen.

Autoklavieren Reste von DEPC entfernen.
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10x PBS: 0,5M EDTA, pH 8,0:
NaCl 80g NaEDTA*2 H,O 186,1g
KCl 2g H,O ad 1000ml
Na,HPO4 (wasserfrei) 6,2g Mit SM NaOH auf pH 8,0 einstellen.
KH,;PO4 2g  5x Protease-Puffer:
H,O ad 1000ml 1M Tris pH 8,0 250ml
Hat ca. pH 7,4. 0,5M EDTA pH 8,0 25ml

H,O ad 1000ml
5x RNase A-Puffer:
5M NaCl 250ml  3M Natriumacetat, pH 5,2:
IM Tris pH 8,0 25ml  Natriumacetat*3H,O 40,8¢g
0,5M EDTA pH 8,0 5Sml  HO ad 100ml
H,O ad 500ml  Mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen.

Alle oben genannten Losungen wurden RNase-frei hergestellt und durch Autoklavieren
sterilisiert.

1M DTT: Chloralhydratlosung:
Dithiothreitol (ICN) 1,5g Chloralhydrat 3,0g
3M NaAcetat 33ul  10x PBS pH 7,4 Iml
H,O ad 10ml H,O ad 10ml
Sterilfiltrieren, aliquotiert bei -20°C Sterilfiltrieren, bei 4°C 4 Wo. haltbar.
haltbar.
50% Dextran: Box-Puffer:
Dextransulfat (MG=5x10°) 12,5¢ Formamid 50ml
H,O ca. 12ml  20x SSC 20ml
3h bei 68°C 16sen H,O ad 100ml
H,O ad 25ml
Bei -20°C lagern.

4% PFA:

Paraformaldehyd 6g
Formamid (deionisiert): 10x PBS 15ml
Ionenaustauscherharz (BioRad) ca. 5g HxO ad 150ml
Formamid ca. 45ml Bei 60°C 16sen, auf 4°C abkiihlen,
Bei 4°C lagern. frisch zubereiten.
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50x Denhardt: 1,25x Hybridisierungspuffer:
Ficoll lg 1M Tris pH 8,0 0,625ml
Polyvinylpyrrolidon lg 5M NaCl 3,75ml
BSA lg 0,SMEDTApHS8,0  0,125ml
H,O ad 100ml  50x Denhardt 1,25ml
Sterilfiltrieren, aliquotiert bei -20°C lagern. 50% Dextran 12,5ml
Formamid (deionisiert) 31,25ml
H,O ad 50ml

2.13.2 Herstellung der RNS-Gensonden

Spezifische Gensonden flir y, bis Y4 wurden durch PCR (s. 2.9) amplifizert und
anschlieBend liber BamHI- |/ Asp718-Schnittstellen in den Vektor pALI1 ligiert. Alle
Insertionen wurden auf beiden Striangen sequenziert.

Fiir die Sense- bzw. Antisense-Sonde werden je 12ug Plasmid-DNS mit BamHI bzw.
Asp718 iiber Nacht bei 37°C linearisiert (s. 2.5.1) und nach Phenol/Chloroform-Reinigung
(s. 2.3.3) mit Ethanol gefillt, in 10ul HyOpgpc geldst und bei -20°C gelagert. Die In vitro-
Transkription wird mit jeder Probe einmal ohne das radioaktiv markierte *>S-UTP , kalt“
getestet und das entsprechende RNS-Produkt gelelektrophoretisch —untersucht.
AnschlieBend wiederholt man die In vitro-Transkription mit radioaktivem *>S-UTP. Die
T7-RNS-Polymerase synthetisiert bei diesem System einen RNS-Strang, der
komplementdr zur entsprechenden Boten-RNS ist, die sogenannte Antisense-Probe. Die
T3-Polymerase synthetisiert den zur Antisense-Probe komplementéren Sense-Strang.
DNase baut nach erfolgter In vitro-Transkription die DNS-Matrize ab: Es folgt die
chromatographische Auftrennung des Ansatzes (Nick™ Column, Pharmacia). Von den
Fraktionen 1 bis 5 pipettiert man jeweils 2pul zu 3ml Szintillationsfliissigkeit und mif3t die
Aktivitdt im Szintillationszdhler. Die radioaktiv markierte Gensonde befindet sich in
Fraktion 2 und wird zur besseren Stabilitit in Hybridisierungslosung auf eine
Konzentration von 1x107dpm/ml verdiinnt und mit Transfer-RNS (tRNS, RNase-frei,
Boehringer) mit einer Endkonzentration von 0,5ug/ul und DTT mit einer Endkonzentration
von 10mM gemischt. Dabei dient DTT als Antioxidans der Stabilitit des *°S und die tRNS

der Verminderung unspezifischer Bindungen und des Hintergrundrauschens.

2.13.3 Anfertigung von Gewebsschnitten
Samtliche fiir die In situ-Hybridisierung verwendeten Maéausegewebe stammten von

erwachsenen, C57/bl6 Midusen. Die entnommen Organe wurden auf Eis zwischengelagert
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und in 2-Methylbutan eingefroren, das in einer Trockeneis-Ethanol-Mischung auf -40°C
gekiihlt wurde. In luftdichten Gefil3en konnten die Organe bei -80°C gelagert werden.

In einem Kryostat (Leica, Jung CM 3000) wurden bei -20°C 16um dicke Priparate von
den Geweben geschnitten und auf Polylysin-beschichtete Objekttriger (Polysine ™,
Menzel Glaser) aufgeschmolzen. Die Objekttrager wurden eine halbe Stunde unter
Vakuum getrocknet und bei Raumtemperatur mit 4%iger Paraformaldehydlosung fiir 20
min. fixiert. Nach einem Waschgang mit 0,5x SSC wurden die Schnitte in aufsteigenden
Ethanolkonzentrationen (50%, 70%, 95%, 100%) entwissert. Die Schnitte wurden flir
mindestens 30 min. vakuumgetrocknet. Falls sie nicht gleich zur In situ-Hybridisierung
weiterbearbeitet wurden, konnten sie bei -80°C in einer luftdichten Box zusammen mit viel

Trockenmittel (Silikagel) iiber Monate hinweg gelagert werden.

2.13.4 Standardprotokoll der In situ-Hybridisierung (nach Simmons et al., 1989)
Die trockenen, fixierten Schnitte wurden fiir 15 min. mit 2pg/ul Proteinase K in Ix

Proteasepuffer vorbehandelt.
- Waschschritt: 5 min. in 0,5x SSC

Um eine unspezifische Bindung der Sonde an den Schnitten zu vermeiden wurde das
Gewebe azetyliert:

- 3 min. in 0,1M TEA (Triethanolaminhydrochlorid) pH 8,0 inkubieren

- 10 min. in 0,25%iger Essigsdureanhydridlosung in 0,1M TEA

- 2 Waschschritte: je 2 min. in 2x SSC

Entwésserung der Schnitte:
- je 3 min. in 50%, 70%, 95%, 100% Ethanol
- 5 min. lufttrocknen

- 30 min. vakuumtrocknen

Die Objekttriger (OT) wurden in einer dicht verschlieBbaren Box waagerecht auf ein
Gitter gelegt und die Gewebeschnitte mit der dickfliissigen Préhybridisierungslosung
bedeckt, die aus 8 Anteilen 1,25x Hybridisierungspuffer, 1 Anteil IM DTT und 1 Anteil
Wasser bestand. Um ein feuchtes Milieu in der Box aufrechtzuerhalten und damit ein
Antrocknen der Hybridisierungslosung zu verhindern, wurde Saugpapier auf den
GefidBBboden gelegt und mit Boxpuffer getridnkt. Die Préhybridisierung erfolgte fiir zwei
Stunden bei 42°C.
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Sense- und Antisenseprobe (mit 1x10’dpm/ml Hybridisierungspuffer) wurden 10 min. im
65°C Wasserbad erhitzt und nach Zugabe von 80ul IM DTT pro Iml Probenldsung
zentrifugiert (2 min., 2000 rpm). 30 bis 100ul der Hybridisierungslésung mit Antisense-
bzw. Sense-Probe wurden auf die priahybridisierten Schnitte pipettiert, die man danach bei
55°C fiir etwa 16 h inkubierte.

Die Objekttriger wurden am néchsten Tag in einen Glastriger gestellt und in Glasgefifien
von unspezifisch gebundener Probe befreit. Um den im RNS/RNS-Hybrid gebundenen *°S
zu stabilisieren, enthielten die Waschlosungen 1mM DTT und 1mM EDTA pH 8,0. Die
mit Sense- und Antisense-Probe hybridisierten Schnitte wurden vollkommen gleich

behandelt.

- 2 Waschschritte: je 10 min. 2x SSC
- RNase A-Verdau: 30 min. in 20pg/ul RNase A in 1x RNase-Puffer

RNase A baut spezifisch einzelstringige RNS ab, RNS/RNS-Hybride bleiben davon

unberiihrt.

- 2 Waschschritte: je 10 min. in 2x SSC bei Raumtemperatur

- 2 Waschschritte: je 1 hin 0,1x SSC bei 60 bis 70°C

- 3 Waschschritte: je 10 min. in 0,5x SSC bei Raumtemperatur
- Entwiéssern:

- je 3 min. in 50%, 70%, 95%, 100% Ethanol

Die verdiinnten Ethanollosungen enthielten je 2,3% Ammoniumacetat, um das RNS/RNS-

Hybrid zu stabilisieren.

- 5 min. lufttrocknen

- 30 min. vakuumtrocknen

Die getrockneten Objekttrager wurden auf Karton aufgeklebt und ein Film (Kodak BioMax
MR) aufgelegt. Nach 6 bis 20 Tagen Exposition bei 4°C wurde der Film entwickelt.

2.13.5 Filmemulsion

Ob in einem Gewebe eine In situ-Hybridisierung prinzipiell stattgefunden hat, kann mit
Hilfe des exponierten Filmes geklirt werden. Um die Lokalisation der hybridisierten
mRNS auf zelluldrer Ebene bestimmen zu koénnen, mufl eine Mikroautoradiographie
durchgefiihrt werden. Das heiflt, die Objekttrdger mit den markierten Gewebsschnitten

werden mit einer Filmemulsion {iberzogen, die man nach vier- bis achtwdchiger Exposition

-25.-



Material und Methoden

entwickelt. Unter dem Lichtmikroskop kann man nun das Gewebe und die
dariiberliegenden Silberkdrner untersuchen, die durch die radioaktive Gensonde ausgeldst
wurden.

Die im folgenden beschriebenen Arbeitsschritte wurden in der Dunkelkammer ohne
jegliche Beleuchtung ausgefiihrt: Die Filmemulsion Kodak NTB-2 (Kodak) wurde 10 min.
im 42°C Wasserbad aufgeschmolzen und die Objekttrager nacheinander eingetaucht,
langsam wieder herausgezogen und senkrecht in einen Metallstdnder gestellt. Nach dem
Trocknen der Emulsion wurden die Objekttrdger in eine lichtdichte Box verpackt, die viel
Silikagel enthielt, und bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert. Die Filmemulsion bewahrte man
nach Abkiihlen - vor Licht und radioaktiver Strahlung geschiitzt - bei 4°C auf.

Entwicklung der Filmemulsion:

Die Entwicklerlosung (Kodak Developer D1-19) muflte mit Wasser 1:1 verdiinnt werden.
AnschlieBend wurden Entwickler und Fixiererlosung (Kodak Fixer) filtriert und in
GlasgefiBBen auf 15°C temperiert. In der Dunkelkammer wurden die Objekttrager aus der

Box geholt, in einen Glasstdnder gestellt und nacheinander in die Losungen getaucht:

- 4 min. in den Entwickler
- 10 sec. in Wasser
- 5 min. in den Fixierer

- 5 min. in Wasser

Anschlieend lieB man die Objekttrdger (OT) noch mindestens 30 min. im Wasser stehen,
bevor sie gefirbt wurden. Die Emulsionsschicht auf der Riickseite der OT wurde nach dem

Trocknen mit einem Skalpell entfernt.

2.13.6 Histologische Firbungen

Um die Morphologie der Gewebeschnitte untersuchen zu konnen, wurden sie nach der
Entwicklung der Filmemulsion mit Hdmatoxylin/Eosin (HE) oder Toluidinblau behandelt.
HE farbt die Kerne blauviolett und das Zytoplasma rosa, wohingegen Toluidinblau sowohl
Kerne als auch Zytoplasma bldut. Nach der Farbung wurden die Gewebeschnitte mit
DePeX-Harz (Serva) und Deckglischen bedeckt und standen fiir die Mikroskopie zur
Verfiligung.
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HE-Fiarbung:
OT fiir Imin. in die Himatoxylinlosung

2x2 min in HyO 8x in 95% Ethanol eintauchen

5 sek. in 0,1% Ammoniaklosung (frisch!)  8x in 100% Ethanol eintauchen

2x2 min. in H O 2 min. in 100% Ethalnol
fir Imin. in die Eosinlosung 2x2 min. in Xylol

Eosin-Losung: Himatoxylinlosung (Sigma):
Eosin Y 6,0g  Himatoxylin 7,5g/1
Phloxine B 1,5¢
70% Ethanol ad 250ml

Toluidinblau-Firbung: Toluidinblau-Losung:
OT fiir 10-30 min. in Toluidinblaulésung ~ Toluidinblau (Sigma) 10g/1

3x in H,O tauchen
m 30% Ethanol nach Bedarf entfiarben
trocknen lassen

2x2 min. in Xylol

2.13.7 Mikroskopie und Photographie

Die angefirbten Gewebsschnitte wurden mit einem Zeiss Axioskop im Hell- und
Dunkelfeld untersucht. Photographien wurden von 10-, 20- und 40-fachen Vergréf3erungen
mit einer Contax 167 MT-Kamera aufgenommen. Als Schwarz-Wei-Negativfilm wurde

der Kodak 5052 TMX, 100 ASA verwendet.

2.14 Koloniehybridisierung auf Nitrocellulosefiltern

Das Verfahren der Koloniehybridisierung wurde angewandt, um aus cDNS-Bibliotheken
aus Mausgehirn bzw. —niere Klone der ys bzw. s Untereinheit zu isolieren. Zundchst
wurden von den 80 Filtern, auf denen die ca. 500.000 Klone ausplattiert waren, identische
Kopien des Kolonienmusters erstellt. Das geschah durch Anfertigen eines
Abklatschpriparates auf einen zweiten Nitrocellulosefilter. Diese sogenannten Replika
wurden auf Ampicillinplatten fiir etwa 4 h bei 37°C inkubiert, bis die Kolonien darauf
ausreichend groB3 gewachsen waren. Die Bakterien auf den Replika wurden durch
Behandlung mit 0,5N Natronlauge abgetdtet und die enthaltene DNS dabei denaturiert.

Nach Neutralisation mit 1M Tris pH 7,5 wurden die Nitrocellulosemembranen fiir 2,5 h bei
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80°C unter Vakuum gebacken. Die denaturierte einzelstringige DNS wurde so auf die
Tragermembran fixiert. Durch Waschen der Filter in 3x SSC, 0,1% SDS bei 60°C konnten
die restlichen Zellbestandteile entfernt werden, und die Filter waren zur Hybridisierung
fertig.

Jeweils 20 Filter wurden in einer Petrischale (d=85mm) mit 12ml Préhybridisierungspuffer
fir 3 h bei 60°C inkubiert. Die Hybridisierung erfolgte im Hybridisierungspuffer bei 50°C
iiber Nacht. Nach 15-20 h wurde die ungebundene Sonde in folgenden Waschschritten

entfernt:

-2x Smin. in 3x SSC, 0,1% SDS-L&sung bei Raumtemperatur
-2x10 min. in  1x SSC, 0,1% SDS-Losung bei Raumtemperatur
- 2x30 min. in 0,3x SSC, 0,1% SDS-L6sung bei 50°C

Die Filter wurden auf einen Karton aufgelegt und in einer Filmkassette zwischen zwei
Verstarkerfolien mit einem Rontgenfilm bedeckt. Nach 6-24 h Exposition bei -80°C waren
die positiven Kolonien, die die gesuchte DNS enthielten, als schwarze Punkte auf dem
Film erkennbar. Durch Vergleich des Rontgenfilms mit den Originalagarplatten konnten
die richtigen Kolonien identifiziert und angezogen werden. Falls die Bakterien so dicht
gewachsen waren, daf} eine eindeutige Zuordnung des Signals zu einer Kolonie nicht
moglich war, mufiten die Bakterien eines ganzen Bereiches verdiinnt und nochmals

ausplattiert werden. Die Hybridisierung wurde mit diesen Verdiinnungen wiederholt.

Prihybridisierungslosung: Hybridisierungslosung:

20x SSC 1,8ml 20x SSC 1,8ml

50x Denhardt 2,4ml 50x Denhardt 2,4ml

ssDNS (10mg/ml) 0,18ml ssDNS (10mg/ml) 0,18ml

H,O ad 12ml 32p_Gensonde 5x10°cpm/ml
H,O ad 12ml

Die ssDNS (salmon sperm) wurde vor Verwendung fliir 10 min. zur Denaturierung

gekocht.

2.15 Zellkultur

Das Anlegen der Zellkulturen und die elektrophysiologischen Messungen wurden von

Herrn Dr. S. Dai und Frau Dr. L. Lacinova durchgefiihrt.
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2.15.1 Eukaryotische Zellinien

Fir die Expression in eukaryotischen Zellen wurde die permanente Zellinie HEK293
(ATCC® Nr. CRL 1573; Graham et al., 1977) verwendet. HEK293 Zellen sind stabil mit
dem humanen Adenovirus Typ 5 transfizierte, menschliche embryonale Nierenzellen

(human embryonic kidney cells).

2.15.2 Nihrmedium
MEM-Medium (Minimum Essential Medium) ist gut fiir das Wachstum von Sdugerzellen
geeignet, da es Aminosduren, Vitamine, Glucose und Mineralien (Eagle, 1959) enthiilt.

Zusammensetzung von MEM:

H,O (autoklaviert) 435ml  10x MEM (Biochrom) 50ml
7,4% NaHCO:s (sterilfiltriert) I5ml  Fetales Kéilberserum (FCS) 50ml
200mM L-Glutamin (sterilfiltriert) 5Sml  Antibiotika(Penicillin/Streptomycin) Sml

Das komplette Kulturmedium war in dieser Form bei 4°C etwa 2 Wochen haltbar.

Um das Wachstum von Bakterien in den Zellkulturen zu unterdriicken, wurde dem
Medium eine Mischung von Penicillin G und Streptomycin (Biochrom, Aufbewahrung:
portioniert bei -20°C) mit der Endkonzentration von 100U/ml Penicillin G und 100pg/ml

Streptomycin zugesetzt.

2.15.3 Kultur

HEK293 Zellen wachsen in adhdrenten Kulturen, sogenannten Monolayern, angeheftet an
Plastik-Kulturgefde aus Polysterol (Costar). Die Zellen wurden in Brutschrinken bei
37°C und einem CO,-Gehalt der Luft von 6% zur Konstanthaltung des pH-Wertes des

Mediums kultiviert.

Losungen:
PBS: Trypsin/EDTA:
NaCl 40g Stammlosung:0,5% Trypsin/0,2% EDTA
KCl 1,0g mit PBS 1:10 verdiinnen,
Na,HPO4*12 H,0 14,5g = 0,05% Trypsin/0,02% EDTA
KH,;PO4 1,2¢g Bei -20°C lagern.
H,O ad 5000 ml

Auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren.
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Einfriermedium:
MEM/FCS 90%
DMSO 10%

Die bei -80°C bzw. - 196°C eingefrorenen HEK293 Zellen wurden aufgetaut und in eine
Kulturflasche mit vorgelegtem Medium ausgesdt. Die zum Verdiinnen notwendigen
Losungen wiarmte man auf 37°C vor. Nach dem Absaugen des Mediums wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und durch kurze Behandlung mit Trypsin von den Kulturgefiien
abgelost. Der grofite Teil der Zellen wurde zunéchst eingefroren und spiter verwendet.
Etwa 1/10 der Zellsuspension wurde in ein neues Kulturgefil {iberfiihrt, mit frischem
Medium versetzt und im Brutschrank inkubiert (Passagieren der Zellen). Von den in ein
Rohrchen iiberfiihrten Zellen wurde die Zellzahl pro ml Suspension im Hidmozytometer
nach Neubauer bestimmt. Die Zellen konnten darauthin flir eine Transfektion ausgesét

werden.

2.15.4 Transfektion von eukaryotischen Zellen

Das Einschleusen von Fremd-DNS in eukaryotische Zellen bezeichnet man als
Transfektion. Bei der hier durchgefiihrten transienten Transfektion wurde die zirkuldre
Fremd-DNS unabhéngig vom Genom der Wirtszelle (episomal) transkribiert. Allerdings
waren die eingeschleusten Gene nur voriibergehend aktiv und gingen im Verlauf weiterer
Zellteilungen wieder verloren. Bei Kotransfektionen wurden gleichzeitig mehrere Gene im

selben Massenverhiltnis in eine Wirtszelle eingeschleust.

2.15.4.1 Transfektion mit Lipofectamin

Zur transienten Expression von Kalziumkanaluntereinheiten in HEK293 Zellen wurde ein
Lipofectamin-Reagenz (GibcoBRL) verwendet. Dieses Reagenz ist eine liposomenhaltige
Emulsion, die DOPSA (2,3-Dioleyloxy-N-[2(spermincarboxamindo)ethyl]-N,N-dimethyl-
I-propanaminium Trifluorazetat) und DOPE (Dioleylphosphatidylethanolamin) im
Verhiltnis 3:1 enthélt.

Zunédchst wurden die Zellen mit serumfreiem MEM-Medium ohne Antibiotikazusatz
gewaschen und auf Petrischalen (35mm, Costar) ausgesét. Anschliefend wurde verdiinntes
Lipofectamin-Reagenz (1 Teil Lipofectamin, 9 Teile Wasser) und die zu transfizierende
DNS mit einer Konzentration von etwa 1ug/ul zugegeben. Die Zellen wurden fiir 24-72 h
bei 37°C in einem Brutschrank mit 6% CO, inkubiert, um die Transfektion zu
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ermoglichen. AnschlieBend konnten die Zellen elektrophysiologisch gemessen werden, da

in dieser Zeit bis zu 30% der Zellen das transfizierte Protein exprimierten.

2.16 Elektrophysiologische Untersuchungen

2.16.1 Grundlagen und Durchfithrung

Es wurden sowohl Kalzium- (Ic,) als auch Bariumstrome (Ig,) im Ganzzell-Modus nach
der Patch-Clamp-Methode gemessen. Die transient transfizierten HEK293 Zellen sdte man
aus und analysierte sie zwei bis vier Tage spiter -elektrophysiologisch unter
mikroskopischer Beobachtung. Die Patchpipette, eine sehr diinne Glaspipette, die eine
Elektrode enthidlt, wurde auf die Membranoberfliche der transfizierten Zellen aufgesetzt.
Dadurch erhohte sich der Pipettenwiderstand bis in den Gigaohmbereich (Gigaseal). Durch
einen kurzen Sog wurde das von der Pipette bedeckte Membranstiick aufgebrochen, so dal3
das Innere der Pipette mit dem Zellinneren in Verbindung stand. Dieser Modus erlaubte die
Messung des Stromes der Kalziumkandle, die sich auf der gesamten Zelloberfliche
befanden. Die Ableitung erfolgte mit Hilfe der Elektrode der Patchpipette, die mit einem
Verstirker (EPC-7) gekoppelt war. Die Daten wurden je nach Experiment mit 5, 10 oder
20kHz digitalisiert und bei 1 oder 3kHz gefiltert. Die Auswertung erfolgte mit pCLAMP-
(Axon Instruments, USA) und Origin 6.0-Software (Microcal Inc.) sowie dem IEPC-9
Pulse Program (HEKA). Leckstrome und kapazitative Strome wurden in
Kontrollversuchen bestimmt und von den MeBwerten abgezogen. Die Messungen wurden
alle bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Es wurden Mittelwert und Standardabweichung anhand des Student t-Tests errechnet.

p<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.

Fiir die Untersuchung von Interaktionen mit der Ca,2.1 (014) Untereinheit des high voltage

aktivierten (HVA) Kalziumkanal-Komplexes wurden folgende Losungen verwandt:

Extrazellulire Losung (Badlosung):

NaCl 110mM  MgCl, ImM
BaCl, oder CaCl, 10mM  HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-1-

TEA-CI (Tetraethylammoniumchlorid) 20mM  piperazinethansulfonsdure 5SmM
4-Aminopyridin 2mM  Glucose 10mM

Mit NaOH auf pH 7,4 einstellen.
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Intrazellulire Losung (Losung in der Pipette):

CsCl 120mM

TEA-C1 10mM EGTA (Ethylenbis(oxonitrilo)tetraacetat) 10mM
MgATP 3mM HEPES 5SmM
GTP 0,5mM Mit CsOH auf pH 7,4 einstellen.

Interaktionen mit der Cayl.2 (oyc) Untereinheit des HVA Kalziumkanal-Komplexes

wurden mit folgenden Losungen bestimmt:

Extrazellulire Losung:

NaCl 82mM

TEA-CI 20mM HEPES 5SmM
4-Aminopyridin 2mM EGTA 0,1mM
BaCl, 30mM Glucose 10mM
MgCl, ImM Mit NaOH auf pH 7,4 einstellen.

Die Zusammensetzung der intrazelluliren Losung entsprach der bei der Ableitung der

Ca,2.1 (01a) Untereinheit verwendeten.

Das Verhalten von Ca,3.1 (04g), einem Vertreter der low voltage aktivierten (LVA) T-Typ

Kalziumkanéile, wurde mit folgenden Losungen bestimmt:

Extrazelluliare Losung: Intrazellulare Losung:

NMDG (N-methyl-D-glucosamin) 110mM CsCl 102mM
CaCl, 20mM MgATP 5SmM
CsCl SmM NaCl 5SmM
MgCl, 10mM TEA-CI 10mM
HEPES 10mM EGTA 10mM
Glucose 10mM HEPES 10mM
Mit HCI auf pH 7,4 einstellen. Mit CsOH auf pH 7,4 einstellen.

Die im Ganzzellmodus vermessenen Kalziumkandle wurden durch einen 100ms (HVA o
Untereinheiten) bzw. 40ms (T-Typ Ca,3.1 (oug) Untereinheit) langen, depolarisierenden
Testpuls aktiviert, der von -80mV bis +10mV (—20mV bis +40 mV fiir Ca,3.1 (o)) in
10mV Schritten gewdhlt wurde. Anhand der gemessenen Strome konnte die Strom-
Spannungsbeziechung mit und ohne Koexpression einer y Hilfsuntereinheit ermittelt

werden. Hieraus wurde die Inaktivierungszeitkonstante T flir depolarisierende Testpulse
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kalkuliert. Dazu fittete man im Falle der HVA Untereinheiten den schnellen aufsteigenden
Teil des Einwirtsstromes mit einer Exponentialfunktion. Im Falle der T-Typ
Untereinheiten wurde die Hodgkin-Huxley-Gleichung in ihrer m4h Form zum Fitten der
gesamten Ableitung verwandt.

Zur Bestimmung der Steady state-Inaktivierungskurve wurde bei Vermessung der HVA oy
Untereinheiten die Membran zunidchst 3 sek. auf Potentiale zwischen —80 und +50mV in
Abstinden von 10mV geklemmt. Darauf kehrte man fiir Sms zum Haltepotential von
—80mV zuriick, worauthin der 200ms dauernde, depolarisierende Puls zum maximal
aktivierenden Potential von +10 bzw. +20mV folgte. Als Ladungstriager dienten sowohl
Kalzium- als auch Bariumionen. (Fiir die Ableitung der T-Typ Kanéle: Haltepotential:
-100mV — 5 sek. konditionierender Prapuls: -120 bis —10mV in 10mV Schritten — 5ms
Riickkehr zum Haltepotential von —100mV — 40ms depolarisierender Puls von —10mV;
Ladungstrager: Kalziumionen). Aus den gemessenen Stromen konnte die Beziehung der
Inaktivierung zu den verschiedenen depolarisierenden Potentialen bestimmt werden. Das
Pripulspotential Vi, bei dem die Hilfte der Kanile inaktiviert war, wurde mit der

Boltzmann-Gleichung errechnet.

Boltzmann-Gleichung: y= A, + (Aj- A2)/(1 + e[(x-V1)/k])

x: Prapulsspannung

Vi,2: Prapulsspannung, bei der 50% der Kanile inaktiviert sind
k: Steigung der Kurve

Aj: minimaler Anteil inaktivierter Kanale (hier 0%)

A;: maximaler Anteil inaktivierter Kanéle (hier 100%)

y: Anteil der inaktivierten Kanéle an der Gesamtzahl
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3 Ergebnisse

Modulatorische 7y  Untereinheiten = haben  wesentlichen  Einfluf  auf die
elektrophysiologischen Charakteristika der HVA Kalziumkanidle. Koexpression der
skelettmuskelspezifischen y; Untereinheit mit einem Komplex aus Ca,1.2 (0c), B2a und
020-1 fiihrt zu einer Verschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve in Richtung
negativerer Potentiale und zu einer beschleunigten Strominaktivierung (Eberst et al.,
1997). Mutationen der neuronalen <y, Untereinheit sind verantwortlich fiir die bei
sogenannten Stargazer Méusen von Letts et al. (1998) beschriebenen Absencen. Defekte
anderer Untereinheiten neuronaler spannungsabhingiger Kalziumkandle und anderer

Ionenkanile fiihren zu verschiedensten neurologischen Krankheitsbildern (s. Tabelle 4-2).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals drei neue, bislang unbekannte y Untereinheiten
spannungsabhédngiger Kalziumkanéle identifiziert. Sie wurden vollstindig kloniert, ihre
cDNS Sequenz komplett bestimmt und ihre gewebsspezifische Verteilung ermittelt.
Koexpressionsstudien mit verschiedenen Kombinationen aus o,  und 0,0 Untereinheiten
und Vergleich mit den Eigenschaften der bereits bekannten Untereinheiten y; und 7,
dienten der funktionellen, d.h. elektrophysiologischen, Charakterisierung. In diesem
Zusammenhang wurde auch eine mogliche Assoziation der neu identifizierten
Untereinheiten mit LVA Kalziumkanédlen untersucht, {iber deren genaue molekulare
Zusammensetzung bislang wenig bekannt ist.

Die Datenbank accession numbers sowie alle in diesem Kapitel erwihnten Primer und die

Sequenzen der neu identifizierten y Untereinheiten sind im Anhang angegeben.
3.1 Klonierung

Als Grundlage zur Identifizierung neuer y Untereinheiten dienten die bereits bekannten
Sequenzen der skelettmuskelspezifischen y; (Bosse et al., 1990; Jay et al., 1990) und der
neuronalen <y, Untereinheiten (Letts et al., 1998). Datenbanksuchen fiihrten zur
Identifizierung mehrerer ESTs (expressed sequence tags) mit verschiedenen Homologien
zu 7y; und ¥,. Durch Screenen von cDNS-Bibliotheken konnten die Full length-Klone von
Vs, Y4 und 7ys isoliert werden. Alle erhaltenen Klone wurden jeweils auf beiden Stringen

sequenziert.
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3.1.1 1vy;Untereinheit

Grundlage der Klonierung von y; war die von Black und Lennon (1999) veroffentlichte
humane Proteinsequenz dieser Untereinheit. Sie diente zur Amplifizierung der homologen
Maussequenz mit dem degenerierten Primerpaar g31 und g32 aus einer cDNS-Bank aus

Maushirn (s. 6.2). Maus- und Humansequenz sind zu 90,5 % identisch.

3.1.2 vy4Untereinheit

Das Screenen einer cDNS-Bibliothek aus Mausgehirn mit dem partiellen EST mit der
GenBank accession number mm38636 ergab mehrere Klone. Einer von ihnen war der Full
length-Klon von 4 (s. 6.2).

3.1.3 vysUntereinheit

Die bereits aus iiberlappenden ESTs (GenBank accession numbers: ai048969, aa8817904,
mml 155303, mma69349) erhaltene vollstindige Sequenz von s, die Start- und Stopcodon
beinhaltete, wurde nach Amplifizierung des Gesamtfragments aus einer gemischten
Organpraparation von neugeborenen Méusen und durch das Screenen einer Nieren-cDNS-
Bibliothek aufgeklért (s. 6.2). Die zur Identifizierung von s und 7ys verwendeten ESTs
wurden wie in Abschnitt 2.8 beschrieben auf Grundlage der Proteinsequenzen der

Untereinheiten y; und ¥, aufgefunden.

Die Proteinsequenzen der so identifizierten neuen y Untereinheiten sind zusammen mit den
bereits bekannten Sequenzen von y; und ¥, in Abbildung 3-1 dargestellt. Dieses Alignment
zeigt interessante Ubereinstimmungen beziiglich der Aminosiureidentititen der einzelnen
v Untereinheiten auf. So sind die y; und ys Untereinheit untereinander sowie zu den
restlichen y Untereinheiten nur zu etwa 25% identisch. y, hingegen besitzt zu y; eine 75,6
prozentige und im Vergleich zu vy, eine 60 prozentige Identitét.

Desweiteren féllt auf, daB die y; Untereinheit mit 223 und die ys Untereinheit mit 211
Aminoséduren deutlich kiirzer sind als y» (323 Aminoséduren), y; (315 Aminosduren) und V4
(327 Aminosduren). Dies ist bedingt durch den lingeren C-Terminus von 7,4, der
Hydrophobizititsanalysen zufolge intrazelluldr gelegen ist und eine Konsensus-
Phosphorylierungsstelle flir cAMP/cGMP abhéngige Proteinkinasen beinhaltet.
Hydrophobizititsanalysen aller <y Untereinheiten ergeben jeweils vier hydrophobe

Segmente. Diese entsprechen wahrscheinlich vier Transmembransegmenten. Trotz der
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geringen  Sequenzhomologie  zwischen y; und ys fallen die
Hydrophobizititsprofile und ein hochkonserviertes GLWxxC-Motiv auf.
-1 PSQT . KTAKV RV. LEF Br. HLEHHN 43
-2 INTEEF R4 RG. . VEKTKS 44
-3 INYehuodaTinds] RG. . VBRTKS 44
-4 INAehuorating] BAH . I[@NGTN 45
5 IVCWALAVVL E?vs1 DGHW 50
v1 ETCEA..... AVHNKDISS . . 76
2 VSENE..TSK NFKEL 88
-3 TSDNE..TSR AF i 88
¥4 LTMDDGPPPR IYREHSFR . . 91
¥5 LLVED..... HSEPHELRDL 85
1 cBKNCS. . YF TQKE....Y S...... sa 108
-2 WAE Y3 TARSEF YKTRHNT 137
3 FgzQmT ASEF HRSIFHSV| 137
4 FDHBSS TGI\GRI YSRKNNIVI® 140
5 LAVGMG. . SQ EDV RS [.KWAIG 129
IIVGSRMCAFL ....LrRPABM FN....2[AG 149
.KSDS S YGWSFYFGA [RER!
. .QRDS S YGWSFYFGA [REE!
KRDEDKIgNH] 189
....LLGFTL 171
......... S BDTVWIE... ....HYfSWS 182
HKQMIATARA TDYLQAS..A ITRIESHIEY 232
HQQMAARSHS ELLKKST... FA 230
NKEBIFKTKR IHFLKASSSSP YA 239
......... Q PWDPPAG... ..... 201
......... .AAFILLF LGGLFLLLFS [#PRMP...QN 211
SHEED) VIREFNT LESTEIFUVES DIJLEAAT 282
IS RDI . ISISEFHT STDI DIZSISLTM 276
5= SRDA LigI TGA GELZUVEY EigLIGVTT 288
.......... EYDETSL e e .. 211
*
1 ....pweBcM PR EPER. . ... . .223
-2 TPTATYNEBR BNS !NC TQKDSIRDSIE ANTANI NS IR 323
3 ..GTLLNEBR |3 EE\E,‘HNS TPKEFYESLEE NNPANI:Ywy-SRY 315
¥4 .. AASYSHBQ DA M!DF FQQDLIGEGFIH| VSMLIIUSy- IR . 327
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Abbildung 3-1: Aminosiurensequenz Alignment von 7; bis ys. Weille Buchstaben auf schwarzem Grund:
Positionen mit mindestens drei identischen Aminosduren; *: C-terminale consensus site der

neuronalen Y,4 Untereinheiten fiir die cAMP/cGMP abhingige Proteinkinasenphosphorylierung
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3.2 Northern blot-Analyse

vi ist ausschlieBlich im Skelettmuskel (Jay et al., 1990; Bosse et al., 1990; Powers et al.,
1993; Eberst et al., 1997; Wissenbach et al., 1998), v, nur im ZNS zu finden (Letts et al.,
1998).

Skelettmuskel
Leber
Lunge

Milz
Gehirn

Hoden
Niere
Herz

kb

=95
=75

Y'3 -4.4

had =24

=1.35

kb

=95
=7.5

-4.4

=24
=-]1.35

kb
-4

-24

= ].35
0’ -

Abbildung 3-2: Northern blot-Analyse von Vi, Ys und vs.

V-5

Zur genaueren Untersuchung der Expression der neu identifizierten y Untereinheiten in
verschiedenen Geweben wurden Northern blot-Analysen mit **P markierten Sonden

durchgefiihrt. Dazu wurden folgende Fragmente als Sonden verwendet:

vs: Nukleotide 131 bis 853, amplifiziert mit dem Primerpaar g33 und g34
Ys: Nukleotide 501 bis 957, amplifiziert mit dem Primerpaar g43 und g44
vYs: Nukleotide 131 bis 508, amplifiziert mit dem Primerpaar g53 und g54

Daraus ergab sich folgende, in Abbildung 3-2 wiedergegebene Gewebsverteilung:
Die y; und 7ys Untereinheiten kommen ebenso wie ¥, nur im Gehirn vor. Selbst bei sehr

langen Expositionszeiten konnten keine zusdtzlichen Signale in anderen Geweben
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detektiert werden. Die Liange des mRNS Transkriptes von 73 betrigt 2,4kb, die desjenigen
von Y4 3,8kb. Demgegeniiber hat die von Letts et al. (1998) bestimmte mRNS von 7y, eine
Grofle von 6-7kb mit einigen kleineren Fragmenten.

vs kommt nahezu ubiquitdr vor (in Leber, Niere, Herz, Lunge, Skelettmuskel und etwas

schwicher im Hoden). Die Grof3e des mRNS Transkriptes entspricht 1,1kb.

3.3 In situ-Hybridisierung

Zur genauen Lokalisation der neu identifizierten neuronalen Untereinheiten y; und ys im
ZNS wurden im Rahmen dieser Arbeit In situ-Hybridisierungen an Gehirnschnitten
angefertigt. Zusitzlich wurde eine Hybridisierung mit y, durchgefiihrt und mit derjenigen
von Letts et al. (1998) verglichen. Die Expressionsmuster der drei neuronalen vy
Untereinheiten konnten so direkt einander gegeniibergestellt werden. Die amplifizierten
DNS-Fragmente stammten aus der fiir jede Untereinheit spezifischen variablen Region des

C-Terminus. Einen genauen Uberblick zeigt Tabelle 3-1:

Lokalisation der Sonde | verwendete Primer

72 | Nukleotide 820-947 g25; g26

vs | Nukleotide 748-912 g35; g36

74 | Nukleotide 839-980 g45; g46

Tabelle 3-1: Lokalisation der Sonden zur In situ-Hybridisierung von 7,, y; und ;.

Die Auswertung der ca. 10 Tage aufliegenden Rontgenfilme ergab fiir jede Untereinheit
ein spezifisches Verteilungsmuster, das aus Abbildung 3-3 und Tabelle 3-2 ersichtlich ist.
Die genaue mikroskopische Untersuchung der Schnitte nach vier- bis achtwdchiger
Mikroautoradiographie erbrachte zusitzlich, da 7y, im Kleinhirn vornehmlich in der
Purkinje-Zellschicht vorhanden ist, wéhrend sich 7y; préferentiell in der Molekular-

Zellschicht darstellt (s. Abbildung 3-4).

3.4 Elektrophysiologische Charakterisierung von v, ys und s

Die hier dargestellten elektrophysiologischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit
mit Frau Dr. L. Lacinova und Herrn Dr. S. Dai erhoben.
Zur Untersuchung moglicher molekularer Assoziationen und zur funktionellen

Charakterisierung der neu identifizierten Y Untereinheiten fiihrten wir Koexpressionsstu-
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Abbildung 3-3: In situ-Hybridisierung von 7y; (A), v (B,C) und 7y, (D-F) an Gehirnschnitten der Maus.
Ce: Kleinhirn; Co: GroBhirnrinde; CP: Nucleus caudatus und Putamen; Ha: Habenulae; Hi:
Hippocampus; OB: Bulbus olfactorius; Th: Thalamus

Lokalisation % | Y ¥4 | Funktion
Endhirn
GroBhirnrinde ++ | +++ | - | hochstes Integrationsorgan des Gehirns
Olfaktorischer Bulbus | ++ [ ++ |+++ | erste Schaltzentrale olfaktorischer Reize
Striatum (z. Basalggl.) ++ | +++ | extrapyramidalmotorische Bewegungszentren
limbisches System emotionale Farbung von Wahrnehmungen und Ideen
Hippocampus ++ | +++ | - [Informationsiibergang vom Kurzzeit- zum Langzeitgedédchtnis
Zwischenhirn
Thalamus ++ - ++ | zentrale Schaltstelle und Endpunkt vieler Sinnesbahnen
Habenulae (z. Epithal.) | - - |+++ | Vermittlung zwischen Vegetativum und limbischem System
Kleinhirn Koordination von Bewegungen, Gleichgewicht
Purkinje-Zellschicht +H+| - +
Molekular-Zellschicht | ++ - |+
Granular-Zellschicht ++ - +

Tabelle 3-2: Lokalisation von 7,4, im Gehirn. Die einzelnen Hirnregionen sind nach
entwicklungsgeschichtlichen Gesichtspunkten gegliedert. Ihre Funktion ist kurz skizziert.

Abbildung 3-4: Dunkelfeldmikroskopie der Kleinhirnregion der Maus nach /n situ-Hybridisierung der
Schnitte mit spezifischen Sonden fiir 7, (A) und 74 (B). Der Balken entspricht einer Lange von
500um.
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dien mit der in Herz und Gehirn lokalisierten L-Typ Kalziumkanaluntereinheit Ca,1.2
(ouic) und der gehirnspezifischen Non-L-Typ Ca,2.1 (o4) Untereinheit in HEK293 Zellen
durch. Die {iberlappenden Verteilungsmuster der o; und y Untereinheiten (s. Tabelle 4-1)
legten diese Experimente nahe. Eine mogliche Assoziation mit LVA Kalziumkanilen
wurde durch Koexpression mit Ca,3.1 (o) untersucht.

In einem ersten Ansatz wurde das bereits von Letts et al. (1998) zur Charakterisierung der
Y2 Untereinheit beschriebene neuronale Modell bestehend aus Ca,2.1 (0ta), B1a und 00-1
verwandt. Dieser Komplex wurde mit y,, ¥4+ bzw. s koexprimiert. Die y; Untereinheit
wurde aufgrund ihrer ausgeprigten Sequenziibereinstimmung mit <y, und des daher
angenommenen #dhnlichen Verhaltens nicht weiter charakterisiert. Die Spannungs-
Leitfihigkeitsbeziehung von I, unter diesen Bedingungen ist in Abbildung 3-5A
dargestellt. Lediglich bei Koexpression mit 7y, verschob sich die Aktivierungskurve
signifikant zu positiveren Potentialen. Wie bereits von Letts et al. (1998) beschrieben
bewirkte die Koexpression mit y, eine Verschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve
hin zu hyperpolarisierteren Potentialen, ein Effekt, der auch fiir die s, nicht aber die 7s
Untereinheit  nachgewiesen = werden  konnte (s.  Abbildung 3-5B). Die
Inaktivierungszeitkonstanten T; und T, waren signifikant vermindert im Falle einer
Koexpression mit y, oder Y4 (s. Abbildung 3-5C).

Zur Uberpriifung eines rein neuronalen Modells wurde in einer zweiten Versuchsreihe statt
der skelettmuskelspezifischen [, Untereinheit die von Perez-Reyes et al. (1992)
beschriebene neuronale B, (nf32,) Untereinheit zusammen mit Cay2.1 (0ta), 020-1 und v,
koexprimiert. Diesmal wurde zusitzlich Ba’" als Ladungstrager verwendet.
Interessanterweise war nur bei Verwendung von Ca®" die bereits beschriebene
Verschiebung der spannungsabhéngigen Inaktivierungskurve zu negativeren Potentialen zu
beobachten. Die Verwendung von Ba®" als Ladungstriger hatte den gegenteiligen Effekt.
Hier verschob sich die Kurve in Richtung positiverer Potentiale (s. Abbildung 3-6A). Die
Spannungsabhingigkeit der Leitfihigkeiten wurde ebenfalls mit Ba*" und Ca*" untersucht.
Nur bei Verwendung von Ba®* war unabhingig von der Koexpression mit ¥, eine
Verschiebung der spannungsabhidngigen Aktivierung zu hyperpolarisierten Potentialen hin
festzustellen (s. Abbildung 3-6B).

Eberst et al. hatten 1997 die y; Untereinheit in Koexpression mit der L-Typ Cay1.2a (0ic.),
der kardialen B, (cPB2a) und der 020-1 Untereinheit untersucht und dabei festgestellt, daf3

sich in diesem Komplex die Steady state-Inaktivierungskurve um ca. 30mV in den
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negativeren Bereich verschob. Die Inaktivierung wurde beschleunigt. Analog dazu
untersuchten wir den Effekt einer Koexpression von ¥, und s mit diesem Komplex unter
Verwendung von Ba®" als Ladungstriger. Wie aus den Abbildung 3-6C/D ersichtlich
wurde nur flir y,, nicht aber fiir ¥s, eine kleine, aber signifikante Verschiebung der Steady
state-Inaktivierungskurve und der Spannungs-Leitfahigkeitsbeziechung in Richtung
positiverer Potentiale gemessen. Eine Koexpression von Cayl.2a (0lca), ¢B2a und ys ohne
020-1 bliecb ohne EinfluB. Die genannten Ergebnisse sind nochmals in Tabelle 3-3

wiedergegeben.
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Abbildung 3-5: Modulation der spannungsabhingigen Aktivierung und Inaktivierung des Ca,2.1 (0l;4)
Kalziumkanals durch verschiedene y Untereinheiten. Die verschiedenen Kombinationen der
Untereinheiten sind in den jeweiligen Graphiken angegeben. A: Spannungs-Leitfahigkeitsbeziehung
von I¢, in An- und Abwesenheit verschiedener y Untereinheiten. G wurde wie in den Erlduterungen
zu Tabelle 3-3 angegeben berechnet. Die Daten wurden gemittelt und mit der Boltzmann-Gleichung
gefittet. B: Fiir I, in An- und Abwesenheit verschiedener y Untereinheiten gemessene Steady state-
Inaktivierungskurven (s. 2.16.1). Kurven normalisiert auf die maximale Amplitude. C: Vergleich der
Inaktivierungseigenschaften von Ca,2.1 (0 4) bei Koexpression mit verschiedenen y Untereinheiten.
Zusitzlich abgebildet sind die Zeitverldufe von Ic, nach einer einsekiindigen Depolarisation auf
+20mV (Kurven normalisiert auf dieselbe Amplitude). Ic, lieB sich am besten als Summe zweier
abfallender Exponentialfunktionen beschreiben. A;: Prozentsatz des schnellen Teils der
Inaktivierung (T,); To: langsamer Teil der Inaktivierung; *: signifikanter Unterschied bei P<0,05
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Abbildung 3-6: Vergleich der Steady state-Inaktivierungskurven und Leitfihigkeiten fiir Ic, und I,
von Ca,2.1 (015), NPy, und 0,8-1 mit und ohne y; bzw. Ca,1.2 (0;c), B2, und 0,6-1 mit und ohne ¥,
bzw. ys in HEK293-Zellen (genaue Kombinationen in den Abbildungen angegeben). A,C: Steady
state-Inaktivierungskurven (10mM Ca®* (A) oder Ba®" (A,C) als Ladungstriger; Ableitungen
entsprechend Abbildung 3-5). B,D: Boltzmann Berechnungen der spannungsabhéngigen
Leitfdhigkeiten der in A bzw. C vermessenen Kombinationen

Die oy Untereinheiten der T-Typ Kalziumkanile besitzen kein typisches Motiv zur
Interaktion mit B Untereinheiten (Perez-Reyes et al., 1998). Die Unterbindung der
Expression aller B Untereinheiten in Neuronen der priméren sensorischen Hirnrinde
dnderte nichts an den elektrophysiologischen Eigenschaften dieser Kanile (Lambert et al.,
1997).

Uber mogliche Assoziationen von LVA T-Typ Kanillen mit y Untereinheiten war bis zu
Beginn unserer Arbeit nichts bekannt. Wir fiihrten deshalb Koexpressionsstudien von 72, V4
bzw. s und Ca,3.1 (ot1) mit 20 mM Ca®" als Ladungstriger durch.

Die Spannungsabhingigkeit der Aktivierungskurve blieb unverdndert. Die Steady state-
Inaktivierungskurven wurden leicht zu positiveren Potentialen hin verschoben, ein Effekt,

der lediglich fiir vy, signifikant war. Die Erholungszeit nach spannungsabhéngiger Inakti-
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Stromdich- Aktivierung Inaktivierung

Kanal te (pA/pF) | Vos(mV) k n| Vos(mV) k n
Ca,2.1(0t14)P1a028-1(Ca*") 34.848.7 +11.940.1 | 45+0.1 | 8| -15.0203 | 6.9+02 | 7
Ca,2.1B1,0,8-1y2(Ca*") 29.9+3.4 +15.040.1% | 4.440.1 | 9 | -18.74#0.4% | 6.340.4 | 9
Ca,2.1B1,0,8-1y4(Ca’") 35.949 .3 +10.8+02 | 42402 | 8 [ -20.0#0.3* [ 63403 | 6
Ca,2.1B1,0,8-1y5(Ca’") 36.048.9 +11.340.2 | 43202 [ 9| -14.9+02 | 6.940.2 | 8
Ca,2.1B,,0,8-1(Ca”") 40.842.7 +13.940.2 | 3.8+0.1 | 9| +4.6t05 | 3.6t0.3 | 8
Ca,2.1B3a008-175(Ca”) 42.948.4 1124201 | 3.9%0.1 | 10| +13£0.8* | 4.6£0.7 | 8
Ca,2.1B,,0,8-1(Ba’") 45.948.8 +6.9404 | 44202 | 8| -6.5405 | 69404 | 6
Ca,2.1B,,0,8-1y2(Ba>") 46.546.2 +73403 | 45202 | 8| -1.9+0.7% | 7.0+06 | 6
Ca,1.2(010)Pra028-1(Ba*") | 62.8£7.0 +2.020.4 | 59402 | 18] -19.8+0.6 | 9.80.6 |16
Ca,1.2B,,0,8-1y2(Ba* ) 45.148.2 +7.3+03* | 6.1202 | 9 | -16.540.7* [11.240.6] 7
Ca,1.28,,0,8-1y5(Ba’") 59.9+9.7 +1.940.4 | 62403 [11] -17.240.6 | 9.1£0.5 | 8

Tabelle 3-3: Effekte der verschiedenen 7Y Untereinheiten auf die Aktivierungs- wund
Inaktivierungseigenschaften verschiedener Kombinationen von Kalziumkanal Untereinheiten.
HEK?293 Zellen wurden transient mit cDNS-Plasmiden der angebenen Untereinheitskombinationen
transfiziert. Zur Analyse der spannungsabhidngigen Aktivierung wurde die Leitfahigkeit G anhand
der Gleichung G(V)=I/(V-V,,) berechnet (I:Stromstirke; V:Potential des Testpulses; Vi
gemessenes Umkehrpotential). Die erhobenen Daten wurden gemittelt und mit der Boltzmann-
Gleichung gefittet: G(V)=Guax/(1+exp[(V-Vy)/k]) mit Vy: Potential der halbmaximalen Aktivierung
und k: Steigung. n: Anzahl der gemessenen Zellen; *: signifikanter Unterschied mit P<0,05

vierung war signifikant verlangsamt bei y, und 7ys. Der zeitliche Verlauf der Aktivierungs-
und Inaktivierungskurven wurde durch die ys Untereinheit signifikant liber den gesamten
Potentialbereich beschleunigt. 4 zeigte entsprechende Eigenschaften nur bei Spannungen
oberhalb der Schwelle der Stromaktivierung. All dies deutet auf eine mogliche Assoziation
von s als modulatorische Hilfsuntereinheit mit LVA Kalziumkanélen hin.

Ferner wurde die Moglichkeit der Existenz zusétzlicher modulatorischer Untereinheiten
des Ca,3.1 (ou)-ys Komplexes in Betracht gezogen. Da Ca,3.1 (o) wie bereits erwadhnt
iber keine Interaktionsstelle fiir B Untereinheiten verfiigt, wurde die mogliche Assoziation
mit einem Vertreter der 0,0 Untereinheiten untersucht. Weder 00-1 noch 0,0-3
modulieren die Kanaleigenschaften von Ca,3.1 (o) (Lacinova et al, 1999). Wir
konzentrierten uns deshalb auf die Kombination von Ca,3.1 (o) und 028-2 mit und ohne
Koexpression von vs. Es zeigte sich, da3 schon die Koexpression von 0,0-2 alleine mit
Ca,3.1 (oug) zu einer signifikanten Verschiebung der Spannungsabhingigkeit der Steady
state-Inaktivierung zu negativeren Potentialen fiihrte. Dieser Effekt war unabhédngig von
einer zusétzlichen Koexpression der 75 Untereinheit. Die Ergebnisse der
Koexpressionsstudien mit der Ca,3.1 (o) Untereinheit sind nochmals in Abbildung 3-7

wiedergegeben und in Tabelle 3-4 zusammengefal3t.
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Abbildung 3-7: Effekte von ¥,, Y4 und ys auf die spannungsabhingige Aktivierung und Inaktivierung
von Ca,3.1 (0;6) (Kombinationen wie in A angegeben). A: Steady state-Inaktivierungskurven. Die
in 2.16.1 beschriebene Pulssequenz wurde alle 10 sek. wiederholt. Die Amplituden wurden anhand
der maximalen Testpulsamplituden normalisiert und gemittelt. Durchgezogene Linien: mit der
Boltzmann-Gleichung gefittete gemittelte experimentelle Daten. B: Recovery von der
spannungsabhéngigen Inaktivierung. (T1: Puls von 40ms bis zum Maximum der Strom-
Spannungsbeziehung. Kanalinaktivierung durch Stromsto von 5 sek. auf OmV. Nach
unterschiedlichen Erholungszeiten A wurde die Stromamplitude nochmals mit einem Testpuls T2
untersucht, der identisch zu T1 war). Das Ausmall der Erholung wurde mit Ip/It; erhalten. C:
Spannungsabhéngigkeit der Zeitkonstanten Ty, der Strominaktivierung (s. 2.16.1). Der Einschub
zeigt den aufsteigenden Teil von auf dieselbe Amplitude normalisierten Strémen, die bei einer
Depolarisierung auf —10mV (Gipfel der Strom-Spannungsbezichung) gemessen wurden. D:
Spannungsabhéngigkeit der Stromaktivierungs-Zeitkonstanten T, fiir Membranpotentiale von
—30mV bis +40mV (s. Erlduterung zu C). In der Figur angegeben ist ein Beispiel der wihrend eines
Testpulses auf —20mV erhaltenen Stromverldufe, die zum besseren Vergleich auf dieselbe
Amplitude normalisiert wurden. Beachte die unterschiedliche Skalierung der Y-Achse fiir
Depolarisationen zwischen —30mV und —20mV (links) sowie zwischen —10mV und +40mV (rechts).
#: signifikanter Unterschied zwischen Ca,3.1 (0g) und Ca,3.1 (0¢) + ¥4 (P<0,05); *: signifikanter
Unterschied zwischen Ca,3.1 (tt;) und Ca,3.1 (o) + Y5 (*: P<0,05; **: P<0,01; ***P<0,001)
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Aktivierung Inaktivierung

Kanal I(pA/pF) Vi.s(mV) k Vi.s(mV) k T(ms)
Ca,3.1(oug) [62£7(20) -24.9+1.2(12) |3.940.3 |-54.9+£1.2(9) 4.31+0.2 [2514+24(9)
Ca3.1p 87+£13(13) |-24.4+1.6(10) [3.840.2 |-51.4+1.4(10) 4.240.2 [33614**(8)
Ca,3.1y, 79+12(14) |-23.941.3(10) |4.1+0.2 ]-50.0+1.4*(11) [3.940.2 [320+17*(10)
Ca,3.1vs 7349(22) -24.1+£1.0(12) |3.940.2 |-51.7£1.2(11) 4.5+0.2 [248+11(9)
Ca,3.100-2 93+15*(17) |-22.340.8(12) |4.1+0.2 ]-50.4+0.7**(11) [4.0+£0.2 [279+12(10)
Ca,3.100-2ys |85+12(18) |-21.4+1.1(19) |4.240.2 |-49.3+1.1** (11) |4.1£0.3 | 296425

Tabelle 3-4: Effekte von v,, Vs und s auf die spannungsabhingige Aktivierung und Inaktivierung des
Ca,3.1 (o) T-Typ Kalziumkanals. I: gemittelte Stromdichten aller getesteten Kombinationen.
Berechnung der Aktivierung mit Hilfe der Boltzmann-Gleichung wie in Tabelle 3-3. Die Steady
state-Inaktivierung wurde wie in Abbildung 3-7 beschrieben gemessen und mit der Boltzmann-
Gleichung gefittet. Die resultierenden Vs und k Werte wurden gemittelt. In der letzten Spalte ist die
gemittelte Recovery T der spannungsabhingigen Inaktivierung wiedergegeben (s. Erlduterung zu
Abbildung 3-7). *: P<0,05 zwischen Ca,3.1 (0yg) und Ca,3.1 (o) + va; **: P<0,01 zwischen
Ca,3.1 (o) und Ca,3.1 (0116) + 2. Die Anzahl der gemessenen Zellen ist in Klammern angegeben.
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4 Diskussion

Uber viele Jahre galt die skelettmuskelspezifische, modulatorische y Untereinheit als
einziger Vertreter ihres Typs. Letts et al. (1998) identifizierten als verantwortliches
Genprodukt fiir die Absenceepilepsien bei Stargazer Méusen ein Protein, das sich als
weiteres potentielles Mitglied einer Genfamilie von y Hilfsuntereinheiten erwies (Y2).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals drei weitere Vertreter dieser
Untereinheitenklasse identifiziert und charakterisiert. Zwei der drei neuen y Untereinheiten
sind im Gehirn, die dritte in peripheren Geweben lokalisisert. Koexpressionsstudien mit
unterschiedlichen Kombinationen aus oy, B und 0,0 Untereinheiten dienten der
funktionellen Charakterisierung von 7s.s.

Zeitgleich zu unseren Arbeiten fiihrten Black et al. (1999) und Burgess et al. (1999)
unabhéngig voneinander Datenbanksuchen nach weiteren humanen y Untereinheiten durch.
Mit Ausnahme der humanen ys Untereinheit, die nicht der von uns identifizierten murinen
vs Untereinheit entspricht, fiihrten ihre Recherchen zu dhnlichen Ergebnissen. y; des
Menschen konnte so Chromosom 16, Y4 und Vs genau wie y; Chromosom 17 und ¥
Chromosom 22 zugeordnet werden. Allerdings untersuchte keine der beiden Gruppen

Lokalisation und Eigenschaften der neu entdeckten Untereinheiten.

4.1 Sequenzvergleich und Hydrophobizititsanalysen der Aminosiaure-

sequenzen der y Untereinheiten

Ein Alignment der Untereinheiten y; bis Vs ist bereits in Abbildung 3-1 gezeigt. Abbildung
4-1 illustriert die Sequenzhomologien anhand eines phylogenetischen Stammbaumes. Es
fillt auf, daB die neuronalen Y4 mit 75,6 bzw. 60 % fiir v, zu y3 bzw. ¥4 hohe Identitdten
aufweisen, ihre Verwandtschaft mit y; oder ys aber nur ca. 25% betrigt. Trotzdem konnte
die Zugehorigkeit aller beschriebenen Untereinheiten zur Familie der yy Untereinheiten
mittels der in Hydrophobizitdtsanalysen ermittelten vier Transmembransegment-Struktur
sowie der in allen Féllen iibereinstimmenden Intron-Exon-Struktur mit jeweils vier Exonen

bestdtigt werden (s. auch Black et al., 1999; Burgess et al., 1999).
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Abbildung 4-1: Phylogenetischer Stammbaum aller y Untereinheiten.

Die neuronalen Untereinheiten >4 besitzen einen ca. 100bp lingeren C-Terminus als vy,
und 7s. Letts et al. (1998) spekulierten, dall dieser verlingerte C-Terminus eine Rolle bei
Protein-Protein-Wechselwirkungen iibernechmen und iiber solche Interaktionen an der
Entstehung von Spike wave-Komplexen im EEG bei Stargazer Maiusen beteiligt sein

konnte.

4.2 Gewebsverteilung der einzelnen y Untereinheiten

Von der skelettmuskelspezifischen y; Untereinheit ist schon lange aus verschiedenen
Spezies bekannt, dal sie mit der ebenfalls skelettmuskelspezifischen Cay,l.1 (0us)
Untereinheit assoziiert ist (Miller, 1992).

Die von Letts et al. (1998) beschriebene Verteilung der y, Untereinheit im Maushirn
konnte von uns bestitigt werden. Die Gewebsverteilung der iibrigen Untereinheiten der y
Familie wurde erstmals im Rahmen dieser Arbeit beschrieben. Tabelle 4-1 faBit die in den
Abschnitten 3.2 und 3.3 beschriebenen Ergebnisse zusammen und vergleicht die
Lokalisationen von ;.5 mit denjenigen der neuronalen Non-L-Typ Ca,2.1 (04), der L-Typ
Cay1.2 (ouc) und der T-Typ Ca,3.1 (oug) Untereinheiten. Aus dieser Zusammenstellung
geht hervor, daBl diese Untereinheiten im Gehirn &hnliche Lokalisationen wie die
neuronalen Y,4 aufweisen; Vs ist parallel zu Cay1.2 (o) und Cay3.1 (o) u.a. auch im
Herzen anzutreffen. Dies stiitzt die FErgebnisse unserer bereits beschriebenen

elektrophysiologischen Koexpressionsstudien.
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Ca,2.1|Ca1.2|Ca3.1| 1 T2 T Ya s
(oua) | (ouc) | (0ac)
Skelettmuskel - - - +++ - - - ++
Leber - - - _ _ _ _ T
Niere - - - - _ _ - Tt
Herz - ++ ++ - - - - ++
Lunge - - - - - - _ ++
Hoden - - - - - _ _ n
Gehirn
Olfaktorischer Bulbus ++ ++ ++ - ++ ++ |+ -
GroBhirnrinde ++ - ++ - ++ 4+ . )
Hippocampus +++ ++ ++ - ++ +++ - .
Thalamus ++ + ++ - ++ - ++ -
Striatum +++ - - - - ++ +++ -
Habenulae - - + - - - T+ ;
Kleinhirn
Purkinje-Zellschicht -+ - Ao - 4+ - + B
Molekular-Zellschicht ++ - + - ++ - +++ -
Granular-Zellschicht -+ ++ + - ++ - + B

Tabelle 4-1: Gewebsverteilung der Ca,2.1 (0444), Ca,1.2 (0lic), Ca,3.1 (0lic) sowie y;.s Untereinheiten.

4.3 Elektrophysiologische Charakterisierung von 7y;._s

Die skelettmuskelspezifische <y, Untereinheit ist schon lange bekannt und auch
elektrophysiologisch charakterisiert. Singer et al. (1991) und Eberst et al. (1997)
berichteten eine Verschiebung der Inaktivierungskurven um 30mV in Richtung negativerer
Potentiale bei Koexpression von Ca,1.2 (oc), kardialem B, (cPz.) und 0p6-1 mit ;.
Aktuelle Resultate einer /n vivo-Studie des murinen L-Typ Kalziumkanals des
Skelettmuskels bestdtigen dies: Freise et al. (2000) fanden nach Ausschaltung des y; Genes
einen erhohten dihydropyridinsensitiven Kalziumstrom und eine zu positiveren Potentialen
hin verschobene Steady state-Inaktivierungskurve.

Letts et al. (1998) fiihrten In vitro-Koexpressionsstudien von y, mit einem Komplex aus
der neuronalen Ca,2.1 (0t1a), B1a und 0,0-1 Untereinheit durch und sahen analog zu v; eine
Linksverschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve. Eine Mutation der y, Untereinheit
fiihrt demzufolge aufgrund eines iibermdBigen Kalziumeinstroms in neuronale Zellen
schon bei normalem Ruhepotential zu den bei sogenannten Stargazer Maiusen
beobachteten absencedhnlichen Epilepsiezusténden.

Demgegeniiber bringen Chen et al. (2000) das als Stargazin bezeichnete Genprodukt der
Stargazer Méuse mit der Ausbildung defekter AMPA Rezeptoren in zerebelldren

Granularzellen und hippocampalen Pyramidenzellen in Verbindung. In ihrem [In vitro-
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Modell weisen sie der ¥y, Untereinheit eine essentielle Rolle fiir den Transport von AMPA
Rezeptoren zur neuronalen Oberflache und ihre korrekte Positionierung in der Postsynapse
zu. Der letztendliche Beweis einer direkten Assoziation in vivo steht allerdings aus.

Die von uns identifizierten neuronalen Untereinheiten y; und ys4 sind mit 75,6 und 60%
Sequenzhomologien der y, Untereinheit sehr verwandt. Um ihre Effekte mit denen von 7,
zu vergleichen, wéhlten wir die bereits von Eberst et al. (1997) fiir y; bzw. Letts et al.
(1998) fiir y, verwendeten Komplexe aus Cay,1.2 (0ii¢c), ¢P2a und 020-1 bzw. Ca,2.1 (044a),
Bia und 0p0-1 und exprimierten diese mit Yy,, ¥4 und vs. Die von beiden Arbeitsgruppen
beschriebenen Effekte konnten bei Verwendung von Ca®" als Ladungstriger fiir 1> und ya,
nicht jedoch fiir s — unabhéngig von einer Koexpression mit oder ohne 0,0-1 - bestitigt
werden. Bei Verwendung von Ba®" als Ladungstriger wurde fir v, und 74
iiberraschenderweise eine Rechtsverschiebung der spannungsabhingigen Inaktivierung
beobachtet. Die physiologische Relevanz dieser Entdeckung konnte bislang nicht geklart
werden.

Hieraus schluf3folgern wir, dafl die ys Untereinheit wahrscheinlich keine modulatorische
Hilfsuntereinheit von HVA Kalziumkanélen ist.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse und unter Zuhilfenahme der in Tabelle 4-1
gegebenen Expressionsmuster der einzelnen o und y Untereinheiten untersuchten wir die
Moglichkeit einer Assoziation der neu entdeckten y Untereinheiten mit Ca,3.1 (o), einem
Vertreter der T-Typ Kalziumkanéle. Dolphin et al. (1999) fanden bei Koexpression von
Ca,3.1 (0yg) mit Bip bzw. 0,0-1 eine vermehrte Expression von Cay3.1 (oyg) in der
Plasmamembran von COS-7 Zellen sowie eine vergroflerte Stromdichte. Der beobachtete
Effekt wurde auf ein verbessertes Targeting von Ca,3.1 (oiig) durch Bip, bzw. 00-1
zurlickgefiihrt. Dem widersprechen die Untersuchungen von Perez-Reyes et al. (1998),
Cribbs et al. (1998) und Klugbauer et al. (1999a), wonach T-Typ Kalziumkanéile keiner
Modulation durch B Untereinheiten unterliegen und auch keine typische Bindungsstelle fiir
diese besitzen. Die Unterbindung der B Expression in Ganglion nodosum Neuronen blieb
ohne EinfluB auf die gemessenen T-Typ Kalziumstrome (Lambert et al, 1997).
Koexpression von 0,0-1 bzw. 06-3 mit Ca,3.1 (o) modulierte die Eigenschaften von
Ca,3.1 (o) nicht (Lacinova et al., 1999).

In unseren Untersuchungen hatten >, und 7ys; keinen wesentlichen Einfluf auf die
Spannungsabhingigkeit oder die Kinetik der Ca,3.1 (o) Strome. Bei Koexpression von

vs und 0,0-2 mit Ca,3.1 (oyg) hingegen zeigte sich, daB 00-2 unabhdngig von einer
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zusétzlichen Expression der +ys Untereinheit eine erhohte Stromdichte und eine
Linksverschiebung der Steady state-Inaktivierungskurve von Ca,3.1 (oug) bewirkte. s
alleine beschleunigte den zeitlichen Verlauf der Aktivierung und Inaktivierung der T-Typ
Kalziumkanaluntereinheit {iber den gesamten Potentialbereich.

Da dieser Effekt nur bei der T-Typ Kalziumkanal Untereinheit Ca,3.1 (0i), nicht aber bei
der L-Typ Kalziumkanal Untereinheit Ca,1.2 (oic) oder Non-L-Typ Kalziumkanal
Untereinheit Ca,2.1 (014) zu beobachten war, ist anzunehmen, daB3 ys auch in vivo mit T-
Typ Kalziumkanal o Untereinheiten interagieren kann. Dies stellt die erste beschriebene

Interaktion von LVA Kalziumkanélen mit modulatorischen Hilfsuntereinheiten dar.

4.4 Ausblick

Wir haben im Rahmen dieser Arbeit zwei neue Hilfsuntereinheiten, 7y3u, der HVA
Kalziumkanéle kloniert und charakterisiert. Beziiglich der ebenfalls neu identifizierten vs
Untereinheit deuten unsere Ergebnisse auf eine funktionelle Assoziation mit den bislang
nicht mit modulatorischen Hilfsuntereinheiten in Verbindung gebrachten LVA
Kalziumkanélen hin. Drei der insgesamt flinf bekannten murinen y Untereinheiten (72-4)
sind im Gehirn lokalisiert.

Der bei Stargazer Miusen beschriebenen Absenceepilepsie liegt eine Mutation im Y, Gen
zugrunde (Letts et al.,, 1998). Das defekte Protein fiihrt hier schon bei dem normalen
Ruhepotential neuronaler Zellen zu einem iiberméfBigen Kalziumeinstrom. Dies hat eine
gesteigerte Erregbarkeit der Zellen zur Folge und wird als ursédchlich fiir die Entstehung
von Spike wave-Komplexen im EEG angesehen. Aulerdem findet sich bei diesen Mausen
eine siebzigfache Reduktion der mRNA Expression des brain derived neurotrophic factors
(BDNF), die in Zusammenhang mit der zusitzlich beobachteten cerebelliren Ataxie
gebracht wird. Fir die BDNF Downregulation wird ebenfalls ein {ibermafiger
Kalziumeinstrom verantwortlich gemacht, da die Zahl der BDNF Rezeptoren (TrkB)
unverindert bleibt.

Viele weitere Krankheitsbilder sind auf Defekte bekannter L-Typ und Non-L-Typ
Kalziumkanal Untereinheiten zuriickzufiihren (s. Tabelle 4-2).

Ferner werden auch andere neuronale Ausfille mit Ionenkanaldefekten in Verbindung
gebracht, so z.B. benigne neonatale Konvulsionen mit Kaliumkanaldefekten (Biervert et
al., 1998; Singh et al., 1998) oder Fieberkrampfe mit Natriumkanalmutationen (Wallace et
al., 1998).
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Diskussion

Chen et al. (2000) zufolge hat die von Letts et al. (1998) beschriebene y, Untereinheit
keinen modulatorischen Einflul auf HVA Kalziumkanile, sondern ist fiir den korrekten
Einbau und die Positionierung von AMPA Rezeptoren in der Postsynapse verantwortlich.
Der letztendliche In vivo-Beweis der verodffentlichten Daten fehlt bislang. Dennoch
unterstreicht die genannte Publikation eindrucksvoll, wie vielfiltig und komplex die
Struktur und das Zusammenspiel neuronaler Rezeptoren und lonenkanile sind. Storende
Einfliisse konnen sich auf sehr unterschiedliche Art und Weise darstellen und auswirken.

Die im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit erhobenen Daten erweitern unsere Kenntnisse
iiber die funktionelle Vielfalt von Kalziumkanilen. Die weitere Erforschung der Struktur,
Zusammensetzung und Funktion von lIonenkandlen allgemein und ihrer Untereinheiten
sowie die chromosomale Lokalisierung ihrer Gene werden in den nédchsten Jahren
wesentlich dazu Dbeitragen, Pathomechanismen neuronaler und extraneuronaler

Krankheitsbilder aufzuklaren, fiir deren Entstehen Ionenkanaldefekte ursachlich sind.

Gen | Spezies | Lokalisation | GE/KO | Funktion | Literaturangabe
L-Typ Kalziumkandile
Ca,l.1 Maus Skelettmuskel | GE lethal 1
B Maus Skelettmuskel | KO lethal 2
Y Maus Skelettmuskel | KO phéanotypisch unauffallig 3
Ca,l.1 Mensch | Skelettmuskel | GE hypokaldm.period.Ldhmung 4,5
Ca,l.2 dhnl. | C.elegans | Muskel GE Myotonie;mehrere Phinotypen 6
Ca,l 4 Mensch | Retina GE X-chromosomale KSNB 7,8
Ca,l.2 Maus Herz,gl. Musk. | KO lethal 9
Non-L-Typ Kalziumkaniile
Ca,2.1 Mensch | Gehirn GE fam.hemipl.Migr.u.epis.Atax.II 10
Ca,2.1 Mensch | Gehirn GE zerebelldre Ataxie 11
Ca,2.1 Maus Gehirn GE Tottering Maus/Absencen 12
B Maus Gehirn KO Verminderung d.N-Typ Kanile 13,14
By Maus Gehirn GE Lethargic Maus/Atax.u.Anfille 15
% Maus Gehirn GE Stargazer Maus/Absencen 16

Tabelle 4-2: Mit HVA Kalziumkaniilen assoziierte genetische Erkrankungen (modifiziert nach Hofmann
et al., 1999). GE: genetische Erkrankung; KO: experimenteller Knock Out; KSNB: kongenitale
stationdre Nachtblindheit; fam.hemipl.Migr.u.epis.Atax.Il: familidre hemiplegische Migrdane und
episodische Ataxie Typ II
1: Chaudhari(1992); 2: Gregg et al.(1996); 3: Freise et al.(2000); 4: Ptacek et al.(1994); 5: Jurkat-
Rott et al.(1994); 6: Lee et al.(1997); 7: Strom et al.(1998); 8: Bech-Hansen et al.(1998); 9:
Seisenberger et al.(2000); 10: Ophoff et al.(1996); 11: Zhuchenko et al.(1997); 12: Fletcher et
al.(1996); 13: Namkung et al.(1998); 14: Cavalié et al.(1998); 15: Burgess et al.(1997); 16: Letts et
al.(1998)
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Zusammenfassung

S Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden mittels Datenbanksuche drei neue murine
modulatorische y Untereinheiten (73.s) spannungsabhidngiger Kalziumkanédle identifiziert.
Die Full length-Klone wurden isoliert und ihre Sequenzidentitit mit den zwei bereits
bekannten y Untereinheiten, y; und ¥», verglichen. Erstmals erfolgte eine Bestimmung ihrer
Gewebsverteilung anhand von Northern blot-Analysen. Die rein neuronalen Untereinheiten
Y24 wurden ferner im Maushirn durch /n situ-Hybridisierungen genau lokalisiert. In vitro-
Koexpressionsstudien mit verschiedenen Kombinationen von Komplexen aus o,  und
020 mit den neuen y Untereinheiten dienten der funktionellen Charakterisierung.

Es zeigte sich, daB3 die neu entdeckten Untereinheiten y3.s 25% identische Aminosduren mit
der skelettmuskelspezifischen y; Untereinheit aufweisen. Die neuronalen ¥, y3 und Y4 sind
untereinander zu 75,6% (Y2:y3) bzw. 60% (y2/3:Y4) identisch.

Der skelettmuskelspezifischen y; Untereinheit stehen mit y,4 rein neuronale Vertreter
gegeniiber. 7y, ist vornehmlich im Bulbus olfactorius, Cerebellum, Cortex, Hippocampus
und Thalamus anzutreffen, y; im Bulbus olfactorius, Cortex, Hippocampus und Striatum
und s im Bulbus olfactorius, Cerebellum, Striatum und Thalamus sowie in den Habenulae.
Demgegeniiber ist ys in Herz, Leber, Lunge, Niere, Skelettmuskel und in geringerem
Ausmalf} im Hoden lokalisiert.

Die Koexpression der neuronalen non-L-Typ Ca,2.1 (o) Untereinheit, B;, und 00-1
zusammen mit ¥ und ys verschob die Steady state-Inaktivierungskurve des Ca,2.1 (0la)
Kanals in Richtung negativer Potentiale und verringerte die Inaktivierungszeitkonstanten
T; und T,. Ein Austausch der P, mit der neuronalen [,, Untereinheit fithrte bei
Verwendung von Ca®” als Ladungstriger zu dem gleichen Ergebnis. Zusitzlich
untersuchten wir das von Eberst et al. (1997) beschriebene Modell mit Ca,1.2 (0lic.a), der
kardialen [, Untereinheit und 08-1 mit y,. Hier beobachtete man bei Verwendung von
Ba’" als Ladungstriger eine Verschicbung der Steady state-Inaktivierung sowie der
Spannungs-Leitfahigkeitsbeziechung in Richtung positiver Potentiale.

Da vs in keiner der untersuchten Kombinationen mit Vertretern der HVA Kalziumkanile
einen signifikanten Effekt zeigte, priiften wir in einem zweiten Schritt, ob diese
Untereinheit modulierend auf die T-Typ Kalziumkanile einwirkt. T-Typ Kalziumkanéle
besitzen kein Interaktionsmotiv fiir B Untereinheiten. Koexpression von 0,,0-1 und 0,0-3

mit Ca,3.1 (o) moduliert die Kanaleigenschaften nicht. ys und 0,0-2 sind genau wie
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Zusammenfassung

Ca,3.1 (o) u.a. im Herzen lokalisiert. Die Koexpression von ys mit der Ca,3.1 (0lig)
Untereinheit beschleunigte deren Aktivierung und Inaktivierung tiiber den gesamten
Potentialbereich hinweg.

Diese Beobachtung und die Tatsache, dal 0,0-2 die Steady state-Inaktivierungskurve von
Ca,3.1 (oug) zu negativeren Potentialen hin zu verschieben vermag, lassen erstmals den
SchluB zu, daB auch die Vertreter der T-Typ Kalziumkanéle, {iber deren Assoziation mit
Hilfsuntereinheiten bisher nichts bekannt war, mit solchen modulatorischen Proteinen

assoziiert sind.
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6 Anhang

6.1 Accession numbers von Vs, ¥, und s

Anhang

Die neu identifizierten Untereinheiten ys, ¥4 und 7ys sind in der EMBL Datenbank unter

folgenden Nummern abgelegt:

v AJ272044

Ya: AJ272045

6.2 Nukleinsauresequenzen von Ys, ¥4 und s

vs Untereinheit

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

ATGAGGATGT

TTTAGTTTAA

AGGACTAAAT

TTCGGGTTGT

GATCACTTCC

GTGAGGGCCT

TGCGTGGCTG

TTCTTCGTCT

GCTGGAGACC

TTTGGAGCCT

ATCGAGAAGC

TTTGCGCGCC

GAACCCAGAT

GACATCTCCA

AACTCTGACC

GAGTCATTGC

Y4 Untereinheit

61

121

181

ATGGTGCGAT

TTCTCGCTCA

TGCAACGGCA

CTCACCCATT

GTGACAGAGG

TGACCATTGC

CTACAAGTGA

GGAGGACCTG

CAGAAGATGC

CCAGCGTCTT

CCAGCGAGTT

CTGCAGGGCT

CTGGGCAGAG

TCTCTTTCAT

ATCAGCAGTT

TGCCGCCCTA

CTCGAGACCT

TGTTCACCCT

GGGACCATGC

ATAACAATCC

GCGACCGCGG

TGGCCATCGC

CCAACCTGAC

CGGGACTCTG

TATCCAGATG
AGTGGGCACG
CAATGAAACC
CTGCTTGGAA
AGACTATGAA
TCCCATCCTC
CCACCGCAGC
AAGCAACATC
GGACTCTAAA
CATCGCGGAA
GCGTGCCAGA
CAGGTATAGA
TTCTCCCATC
CTCCCGGGAC
TTTTCTACAG

GGCCAACAGA

GCTGCAGATG
CATCGGCACC
CATGGACGAC

GCGGGTGTGT
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TTGATCACTA

GACTACTGGC

AGCAGGAAGA

GGAGCTTTCC

CAGGATACAG

AGCGTCACTC

AGGCACAGTG

ATCGGCATCA

AAGAGCTACT

ATTGTGGGCG

TCCCATTCAG

TTCCGAAGAC

AGCAAAGGCT

CCCTCTAAGC

TTCCACAACT

CGCACCACGC

CTGCTGACCA

GACTACTGGC

GGGCCCCCGC

TGCATCGAAG

CTGTAGGAGC

TATATTCCAG

ATGAAGAAGT

GAGGCGTGTG

CAGAATATCT

TGCTGTTTTT

TGATCCTCAG

TAGTTTATAT

CCTACGGCTG

TGGTCGCCGT

AGCTCCTGAA

GGTCAAGTTC

TCCACACCAT

TTACCATGGG

CCACACCCAA

CCGTCTGA

CGGCCGGAGC

TGTACTCCAG

CCCGCCGCGL

GCATCTATAG

vs: AJ272046

CTTCGCAGCT
AGGTGTGTGC
AATGACCCAC
CAAGAAAATC
TCTACGAGCT
CGGGGGACTC
CGCTGGCATC
CTCAGCCAAT
GTCCTTTTAT
GCACATCTAT
GAAGTCTACA
TCGCTCCACT
CCCTTCCACC
GACCCTTCTC

AGAGTTCAAA

CTTCGCCGCC
CGCGCACATC
TCGCGGCGAC

AGGGCACTGC



241

301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

TTCCGGATCA

CTCCGCATTG

GGAGGGCTCT

GCGGGAATCC

TCCAGCAACA

TACGGCTGGT

CTGGCTGTAA

TTCCTTAAGG

CGGCGGTCCA

GTGGGCCTGA

AGAGAACCCC

CTGCAGATGC

AACCGGCGGA

vs Untereinheit

61

121

181

241

301

361

421

481

541

601

ATGACGGCCA

TTCTTTGAGT

TCTTCAGTCT

TGGTACTTCT

GCCCATATGC

GTGGTGGCTG

CGCTCACGGC

TCTGGGGGCC

ACCCTGATGT

GGCCTTCACA

AGAAAGCGAG

ACCACTTCCC

TGCGAGCCTC

GCATCGGCGC

TCTTTGTGGC

CGGGCGACCC

CTTTTTACTT

ACATTTACAT

CCTCTTCCTC

GGTCCAGTTC

AGATCACCGG

TTAAGGTGAC

ATGACTTCTT

CGACTCCCGT

TCGGCGCGCA

CCTTCATCCG

CCATCTGCGA

GCACCATCGG

CCGGGCTGGC

CCATCTTCGG

GCAAGTGGGC

TCCTCACCTT

TCTGGTGTGA

TCAACAGCCT

GTTATGATGG

AGAGGACAAT
CAGTGTCTTT
TGGGAGGATC
GGCAGGCCTC
CAGTGACAAA
TGGAGCCCTG
TGAGAAAAAT
CTCTCCTTAC
AAGGTCCACG
AGCCATTCCC
CACAGCTGCG
CCAACAGGAC

GTGA

GGCCCACAAG
GACACTCATC
TGGCCACTGG
CAACCACAGT
TGTAGGCATG
CTTGGAGATG
CATCGGTTCC
CATCATCCTG
ATTCACTGCC
CACTCAGCCC

GACTTCTCTG
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Anhang

GATTACGACC

CCCATCCTCA

TACAGCCGCA

AGTAATATCA

CGTGACGAAG

TCGTTTATTG

AAAGAGTTGA

GCCAGGATGC

GAGGCCTCAC

ATGGGTGAGC

AGCTACAGTC

CTAAAGGAAG

CTGTTGGGCC

ATCGTGTGCA

CTCCTAGTGG

GAACCACACT

GGCCTAGCAC

CTCATTGTGT

TACCTCCTCC

CTCAAGAATC

TCCTTCCTCT

TGGGACCCTC

ATATAG

ACGACAGCTC

GCACCATTCT

AGAACAATAT

TCGGTATCAT

ACAAAAAGAA

TGGCGGAGAC

GGTTTAAGAC

CGAGCTACAG

CCTCCAGGGA

TGTCCATGTA

CGGACCAGGA

GTTTCCATGT

TTAAGAGGCC

CTGCCCTGGC

AGGATCATCT

GTCTGAGAGA

GCAGTGTGGC

CCCAGGTGTG

TGGTTGCCTT

AGATCAACCT

TCTTCCTCAA

CAGCAGGGAC

CGAGTACCTC

GCTCCTGCTC

TGTCCTCAGC

CGTCTACATT

CCATTACAAC

CGTGGGCGTC

CAAGCGGGAG

GTACCGGCGA

TGCATCTCCC

CACGCTATCC

CGCTGGCTTC

CAGCATGCTG

CCACCGGTCT

TGTGGTCCTT

CTTTGGGCTG

CCTGAGCCAG

CGCCATGGCA

TGAAGATGTC

TATCCTCTCC

CCTGGGCTTC

TGCCGCCAGC

CCTGGCTTAC



Anhang

6.3 Verwendete Primer

Primername Sequenz (5'—>3") Verwendung Besonderheit
g31 CGG GGT ACC GCC ACC ATG Forward Primer
AGG ATG TGT GAC AGA G 1i;1r Kgmgtqng Acc65.1 Schnittstelle:
g41 CGG GGT ACC GCC ACC ATG dzwé CSTUEUNE | Kozak Sequenz (zur
GTG CGA TGC GAC CGC CF SEqUEnz VO phitiation der
Vs, Y4 und ¥s und Translation)
ACG GCC ATC GGC GCG CA pcDNA3 Vektor
g32 CTAGTCT AGA TCA GAC Reverse Primer
GGG CGT GGT GCG fiir Klonierung
2 C TAG TCT AGA TCA CAC von 3, 74 und s .
g GGG AGT CGT CCG C und Einbringen in | Xbal Schnittstelle
pcDNA3 Vektor
g52 C TAG TCT AGA CTA TAT
CAG AGA AGT CCC AT
g33 CTA CAA GTG ACA ATG AAA Forward Primer
CCA zur Herstellung
od3 CAG TGA CAA ACG TGA CGA | der Sonden fur
die Northern blot-
AGA C
Analyse
g53 CTA CAA GTG ACA ATG AAA
CC
g34 CCC GGT CAG AGT TGA GAA Reverse Primer
GG zur Herstellung
gdd CAT GCT GCT GAC ATG GAA | der Sonden fur
die Northern blot-
ACC
Analyse
g54 TAG AGT CCC TCT GCC CAT
GGT
g25 CGC GGA TCC AGT AGG GAC Forward Primer
CCC CTG AAG GCT zur Herstellung
der Sonden fiir
g35 CGC GGA TCC ATC AGC AAA . . .
GGC TTC CAC A die In. s'zt.u- BamHI Schnittstelle
Hybridisierung
g45 CGC GGA TCC CCA GAG AAC und Einbringen in
CCCTTA AGG TG pALl Vektor
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Anhang

g26 ATC CGG TAC CGC TGT GTIT
GGC GTG GAG AGA

g36 ATC CGG TAC CAT GCA ATG
ACT CTT TGA ACT

g46 ATC CGG TAC CAC GGGA
GTC GTC CGC CGG TT

Reverse Primer
zur Herstellung
der Sonden fiir
die In situ-
Hybridisierung
und Einbringen in
pAL1 Vektor

Asp718 Schnittstelle
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