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Abstract

The functions of the CACNB2 gene involved in physiological and pathophysiological processes in the
cardiovascular system still remain unclear, although there is evidence that the Ca,3, protein
performs important tasks in vivo. The present work explores these processes and tasks by means of
two novel knock-in mouse models. The first mouse model, the Ca,,STOP-mouse, analyzes the role
of the Ca,B, subunit in phosphorylation cascades (PKA, CaMKIl, Akt/PKB). Preliminary biochemical
and electrophysiological experiments were initiated to resolve the relevance of these
phosphorylation events in vivo. The second mouse model, the Ca,8,STREP mouse, was generated to
systematically analyze the interaction partners and associated signaling pathways of the Ca,B,
subunit, by means of combining an innovative affinity purification system with transgenic in vivo
technologies.

Zusammenfassung

Die Funktionen des CACNB2 Gens bei physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im
kardiovaskularen System sind bis dato ungeklart, obwohl es viele Hinweise auf wichtige Aufgaben
des Ca,B,-Proteins in vivo gibt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollen diese Aufgaben und
Prozesse mit Hilfe von zwei neuartigen Mausmodellen beleuchtet werden. Das erste Modell, die
Ca,B,STOP-Mauslinie, dient dazu, die Rolle der Ca,,-Untereinheit bei Phosphorylierungskaskaden
(PKA, CaMKIl, Akt/PKB) zu analysieren. Erste biochemische und elektrophysiologische Experimente
wurden durchgefiihrt, um die Relevanz der Phosphorylierungsstellen in vivo zu klaren. Das zweite
Modell, die Ca,B,STREP-Mauslinie, wurde generiert, um die Interaktionspartner und die damit
verbundenen Signalwege der Ca,B,-Untereinheit systematisch, mit einem innovativen
Kombinationssystem aus transgenen Technologien und einem neuartigen Affinitatsaufreinigungs-
System, zu analysieren.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Calciumionen (Ca®) sind in allen Zellen und Geweben vorkommende Botenstoffmolekiile (second
messenger), die bei der Regulation einer Vielzahl von biologischen Prozessen wie Kontraktion,
Sekretion, Erinnerung und Gedachtnis, Fertilisation, Gentranskription und Zelltod eine entscheidende
Rolle spielen. Wichtige Modulatoren der intrazelluldren Ca**-Konzentration sind spannungsabhéngige
Calciumkanile, die in unterschiedlichen Zelltypen die physiologische Ca?*-Konzentration (100 nM)
aufrechterhalten und den Einstrom von Ca®* steuern. Besonders im Herzmuskel ist die Funktion
spannungsabhangiger Calciumkanale entscheidend, um eine verlassliche Pumpfunktion des Herzens
zu gewahrleisten. Spannungsabhdngige Calciumkandle werden durch Depolarisation der
Zellmembran aktiviert und ermdglichen daraufhin, bis zu ihrer Inaktivierung oder Repolarisation der
Membran, den Einstrom von Ca* in die Zelle. Durch die dadurch erfolgende transiente Anderung der
intrazelluldren Ca®*-Konzentration werden unterschiedliche Reaktionen und Signalwege (z.B.
Aktivierung der Ca®*-abhangigen Kinase CaMKIl und des Calciumsensors Calmodulin, Aktivierung des
Ryanodinrezeptors im Sarkoplasmatischen Retikulum und darauf folgend die Entleerung der
sarkoplasmatischen Ca®*-Vorkommen) aktiviert. Der Einstrom von Ca®" in Herzmuskelzellen dauert ca.
100 ms und bewirkt eine Erhdhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration um das Zehnfache des
Basalwertes (Ubersicht in Clapham, 2007).

Calciumkandle sind Komplexe, die aus mehreren Untereinheiten bestehen. Die
Offnungseigenschaften der Calciumkanile (d.h. Offnung und Inaktivierung bei Subtyp-spezifischem
Zellmembranpotential) sind durch die Zusammensetzung des Kanalkomplexes aus den verschiedenen
Untereinheiten bestimmt, sie lassen sich aber auch durch Pharmaka, Hormone, Proteinkinasen und
Phosphatasen  beeinflussen.  Eine  entscheidende Rolle bei der Regulation von
Calciumkanalkomplexen wird dem CACNB2 Gen zugeschrieben, das neben dem Transport des
Kanalkomplexes zur Plasmamembran Phosphorylierungskaskaden entscheidend beeinflussen kann.
Die von dem CACNB2 Gen codierte Ca,,-Untereinheit stellt jedoch nicht nur einen wichtigen
Modulator des Calciumkanalkomplexes dar, sondern steht auch unter Verdacht, mit anderen
Makroproteinkomplexen und Signalkaskaden zu interagieren und dadurch verschiedene zelluldre

Prozesse zu beeinflussen.
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1.1 Spannungsabhdngige Calciumkanadle

Spannungsabhangige Calciumkanale (voltage gated calcium channels, VGCCs) sind heteromultimere
Makromolekiile, die als Haupteintrittswege fur Calciumionen (Ca®*) den Calciumeinstrom in den
meisten erregbaren Zellen, wie z.B. den Herzmuskelzellen (Kardiomyozyten), kontrollieren. VGCCs
werden als Antwort auf die Depolarisation der Zellmembran wahrend der Ausbildung von
Aktionspotentialen aktiviert. Durch diese Aktivierung o6ffnet die Pore des Kanals, es kommt zur
Erhohung der intrazelluldren Calciumionenkonzentration [Ca*']; (in Herzmuskelzellen von 100 nM auf
1 uM). Dadurch wird eine Vielzahl von Ca**-abhingigen Mechanismen wie Muskelkontraktion und -
relaxation, Neurotransmission, neuronale Plastizitdt, Dentritenwachstum, Genexpression und
Hormonsekretion angestoRBen (Caterall, 2000). Pharmakologische Eigenschaften der VGCCs werden
durch die Poren-bildende Ca,a;-Untereinheit festgelegt; der Transport des Kanalkomplexes zur
Zellmembran (Trafficking) sowie die Kinetik und die Amplitude des Stroms werden durch die
weiteren Kanaluntereinheiten Ca,B;.4,Ca,0,6 und Ca,y und durch den Calciumsensor Calmodulin
(CaM) bestimmt (Birnbaumer et al., 1998).

Die Ca,a;-Untereinheit ist ein Membranprotein, das aus vier Domanen (I-IV) mit je sechs
Transmembransegmenten (S1-S6) besteht. Sie enthédlt die Bindungsstellen fir die bekannten
Calciumkanalblocker und -aktivatoren, den Spannungssensor (IS4-1VS4), der Anderungen des
Zellmembranpotentials registriert, und den Selektivitatsfilter (IS5/S6-1VS5/S6) fur zweiwertige
Kationen. Es existieren zehn Ca,a;-Untereinheiten, die unterschiedlich starke Homologien aufweisen
und aufgrund ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften in LVA- (low voltage activated) und HVA-
(high voltage activated) Calciumkanale eingeteilt werden. Die Sequenzhomologie zwischen LVA- und
HVA-Calciumkanalen liegt bei 30 %.

% Sequenzhomologie

| | | | I
20 40 60 8 100

Ca,l.1

—[ l2 | e
| Ca,1.3
HVA b Ca,1.4

Ca,2.1 P/Q-type

Cay2 -[ Ca,2.2  N-type
b— Ca,2.3 R-type
Ca,3.1

LVA Ca,3 ‘| Ca3.2  T-type

Ca,3.3

Ca,1

Abbildung 1-1 Phylogentischer Stammbaum der CACNA1-Gene; Einteilung in HVA- und LVA-Kanile

LVA-Calciumkanale werden aufgrund ihrer transienten Eigenschaften, d.h. Aktivierung bei niedrigem
Membranpotential (-70 mV bis -60 mV), geringe Leitfdhigkeit (-30 mV bis -10 mV) und schnelle
Inaktivierung (nach 10 ms), als T-Typ Kanile (transient, tiny) bezeichnet (Ubersicht in Ono and lijima,

2010). Die HVA-Kanale lassen sich anhand ihrer Gewebeexpression und ihrer Sensitivitat gegeniber
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spezifischen Pharmaka in L-Typ Calciumkanale (L-type calcium channel, LTCC), P- (Purkinje), Q-, R-
(remaining) und N- (neither L- nor T-Typ) Typ Calciumkanile unterteilen (Tabelle 1-1) (Ubersicht in
Hofmann et al., 1999)

Bezeichnung Gewebeexpression Spezifische Blocker
HVA L Ca,l1 (a4s) | Skelettmuskel 1,4-Dihydropyridine(DHP)
Ca,1.2 (a1c) | Herzmuskulatur, glatte Muskulatur, | Phenylalkylamine (PAA)
Neuronen, Pankreas Benzothiazepine (BTZ)
Ca 1.3 (a4p) | Sinusknoten, Haarzellen der Cochlea,
Neuronen
Ca,l.4 (a4F) | Retina cis-Diltiazem
P/Q Ca2.1 (a44) | Neuronen w-Agatoxin, w-Conotoxin (MVIIC)
N Ca,2.2 (a18) | Neuronen w-Conotoxin (GVIA, MVIIC)
R Ca,2.3 (a4g) | Neuronen, Pankreas SNX-482
LVA T Caj3.1 (a46) | Neuronen, Sinusknoten Kurtoxin
Ca,3.2 (a44) | Neuronen, Koronararterien Kurtoxin
Ca,3.3 (aq) | Neuronen Kurtoxin

Tabelle 1-1 Einteilung der Calciumkandle, Gewebeexpression und spezifische Blocker

L-Typ Calciumkanale

Im Herzmuskel spielen L-Typ Calciumkanile (,,L“: long lasting, lange Offnungszeit der Kanalpore) eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Herzmuskelkontraktion. L-Typ Calciumkanile
(Ca,1.x/Cav2.x) sind Multiproteinkomplexe, die mindestens aus vier Komponenten bestehen
(Abbildung 1-2): der transmembranaren, Poren-bildenden Ca,a;-Untereinheit, der im Zytoplasma
lokalisierten Ca,B-Untereinheit, der Membran-durchspannenden Ca,a,6-Untereinheit und dem
Calciumsensor Calmodulin (Van Petegem and Minor, 2006). In der Skelettmuskulatur ist zusatzlich

die Ca,y-Untereinheit ein Teil des Kanalkomplexes (Melzer et al., 2006).

Abbildung 1-2 Aufbau eines L-Typ-Calciumkanals; grau: transmembrandre Ca,1.x-Untereinheit; griin: a,6-Untereinheit;
schwarz: intrazelluldre B-Untereinheit

Im Herzen ist v.a. der Ca,1.2-Calciumkanal (Myokard, Ventrikel und Vorhéfen), aber auch der Ca,1.3-
Calciumkanal (Sinusknoten) exprimiert. Der knock-out des Ca,1.2-Kanals in der Maus (Mus musculus)

fihrt zu einem fetal-letalen Phanotyp (Tag 14,5 p.c.)(Seisenberger et al., 2000).




Einleitung 4

Die Erregungs-Kontraktions-Kopplung im Herzen

Ca,1.2 L-Typ Calciumkanadle kontrollieren (iber die Erregungs-Kontraktionskopplung die Kontraktion
und Relaxation des Herzens. Unter Erregungs-Kontraktionskopplung versteht man die durch
Aktionspotentiale ausgeldste Kontraktion der Herzmuskelzellen. Aktionspotentiale werden von
Schrittmacherzellen erzeugt und breiten sich von Zelle zu Zelle aus. Dadurch wird die Erregung von
den Vorhofen auf die Ventrikeln Gbertragen. Ist die Erregungs-Kontraktionskopplung gestort, wie
wahrend einer Herzhypertrophie oder Herzinsuffizienz, kommt es zur Dysfunktion des Herzmuskels,
z.B. zur Entstehung von Arrhythmien mit verlangerter Plateauphase des Aktionspotentials (Anderson,
2004; Wu et al., 2002).

Fiir die Kontraktion und Relaxation des Herzmuskels ist das exakte Zusammenspiel unterschiedlicher
lonenkandle und lonentransporter notwendig. Wahrend eines kardialen Aktionspotentials
depolarisiert die Zellmembran, wodurch sich Ca,1.2 Calciumkanadle 6ffnen und Ca* in die Zelle
stromt. Durch die darauf folgende lokale Erhéhung der intrazellularen Calciumkonzentration wird der
Ryanodinrezeptor Typ 2 (RyR2) im Sarkoplasmatischen Retikulum (SR) aktiviert, wodurch Ca**-lonen
aus dem SR freigesetzt werden (Bers, 2002). Dieser Prozess wird als Calcium-induzierte
Calciumfreisetzung (Ca?* induced Ca®* release, CICR) bezeichnet. Durch diese Kombination aus
Calciuminflux und CICR wird die globale Konzentration an freien Calciumionen ([Ca®']) in der Zelle
von 100 nM auf 1 pM angehoben. Die globale Erhéhung von [Ca®']; fuhrt zur Kontraktion der
Muskelzellen. Dazu ist das Zusammenspiel von Bestandteilen der Myofilamente in den Muskelfasern
in einer definierten Reihenfolge notwendig. Myofilamente stellen den Hauptbestandteil der
Muskelfasern dar, sind fadenférmige Proteine und aus Myosin- und Aktinfilamenten aufgebaut. Ca**
bindet zundchst an Troponin C, einem Bestandteil der Aktinfilamente, was zur
Konformationsanderung des Bestandteils Tropomyosin fiihrt. Die dadurch bedingte
Konformationsanderung des Tropomyosins ermoglicht das ,Anheften” und ,Abdocken” der
Myosinfilamente an bzw. von Aktinfilamenten. Durch die spezifische Anordnung von Myosin- und
Aktinfilamenten und die Verankerung der Aktinfilamente in Z-Scheiben der Muskelfasern, kommt es
durch die beschriebenen Konformationsanderungen zu einer Verkiirzung der Myofilamente und zur
Kontraktion des Muskels. Fiir die Relaxation des Muskels muss Ca®* von Troponin C dissoziieren und
das intrazellulir vorkommende, freie Calcium [Ca®']; entfernt werden. Das Entfernen von Ca®' aus
dem Intrazellularraum erfolgt tiber Natrium-Calcium-Austausch, Wiederaufnahme von Ca”* in das SR
Uber die Ca**-ATPase SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase) und Phospholamban oder
Aufnahme von Ca®* durch Ca®*-Uniport in die Mitochondrien (Bers, 2002) (Schematische Darstellung
in Abbildung 1-3).


http://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoplasmic_reticulum
http://en.wikipedia.org/wiki/Endoplasmic_reticulum
http://en.wikipedia.org/wiki/Calcium
http://en.wikipedia.org/wiki/ATPase
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Abbildung 1-3 Erregungs-Kontraktionskopplung ; schematische Darstellung einer Herzzelle; RyR (Ryanodinrezeptor), PBL
(Phospholamban), NCX (Natrium-Calcium-Austauscher), SR (Sarkoplasmatisches Retikulum)

Die Erregungs-Kontraktions-Kopplung kann durch verschiedene Faktoren, wie Kinasen und
Phosphatasen (z.B. PKA, PKC, CaMKIl, Calcineurin), die an den verschiedenen Untereinheiten des

Ca,1.2-Kanalkomplexes angreifen kdnnen, beeinflusst werden.

1.2 Die Rolle des CACNB2 Gens im L-Typ Calciumkanalkomplex

1.2.1 Die Ca,B-Untereinheiten

Es gibt vier Ca,p-Untereinheiten (Ca,Bi14), die von vier Genen (CACNB1-4) codiert und in
unterschiedlichen Geweben exprimiert werden. Die kristallographische Struktur der Ca,B-
Untereinheit ist bekannt (Van Petegem et al., 2004); der Vergleich der Ca,8-Sequenzen mit der
raumlichen Struktur zeigt, dass die Ca,p-Proteine 5 Domé&nen beinhalten, wobei die Doméanen 2 und
4 in allen Ca,B-Untereinheiten konserviert sind. Durch alternatives SpleiBen, d.h. die Wahl
alternativer Exone fiir die Domanen 1, 3 und 5, kann eine Vielzahl von Ca,B-Spleivarianten

entstehen.

Der knock-out im Mausmodel von Ca,8; und Ca,, fiihrt zu einem letalen Phanotyp (Gregg et al.,
1996; Weissgerber et al., 2006), der knock-out von Ca,B; und Ca,fs zu einem milden Phénotyp in

unterschiedlichen Geweben (Murakami et al., 2002).

GroRe Gewebeexpression Referenz
B1 55 kDa Skelettmuskel (Ludwig et al., 1997; Ruth et al., 1989)
B2 72 kDa Herzmuskulatur (bei Maus nur Ca,, in | (Hullinetal., 1992; Ludwig et al., 1997)

Herzmuskulatur!), glatte Muskulatur,
Neuronen (Purkinje Zellen, pyramidale
Neuronen), Photorezeptoren

Bs 60 kDa Herzmuskulatur, Neuronen (Olfakt. Bulbus (Hullin et al., 1992; Ludwig et al., 1997)
Kortex, Hippocampus) glatte Muskulatur,

Ba 58 kDa Neuronen (Cerebellum, Haarzellen der | (Castellano et al., 1993; Ludwig et al., 1997)
Cochlea)

Tabelle 1-2 Gewebeexpression der Ca,B-Untereinheit
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Abbildung 1-4 Ca,B-Struktur; Einteilung in konservierte (blau) und nicht-konservierte (grau) Domanen; Ca,B,-Struktur mit
den SH3- Doméane, GK-Doméne und HOOK

Die Bindung der Ca,f-Untereinheit an die Ca,a;-Untereinheit ist entscheidend fiir das Trafficking der
HVA-Calciumkandle. Es wird diskutiert, dass die Poren-bildende Ca,a;-Untereinheit im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) einen unreifen Kanal bildet, der durch die intrazelluldre Ca,B-
Untereinheit an die Plasmamembran transportiert wird (Brice et al., 1997). Dies hat zur Folge, dass
mehr Calciumkanadle in die Plasmamembran eingebaut werden und vermehrt Calcium in die Zelle
einstromen kann. Die Ca,-Untereinheit bindet mit sehr hoher Affinitat (Kp = 6 - 20 nM (Van Petegem
et al., 2004)) an den intrazelluldren Linker zwischen Domane | und Il (Linker I-Il) der HVA-
Calciumkanale. Fir die Bindung ist ein 18 Aminosduren langes Motiv auf dem Linker I-Il der Ca,0;-
Untereinheit, die alpha interaction domain (AID), und ein hydrophober Spalt in der Ca,B-
Untereinheit, die alpha binding pocket (ABP), verantwortlich (AID (alpha interaction domain)-ABP
(alpha binding pocket)-Komplex, Abbildung 1-5). Die ABP befindet sich in der zweiten konservierten
Doméne (D4), die auch als Guanylatkinase (GK)-Domane bezeichnet wird (Pragnell et al., 1994; Van
Petegem et al., 2008; Van Petegem and Minor, 2006).

Ca,1.2

H;N

\ |QQLEEDL-GY- -WiTQ-E

Abbildung 1-5 Interaktion von Ca,1.2 und Ca,: AID-ABP-Komplex; Ca,B-Kristallstruktur aus Van Petegem and Minor,
2006

Es ist derzeit nicht geklart, ob die Bindung von Ca,a;-und Ca,B-Untereinheit im Verhaltnis 1:1

stattfindet oder ob mehrere Ca,p-Untereinheiten von der Ca,a;-Untereinheit gebunden werden
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kénnen (Canti et al., 2001). AuRRer Frage steht, wie bereits erwahnt, dass die richtige Verknipfung
von Ca,o;- und CaB-Untereinheit ein Kriterium fir die korrekte Kanalreifung und
Membranexpression darstellt (Bichet et al., 2000; Takahashi et al., 2005). Fiir den Einbau des
Kanalkomplexes in die Plasmamembran ist die Coexpression der Ca,f-Untereinheit mit der Ca,a;-
Untereinheit notwendig und ausreichend. Die Ca,a,6-Untereinheit ist fir das Trafficking nicht
notwendig (Berrow, 1995; Brice et al., 1997; Castellano et al., 1993; Chien et al., 1995; Hullin et al.,
1992).

Die Ca,B-Untereinheit hat einen Einfluss auf die spannungsabhingige Aktivierung des
Calciumkanalkomplexes: Durch die Ca,a;-Ca,B-Interaktion erfolgt die Offnung der LTCCs bei
niedrigerem Zellmembranpotential, wodurch Calcium friher in die Zelle einstromen kann.
Einhergehend mit diesem Effekt kann auch eine verlingerte Offnungszeit, eine erhdhte
Offnungswahrscheinlichkeit und eine beschleunigte Kinetik des Kanals festgestellt werden, was

ebenfalls zu einem erhéhten Ca®*-Einstrom fiihrt (Hullin et al., 2003; Perez-Reyes et al., 1992).

1.2.2 Die Ca,B;-Untereinheit

Das CACNB2 Gen codiert die Ca,,-Untereinheit, ein 72 kDa schweres Protein. Die Ca,,-Untereinheit
ist die alleinige (Maus) oder (iberwiegend (Mensch) exprimierte Ca,p-Untereinheit in
Herzmuskelzellen und steuert dort das Trafficking des Calciumkanalkomplexes. Das Gen der murinen
Ca,B,-Untereinheit (CACNB2) besteht aus 14 Exonen. Der knock-out der Ca,B,-Untereinheit in
Mausen fiihrt zu einem letalen Phanotyp am embryonalen Tag 9,5 p.c., der durch ein mangelhaft
ausgebildetes Blutgefallsystem und einer daraus folgenden Sauerstoffunterversorgung des Embryos
erklart werden kann. Die fehlende Ausbildung der GefaRe liegt in einer starken Reduktion des LTCC-
Stroms, einem verminderten Ca’"Einstrom in die Zelle und daraus folgend einer fehlenden
Kontraktion der Kardiomyozyten begriindet. Die fehlende Kontraktion fiihrt zu einer mangelhaften
Pumpfunktion des Herzmuskels und zu reduziertem BlutausstoR in die entstehenden Blutgefilie,
wodurch die Weiterbildung und das Reifen des BlutgefdaRsystems behindert wird (Weissgerber et al.,
2006).

Neben den bekannten Funktionen der Ca,B-Untereinheit (Trafficking und Verdnderung der
Offnungseigenschaften des Calciumkanalkomplexes), erfiillt die Ca,B,-Untereinheit Voraussetzungen,
die sie zu einem moglichen Phosphorylierungsziel in vivo machen: Im letzten codierenden Abschnitt
des CACNB2 Gens, Exon 14, befinden sich Phosphorylierungsstellen fiir die cAMP-abhangige
Proteinkinase (Proteinkinase A, PKA), die Proteinkinase B (Akt/PKB) und die Calcium/Calmodulin-
abhangige Kinase Il (CaMKIl) (Abbildung 1-6). Diese Phosphorylierungsstellen sind in der Literatur als
Faktoren fir die Regulation von spannungsabhdngigen lonenkandlen in unterschiedlichen
Signalwegen bekannt (Dai et al.,, 2009). Im Folgenden werden die Phosphorylierungsstellen und
Signalwege dargestellt und der mogliche Einfluss der Ca,B-Untereinheit in diesen Signalwegen

beschrieben.
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IExon 14

1621 ACAGGGTTCTCAAGGTGATCAAAGGCCTGATCGCTCTGCTCCCCGGTCTGCTTCCCARGS

541 96 s 9GDQRPDRSAPRSASQA

1681 TGAAGAAGAACCTTGCCTTGAACCCGTCAAAARATCCCAACACCGTTCETCCTCABCCAC Serind79/480 PKA
561 EEETPCTLTETPTVTZ KT KT SO QHTE RS S[s s|arT

1741 ACACCAAAACCACCGCAGCGGGACAGGTCGAGGCCTCTCTAGGCAAGAGACGTTTGACTC Threonind98 CaMKIl
581 HQNHRSGTGRGTLSTU RO QE|T | p s

1801 TGAAACCCAAGAGAGCCGAGACTCTGCCTACGTGGAGCCAAAGGAAGATTATTCACATGA

601 ETOQETST RDSA ATYVETPTZ KTETDTYSHE

1861 ACATGTGGACCGGTATGTCCCACACCGCGAGCATAACCACAGAGAGGAGACCCACAGCAG

621 HVDRZYV®PHRETEHTNTEHTRTETETHS S

1921 CAATGGCCACAGACACAGGGAGTCTCGCCACCGCTCTAGGGACATGGGTCGAGACCAGGA

641 N GHR HERTEST RIHTRST RDMGT RTDQ D

1981 CCACAATGAGTGCATCAAACAACGAAGCCGGCATAARTCTAAGGATCGCTACTGTGACAA Serin574 Akt/PKB
661 HNETG CTIZ KT QT RTST RETE K|S|K DR Y c DK

2041 GGAGGGGGAAGTAATATCCAAGAGAAGGAATGAGGCTGGCGAGTGGAACAGGGATGTATA

681 E GEV IS K RPRNTETABATGETWNTRTDV Y

2101 CATCCGCCAATGACCGTGCGTGTCCCTACCCCCAAGTCTTTGTGTATCATCCTTAAGCAA

701 I RQ *P CVSLZPZPSTILCVSSTLS K

Abbildung 1-6 Ca,,-Exon14: Phosphorylierungsstellen

1.3 Regulationsmechanismen des L-Typ Calciumkanalkomplexes

1.3.1 Die cAMP-abhdngige Proteinkinase PKA

Wahrend sogenannter Fight-or-Flight-Situationen (Kampf oder Flucht, Stressreaktion mit Anpassung
der physischen und psychischen Leistung) erfolgt die Freisetzung von Adrenalin aus den Nebennieren
und Noradrenalin aus den sympathischen Nervenenden. Die freigesetzten Neurotransmitter
aktivieren B-adrenerge Rezeptoren (B-AR). Dadurch kommt es zu einer schnellen Zunahme des L-Typ
Calciumstroms in Skelett- und Herzmuskelzellen, wodurch die Herzfrequenz, die Kontraktion
(Inotropie) und Relaxation (Lusitropie) des Herzens erhoht werden. Diese schnelle Regulation des L-
Typ Calciumstroms wird durch die B-adrenerg ausgelOste, Proteinkinase A (PKA)-vermittelte
Phosphorylierung  ermoglicht. Der genaue Mechanismus und die relevanten PKA-

Phosphorylierungsstellen konnten bis dato nicht geklart werden.

PKA liegt meist gekoppelt an A kinase anchoring Proteine (AKAP) in der Zellmembran vor (Ubersicht
in Beene and Scott, 2007). Durch B-adrenerge Stimulation werden G-Proteine (G,) rekrutiert,
wodurch die Adenylatzyklase (AC) aktiviert und ATP in cAMP umgewandelt wird. cAMP bindet an die
regulatorischen Untereinheiten der PKA (PKA,) und die katalytische Untereinheit (PKA.) wird
freigesetzt. PKA. phosphoryliert nun die Zielproteine, z.B. den L-Typ Calciumkanalkomplex und den
Ryanodinrezeptor. Zu dem lusitropen Effekt flihrt die PKA-Phosphorylierung von Phospholamban und
damit zur Ca**-Wiederaufnahme ins SR. Die B-adrenerge Stimulation von L-Typ Calciumkanalen ist
schematisch in Abbildung 1-7 dargestellt. Pharmakologisch konnen die PKA-Effekte durch Gabe von
Isoprenalin (B-AR-Agonist) und Forskolin (AC-Agonist) initiiert, durch Gabe von B-AR-Blockern

gehemmt werden.
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Abbildung 1-7 PKA-Phosphorylierung: Schematische Darstellung der Aktivierung des B-Adrenozeptors (B-AR) und der
Phosphorylierung des LTCC-Carboxyterminus; AC (Adenylzyklase), AKAP (AKinase anchoring Protein)

Die Phosphorylierung von Ser1928 im Carboxyterminus der Ca,1.2-Untereinheit des L-Typ
Calciumkanalkomplexes wurde bis vor kurzem als Mechanismus fiir die Regulation des Calciumkanals
durch die Proteinkinase A angesehen (Davare and Hell, 2003; De Jongh et al., 1996; Hall et al., 2006).
Durch Mutation von Ser1928 zu Alanin (S1928A) in einer knock-in-Mauslinie konnte aber gezeigt
werden, dass die B-adrenerge Stimulation des Kanalkomplexes nicht von der Mutation S1928A
beeinflusst wird (Lemke et al., 2008). Als weitere mogliche PKA-Phosphorylierungsstelle wird derzeit
Ser1700 auf dem proximalen Carboxy-Terminus der Ca,1.2-Untereinheit diskutiert (Fuller et al.,
2010).

Neben der Ca,1.2-Untereinheit stellt die Ca,,-Untereinheit ein weiteres Ziel der PKA im L-Typ
Calciumkanalkomplex dar. Durch Phosphopeptid-Mapping und Micro-Sequenzierung der bakteriell
exprimierten Ca,f,-Untereinheit wurden zwei starke PKA-Phosphorylierungsstellen (Thri64 und
Ser591) nachgewiesen. Nach Mutation dieser Phosphorylierungsstellen in Alanine und anschlieRende
elektrophysiologische Messung konnte der Einfluss dieser putativen PKA-Stellen wiederlegt werden.
Als weitere Phosphorylierungsstellen wurden im Ca,,-Carboxy-Terminus drei Serine (460, 479 und
480) identifiziert. Mutation dieser moglichen PKA-Stellen zu Alaninen inhibiert hier die PKA-
abhidngige Phosphorylierung der Ca,B,-Untereinheit (Gerhardstein et al., 1999). Dieses Ergebnis
konnte mittels Elektrophysiologie bestatigt werden: Fir die Ca,B,-Mutante S479/480A, coexprimiert
mit Ca,1.2A1905 (Ca,1.2-Kanal, an dem C-terminal ca. 200 Aminosduren und die
Phosphorylierungsstelle Ser1928 fehlen), konnte durch Mikroinjektion von PKA kein Anstieg des
LTCC-Stroms festgestellt werden. Der WT-Kontrollversuch und die Mutation S460A hingegen fiihren
zur Erhéhung des LTCC-Stroms als Antwort auf PKA-Gabe zeigten (Binemann et al., 1999). In vitro
stellen Ser479 und Ser480 der Ca,B,-Untereinheit somit potentielle Ziele fiir die PKA-
Phosphorylierung dar, die unabhangig von Ser1928 im distalen Carboxyterminus sind. Ob diese
Phosphorylierungsstellen tatsachlich eine Rolle bei der Fight-or-Flight-Situtation in vivo spielen, ist
bis dato noch ungeklart. Die relevanten Phosphorylierungsstellen im LTCC-Komplex sind schematisch
in Abbildung 1-8 dargestellt.
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Ca,1.2 Ca,B;

-%--- Ser1700

Ser1928
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Abbildung 1-8 PKA-Phosphorylierungsstellen im LTCC-Komplex; links: Carboxyterminus der Ca,1.2-Untereinheit mit PKA-
Stellen Ser1928 und Ser1700; rechts: Ca,B,-Untereiheit mit Ser460 und Ser479/480

1.3.2 Phosphorylierung mittels Akt/PKB

Akt/PKB ist eine Serin/Threoninkinase, die in drei unterschiedlichen Isoformen (Akt-1, -2, -3)
vorkommt und durch den IGF-1-PI3K-PDK-1-Signalweg aktiviert wird: Die Stimulation von
Tyrosinkinaserezeptoren durch IGF-1 (Insulin-like growth factor 1) fiihrt zur Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase  (PI3K), einer Lipidkinase, die die Phosphorylierung des
Membranbestandteils Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) katalysiert. PIP3 bindet an die Pleckstrin-Domane von Akt/PKB, was zur
Translokation von Akt/PKB an die Plasmamembran fihrt. Dort wird Akt/PKB durch die
Phosphoinositol-abhéngige Kinase 1 (PDK1) phosphoryliert und aktiviert. Die aktivierte Form der
Akt/PKB kann diverse Zielproteine phosphorylieren. Der PI3K-Signalweg kann durch zwei
Phosphatasen blockiert werden: die Lipidphosphatase PTEN (phosphatase and tensin homologue
deleted form chromosome 10) dephosphoryliert PIP3 an der 3’Position und die Phosphatase SHIP2
(SH2-containing 5'-inositol phosphatase) an der 5’Position des Inositol-Rings. Effektoren des IGF1-

PI3K-Akt/PKB-Signalwegs sind Apoptose-hemmende und Tumorwachstum-auslésende Proteine.

Es wird vermutet, dass der IGF-1-PI3K-Akt Signalweg die kardiale Inotropie erhéht und zu einer
Zunahme der intrazelluldren Ca**-Konzentration fuhrt (Ubersicht in Ceci et al., 2004; McMullen et al.,
2004). Der zu Grunde liegende Mechanismus ist weitgehend unbekannt. Im Zusammenhang mit
spannungsabhangigen Calciumkanalen konnte gezeigt werden, dass in Kardiomyozyten (Catalucci et
al., 2009) und in Neuronen (Viard et al., 2004) die Aktivierung des Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Wegs den LTCC-Strom verstarkt; dieser Effekt wurde von Viard et al. (2004) durch die Akt/PKB-
Phosphorylierung der Ca,,-Untereinheit begriindet. Die dort beschriebene Phosphorylierungsstelle

auf der Ca,B,-Untereinheit war Ser574. Der postulierte Signalweg ist in Abbildung 1-9 dargestellt.



Einleitung 11

IGF-1

Insulin

TRK
pssllou@ .ﬂi) Gﬁ)

PI3K

Abbildung 1-9 Akt/PKB-Signalweg und Phosphorylierung von Ca,f8,

1.3.3 Regulation von L-Typ Calciumkandlen durch CaMKII

Die multifunktionale Ca**/Calmodulin-abhingige Proteinkinase Il (CaMKIl) ist ein Schliissel-Effektor
bei der Regulation von LTCCs. Es gibt vier unterschiedliche Calmodulinkinase lI-Enzyme (CamKlla, B, y
und §), die aus acht bis zwolf Untereinheiten zusammengesetzt sind, wobei im Herzen tiberwiegend
die CamKII6 exprimiert wird (Xu et al., 2010). In Muskelzellen und Neuronen wird CaMKIl mit der
Erregungs-Kontraktions-Kopplung und Erregungs-Transkriptions-Kopplung in Verbindung gebracht
(Bers, 2008; Wheeler et al., 2008; Wu et al., 1999). Eine Erhohung der intrazellularen
Calciumionenkonzentration (im pmolaren Bereich), die durch die Freisetzung von Ca®*" aus den
intrazellularen Speichern des SR zustande kommt, fiihrt zur Aktivierung der CaMKII durch Binden von
Ca®*/Calmodulin (Ca**/CaM) an die Kinase und darauf folgend zur Autophosphorylierung an Thr286/7
in der regulatorischen Doméane des Enzyms. Dadurch entsteht eine Ca’*-unabhingige Form der
CaMKIl mit erhdhter Affinitdt zu unterschiedlichen CaMKIll-assozierten Proteinen (Colbran, 2004;

Hudmon et al., 2005).

Die CaMKIl beeinflusst in Kardiomyozyten sowohl die Freisetzung von Ca’* aus dem SR Uber
Ryanodinrezeptoren, als auch den Riicktransport von Ca®" ins SR durch Phosphorylierung von
Phospholamban und SR Ca** ATPasen (SERCA). Die Mechanismen dazu sind noch nicht naher geklart
(Ai et al., 2005; Ji et al., 2003; Ji et al., 2006). Desweiteren ist die CaMKII an verschiedenen Formen
der LTCC Fazilitierung beteiligt. Als Fazilitierung wird der Prozess bezeichnet, durch welchen L-Typ
Calciumkanile in einen Offnungsmodus (Mode2) gelangen, der durch lange Offnungszeiten und eine
hohe Offnungswahrscheinlichkeit gekennzeichnet ist (Dzhura et al., 2000; Pietrobon and Hess, 1990;
Yuan and Bers, 1994). Die erhohte Offnungswahrscheinlichkeit (Po) des Kanalkomplexes fiihrt zu
gesteigertem Ca’*-Einstrom und gesteigerter Calcium-abhéngiger Signaltransduktion in der Zelle
(Anderson et al., 1994; Lee et al., 2006; Xiao et al., 1994). Der molekulare Mechanismus fir die

Lokalisierung der CaMKIl und der Ic,-Fazilitierung in Kardiomyozyten in vivo ist bisher nicht geklart.
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Untersuchungen in heterologen Expressionssystemen lassen vermuten, dass die CaMKII direkt an den
Carboxy-Terminus der Ca,1.2-Untereinheiten bindet bzw. diesen direkt phosphorylieren kann
(Hudmon et al., 2005; Lee et al., 2006). Andere Untersuchungen zeigen, dass das erfolgreiche
Targeting von CaMKIl an den full length Ca,1.2-Kanal in transfizierten HEK293-Zellen die Bindung von
CaMKIl an die Ca,B,-Untereinheit erfordert (Abiria and Colbran, 2010; Kamp et al., 2000). Als CaMKII-
Phosphorylierungsstellen im L-Typ Calciumkanalkomplex wurden Ser1512 und Ser1570 auf der
Ca,1.2-Untereinheit und Thr498 auf der Ca,B,-Untereinheit identifiziert. Die physiologische
Bedeutung der CaMKII-Phosphorylierungsstellen Ser1512/1570 wurde in einem knock-in-
Mausmodell untersucht, in welchem Ser1512/1570 zu Alaninen mutiert wurden (SF-Maus).
Elektrophysiologische Messungen der SF-Kardiomyozyten zeigten, dass die spannungs- und
frequenzabhangige Fazilitierung zwar stark reduziert war, diese Mutationen aber nicht zur
vollstandigen Inhibition der Fazilitierung fihrten (Blaich et al., 2010). Daher werden synergistische
Effekte der Ca,1.2- und der Ca,B,-Untereinheit bei der CaMKIll-abhdngigen Regulation des
Calciumkanals vermutet (Grueter et al., 2006; Hudmon et al., 2005; Lee et al., 2006). Die
physiologische Bedeutung der CaMKII-Phosphorylierungsstelle auf der Ca,,-Untereinheit in vivo ist
bis dato noch unklar. Es konnte sein, dass die CaMKIl durch die Ca,B-Untereinheit an ihre
Bindungsstellen auf der Ca,1.2-Untereinheit gebracht wird (Grueter et al., 2006). Eine schematische

Darstellung dieser Theorie ist in Abbildung 1-10 gezeigt.

Fazilitierung
—_—)

Ser1512 Ser1512

Fazilitierung

A 4

ICa l(:a

Abbildung 1-10 CaMKII-Phosphorylierung und Fazilitierung
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1.4 Ca,B-Protein-Protein-Interaktionen

1.4.1 Strukturelle Eigenschaften der Ca,B-Untereinheit

Die Ca,B-Untereinheit wurde lange Zeit nur als intergraler Bestandteil von Calciumkanalkomplexen
betrachtet, der zwar wichtige Funktionen fiir das Kanal-Trafficking, die Membranexpression und die
Beeinflussung der biophysikalischen Eigenschaften des Kanalkomplexes erfiillt, aber nicht mit
anderen Proteinen interagiert. Durch molekulare Modellberechnungen (molecular modelling) wurde
gezeigt, dass die Ca,p-Untereinheit zwei konservierte Protein-Protein-Interaktionsstellen besitzt
(Hanlon et al., 1999), die sich in der MAGUK-Proteinfamilie (Membrane Assoziierte GUanylat Kinase),
einer Klasse von Scaffold-Proteinen, wiederfinden. MAGUK-Proteine besitzen in ihrer Kernstruktur
eine PDZ- (Post-Synaptic Density protein 95 (PSD-95), Discs large protein (dlg) und Zona occludens-1
(20-1)), eine SH3- und eine Guanylatkinase (GK)-Domé&ne. Zwischen SH3- und GK-Domane befindet
sich ein flexibler Linker, der als HOOK bezeichnet wird, und fiir das Andocken an interagierende
Proteine mitverantwortlich ist. Domane 2 und 4 der Ca,8-Untereinheit zeigen sehr groRe strukturelle
Ahnlichkeiten mit der SH3- und der GK-Domane. In Abbildung 1-11 sind die strukturellen
Eigenschaften der Ca,B-Untereinheit und der MAGUK-Proteine dargestellt. Diese Domé&nen kénnen
Proteininteraktionen bei verschiedenen zelluldren Prozessen eingehen: Interaktionen der Ca,-
Untereinheit bei Hormonsezernierung und Endozytose wurden bereits nachgewiesen (Beggren et al.,
2004; Beguin et al., 2001; Hidalgo and Neely, 2007).

Ca,B MAGUK

Additional Basic Core

[\ Wi— CaMKII

Abbildung 1-11 Ca,f-MAGUK: Vergleich der Struktur

Bisher wurde keine systematische Analyse der Interaktionspartner der Ca,p-Untereinheit (Ca,B-
Interaktom) durchgefiihrt, was durch den Mangel an geeigneten Methoden und Systemen erklarbar
ist. Als integraler Bestandteil im Calciumkanalkomplex ist die Untersuchung der Ca,,-Untereinheit
und des Ca,B,-Interaktoms im intakten lonenkanalkomplex notwendig. Fir Interaktionsstudien von
lonenkanalkomplexen in nativem Gewebe muss der lonenkanalkomplex mit dem Interaktom durch
milde Detergenzien bei physiologischen Salzkonzentrationen und physiologischen pH-Werten aus der
Zellmembran gelést weden (Ubersicht in Kalipatnapu and Chattopadhyay, 2005). Die milden und
physiologischen Bedingungen sind notwendig, um die native Struktur und Konformation der

Membranproteine und die Bindung der Interaktionspartner im Proteinkomplex zu erhalten. Mit Hilfe
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von spezifischen Antikérpern wird eine Co-lmmunprazipitation (Co-IP) durchgefiihrt, d. h. das
Zielprotein wird mit den interagierenden Proteinen durch Antikorper-Bindung aus der
Membranprotein-Lésung isoliert und mit massenspektrometrischen Methoden analysiert. Diese
Technik wurde in vielen Féllen (Ubersicht in Vasilescu and Figeys, 2006) erfolgreich eingesetzt, wobei
geeignete, sehr spezifische Antikorper die Grundvoraussetzung sind. Im Fall der Ca,B,-Untereinheit
ist kein ausreichend spezifischer Antikérper vorhanden bzw. herstellbar. Daher ist die Aufreinigung

des Ca,B,-Interaktoms bisher nicht moglich.

1.4.2 Tandem-Affinitatsaufreinigung: OneStrep-Tag

Das StrepTag-System ist ein Tandem-Affinitatsaufreinigungs-System, das fir die Untersuchung von
Protein-Interaktionen entwickelt wurde. Es beruht auf dem Prinzip der Streptavidin-Biotin-Bindung,
d.h. einer sehr spezifischen Bindung von D-Biotin an das Protein Streptavidin. Diese Bindung weist
eine hohe Stabilitdt und eine sehr hohe Spezifitat auf. Fiir die analytische Verwendung wird D-Biotin
auf ein Minimal-Sequenz von acht Aminosduren (Thr-Ser-His-Pro-GIn-Phe-Glu-Lys, WSHPQFEK)
modifizier (StrepTag) und Streptavidin biochemisch verdndert, so dass es nur noch in seiner
Kernstruktur vorliegt (StrepTactin). Diese Verdanderungen gewahren eine hochspezifische Interaktion
von StrepTag mit StrepTactin bei einer geringen Grofle des Tags und einer hohen Flexibilitat des
Tactins, das in Losung, an Matrix fixiert oder mit Enzymen konjugiert verwendet werden kann. Als
Weiterentwicklung des StrepTags besitzt der OneStrep-Tag eine hohere Affinitat zu und Spezifitat fur
StrepTactin, was auf zwei spezifische StrepTag-Sequenzen zurilickzufiihren ist. Die OneStrep-Tag-
Sequenz beinhaltet N- bzw. C-terminal einen Linkerbereich (SA), der das Fusionieren des OneStrep-
Tags an Zielproteine ermoglicht, und einen flexiblen Linker ((GGGS);) zwischen den spezifischen
StrepTag-Sequenzen (SA-WSHPQFEK-(GGGS);-WSHPQFEK). Der OneStrep-Tag hat eine GréRe von 3,3
kDa. Diese geringe Grolie ist ideal fiir die Untersuchung von Protein-Interaktomen, da keine Stérung
der nativen Proteinfaltung und Konformation des getaggten Proteins, keine Behinderung der Protein-
Protein-Interaktionen und keine physiologischen Auswirkungen durch den fusionierten OneStrep-Tag

erwartet werden.

Fiir das OneStrep-Tag-System existieren geeignete, hochspezifische Antikérper und
Affinitatsaufreinigungs-Methoden, die in vitro bereits etabliert sind und publiziert wurden (Schmidt
and Skerra, 2007). Es besteht die Maoglichkeit neben der Aufreinigung lber die StrepTactin-Matrix,
eine zweite Aufreinigung Uber eine Antikorpersaule durchzufiihren, um eventuell falsch-positive
Interaktionen von den spezifischen Interaktionen zu isolieren. Diese Moglichkeit der Tandem-
Affinitatsaufreinigung (TAP, tandem affinity purification) ist ein Vorteil des OneStrep-Tag-Systems
gegeniiber anderen Affinitatschromatographie-Systemen, da mit einem Tag unterschiedliche
Aufreinigungsschritte durchgefiihrt werden kénnen. Eine weitere interessante Moglichkeit, die das
OneStrep-Tag-System bietet, ist die kovalente, reversible Verknlipfung (cross linking) der
Interaktionspartner in vivo durch Formaldehyd (SPINE, Strep-Protein Interaction Experiment,

(Herzberg et al., 2007)). Dadurch kénnen schwach gebundene Interaktionspartner, die sich durch
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Protein-Solubilisierungsschritte von dem Zielprotein l|6sen konnten, starker gebunden und
anschlieBend detektiert werden. Das OneStrep-Tag-getaggte Interaktom wird (ber
Saulenchromatograhie bzw. im Batch-Verfahren von den unspezifischen Membranproteinen durch
die StrepTag-StrepTactin-Interaktion getrennt. AnschlieRend wird das Interaktom von der
StrepTactin-Matrix eluiert und die interagierenden Proteine Uber Gelchromatographie und Silber-
Farbung visualisiert. Es folgt die Analyse einzelner Proteinbanden (iber Massenspektrometrie bzw.
Proteinsequenzierung. In Abbildung 1-12 ist das Vorhaben fiir das in vivo OneStrep-Tag-System und

die Analyse am Beispiel des Ca,B,-Proteins dargestellt.
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Abbildung 1-12 Untersuchung des Interaktoms mittels OneStrep-Tag-System in vivo am Beispiel der Ca,B,-Untereinheit;
dargestellt sind das getaggen CACNB2 Gen zur Herstellung einer Ca,,STREP-Mauslinie, die Aufreinigung des getaggten
Ca,B,-Interaktoms im intakten LTCC-Kanalkomplex iiber Affinitdtsbindung, die Auftrennung und Darstellung der
Interaktionspartner liber ein SDS-Silbergel und die Analyse mittels Massenspektrometrie. Die Interaktionspartner sollen
in Folgeexperimenten auf ihre physiologische Relevanz untersucht werden.
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2  Fragestellung und Zielsetzung

Das Ca,B,-Protein tragt vier putative Phosphorylierungsstellen, die in sehr kurzem Abstand auf dem
Carboxy-terminalen Exon 14 des CACNB2 Gens lokalisiert sind. Es handelt sich dabei um die PKA
(Ser479/480)-, CaMKIl (Thr498)- und Akt/PKB (Ser574)-Phosphorylierungsstellen. Die von
unabhangigen Gruppen bisher publizierten in vitro Daten zeigten eine Beeinflussung der L-Typ-
Calciumkanaleigenschaften durch PKA-, CaMKII- und Akt/PKB-vermittelte Phosphorylierung des
Ca,B,-Proteins. Das Ca,B,-Protein ist ein Bestandteil des LTCC-Komplexes (Ca,B,-Untereinheit). Nach
Entfernen der Phosphorylierungsstellen in vitro wurde eine Abnahme der LTCC-Strome festgestellt.
Da eine Dauerstimulation der PKA-, CaMKIl- und Akt/PKB-Signalwegen kardiotoxische Effekte hat,
etwa Herzhypertrophie auslésen kann, lassen diese Vorarbeiten einen kardioprotektiven
Mechanismus nach Entfernen der genannten Ca,,-Phosphosorylierungsstellen vermuten. Um diese
Theorie zu prifen, soll im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit eine knock-in-Mauslinie
(Ca,B,STOP) durch homologe Rekombination generiert werden, die zur Untersuchung von Exon 14
des Ca,B,-Proteins im kardialen L-Typ Calciumkanalkomplex dient. In der Ca,B,STOP-Mauslinie soll
das Ca,B,-Protein Carboxy-terminal trunkiert und dadurch Exon 14 und die relevanten
Phosphorylierungsstellen entfernt werden. Mit dieser knock-in-Mauslinie werden kardiovaskulare
und elektrophysiologische Untersuchungen unter physiologischen sowie pathophysiologischen
Bedingungen durchgefiihrt, um mogliche kardioprotektive Effekte durch die Trunkierung des Ca,,-

Proteins zu analysieren.

Die Rollen der Phosphorylierungsstellen des CACNB2 Gens sind in vivo bis heute nicht geklart; daraus

ergeben sich folgende Fragestellungen:
1. Welche Rolle spielen die PKA-Phosphorylierungsstellen Ser479 und Ser480 des Ca,3,-Proteins?

Ein Einfluss von Ser479/480 bei der B-AR-stimulierten, PKA-vermittelten Regulation des LTCC-
Komplexes wird von verschiedenen Gruppen diskutiert und eine Erhéhung des LTCC-Stroms durch
die PKA-abhdngige Phosphorylierung der Ca,B,-Untereinheit in Kardiomyozyten postuliert. Das
Entfernen der PKA-Phosphorylierungsstellen Ser479/480 in der Ca,,STOP-Maus und die
anschliefende Bestimmung von PKA-vermittelten Effekten, konnten dazu dienen, die Relevanz der
PKA-Phosphorylierung des Ca,B,-Proteins in vivo zu untersuchen. Die Analyse des Fractional
Shortening und die elektrophysiologische Messung der LTCC-Stdme, vor und nach B-adrenerger
Stimulation unter physiologischen sowie pathophysiologischen Konditionen sollen fiir die primare

Untersuchung des PKA-Signalwegs in den knock-in-Tieren herangezogen werden.
2. Welche physiologische Bedeutung hat die CaMKII-Phosphorylierungsstelle Thr498?

Durch die CaMKII-Phosphorylierung von Thr498 der Ca,B,-Untereinheit wurde in vitro eine erhohte
LTCC-Fazilitierung und daraus resultierend ein erhohter Ca*-Einstrom in erregbare Zellen
beobachtet. Die CaMKIl wird als Mediator der pathologischen Herzhypertrophie im kardiovaskularen

System angesehen. Durch Trunkierung des Ca,B,-Carboxyterminus in der Ca,f,STOP-Mauslinie soll
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die CaMKII-Phosphorylierungsstelle Thrd98 in vivo entfernt werden, was zur Abnahme der
Fazilitierung fldhren sollte. Die Fazilitierung in  Ca,B,STOP-Kardiomyozyten soll mit
elektrophysiologischen Protokollen bestimmt werden. Ein kardioprotektiver Effekt durch das
Entfernen der CaMKII-Phosphorylierungsstelle konnte durch die Abnahme des Herzgewichts und die

histologische Untersuchung des ventrikuldaren Herzgewebes festgestellt werden.
3. Welche Bedeutung hat die Akt/PKB-Phosphorylierungsstelle Ser574 in vivo?

In erregbaren Zellen konnte durch die Akt/PKB-vermittelte Phosphorylierung von Ser574 die
Erhohung der LTCC-Stabilitat und ein erhdhter Ca®*-Einstrom von zwei unabhéngigen Arbeitsgruppen
festgestellt werden. Diese Befunde kénnten bedeuten, dass die Akt/PKB-vermittelte Erhéhung des
Ca’*-Einstroms zu prohypertrophen Effekten in vivo fihrt. Der Ca,,STOP-Mauslinie fehlt Ser574, was
zu einer verminderten LTCC-Dichte in der Zellmembran, zu einem verminderten Ca?*-Einstrom in
Herzmuskelzellen und somit zu einem kardioprotektiven Effekt in den knock-in-Tieren fiihren sollte.
Die LTCC-Dichte wund der Ca*-Einstrom kénnen in der Ca,B,STOP-Mauslinie  durch
elektrophysiologische Messungen und durch die quantitative Bestimmung der Ca,1.2-
Oberflachenexpression bestimmt werden. Die Bestimmung von Herzgewicht, Hypertrophiemarkern
und hypertrophen Gewebe konnte Hinweise auf einen kardioprotektiven Effekt der Ca,B,STOP-

Mutation geben.

Das Ca,B,-Protein ist ein mogliches Scaffold-Protein der MAGUK-Familie und es ist zu erwarten, dass
das Ca,B,-Protein wichtige physiologische Rollen als Teil anderer Makroproteinkomplexe wahrnimmt.
Bisher war eine systematische Analyse der Interaktionspartner der Ca,B,-Untereinheit (Ca,B,-

Interaktom) methodisch nicht durchfiihrbar. Daraus ergibt sich die Fragestellung:
4. Wie kann das gesamte Ca,B,-Interaktom systematisch analysiert werden?

Die Kombination eines neuartigen Tandemaffinitatsaufreinigungs-Systems (OneStrep-Tag-System)
mit transgenen Maustechniken bietet hierflir die Moglichkeit spezifische Interaktionsstudien von
lonenkanalkomplexen und den interagierenden Proteinen durchzufiihren. Dieser methodische
Ansatz kann dazu dienen, dass Ca,,-Interaktom — unter physiologischen sowie pathophysiologischen
Konditionen - zu entschlisseln. Dazu wird eine Mauslinie durch homologe Rekombination generiert,
die den OneStrep-Tag Carboxy-terminal an das CACNB2 Gen fusioniert enthalt. Die zuvor im Rahmen
der vorliegenden Arbeit etablierten Aufreinigungs- und Detektionsmethoden, sollen anschlieBend in
vivo verwendet werden, um die interagierenden Proteine aufzutrennen und massenspektrometrisch

zu analysieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Mauslinien

Embryonale Stammzelllinie

Fiir das Generieren der knock-in-Mauslinien werden murine, embryonale Stammzellen mit SV129-
Hintergrund (Zelllinie R1, genetischer Hintergrund: 129X1/SvJx12951/SV-+p+Tyr-cKitISI-J/+, Andreas
Nagy, Mount Sinai Hospital, Toronto, Kanada;) verwendet. Die Zellen werden in Passage 11
erworben.

Feeder-Zelllinie

Fir die Prdparation der Feederzellen (MEF, mouse embryonic fibroblasts) werden weibliche
C57BI/6N-M3use mit homozygoten C57BIl/6J-TgN(pGKneobpA)3Ems-Mannchen (Charles River)
verpaart. Diese Mausline besitzt ein Neomycin-Resistenzgen, wodurch Feederzellen die Selektion mit
G418 wahrend der Stammzellkultur Gberleben kénnen.

CD1

Weibchen:

Fiir das Austragen von manipulierten Blastozysten werden scheinschwanger CD1-Weibchen
(Mauslinie: Crl:CD1(ICR), Charles River) benétigt. Bei der CD1-Mauslinie handelt es sind um eine
Inzuchtmauslinie mit weillem Fell (Albino-Mauslinie), die eine besondere Fiirsorge gegeniber ihren
Nachkommen zeigt.

Mannchen:

CD1-Mannchen (Mauslinie: HSD:ICR(CD1), Harlan) werden im Alter von 4-6 Wochen bei der Firma
Harlan vasektomiert und kénnen zwei Wochen nach dem Eingriff fiir das Verpaaren zur Erzeugung
von scheinschwangeren CD1-Weibchen verwendet werden.

16

Bl6-Mé&use (Mauslinie: C57BI/6NCrl, Charles River) werden fiir das Gewinnen von Blastozysten und
fir die erste Verpaarung der knock-in-Chimare verwendet. Bei Bl6-Mausen handelt es sich um eine
Inzuchtmauslinie, auf deren genetischen Hintergrund riickgekreuzt wird.

Cre-Deleter

Fiir das Entfernen der NeoTK-Selektionskassette in vivo werden heterozygote knock-in-Mause mit
Cre-Deleter-Mé&usen (genetischer Hintergrund B6.C-Tg(CMV-Cre)1Cgn/J, Charles River) verpaart.
Diese Cre-Deleterlinie exprimiert das CreRekombinase-Gen unter dem CMV (Cytomegalie Virus)-
Promoter und entfernt DNA-Bereiche zwischen loxP-Erkennungssequenzen aus dem gesamten
Genom.
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3.2 Bakterienkultur

3.2.1 Verwendete Plasmide

Als Plasmide werden ringférmige, doppelstrangige DNA-Molekiile bezeichnet, die in Bakterien neben
dem eigentlichen Bakterienchromosom vorliegen und sich dort autonom vermehren kénnen. Die in
der Molekularbiologie verwendeten, gentechnisch verdanderten Plasmide besitzen als
Grundausstattung neben einer Multiple Cloning Site bestimmte Antibiotikaresistenz-Gene und einen

eigenen Replikationsursprung.

pBluescript Il KS + (Stratagene)

Das pBluescript-Plasmid wird in der Arbeit zur Herstellung von Subvektoren verwendet. Es besitzt
eine Multiple Cloning Site mit einmalig vorgkommenden Restriktionssequenzen und ein Resistenzgen
flr Ampicillin. Durch das pUC-ori Replikationsgen ist die Vermehrung in E. coli-Kulturen moglich. Das

Plasmid hat eine GrofRRe von 3 kb.

pBluescript-loxP-NeoTK-loxP (PD Dr. Sven Moosmang)

Bei diesem Plasmid handelt es sich um eine veranderte Version des pBluescript Il KS +. Es enthalt
zusatzlich eine Selektionskassette bestehend aus dem Neomycin-Resistenzgen (Neo) und dem
Thymidinkinase-Gen (TK). Der Ursprung des neo-Gens ist E. coli, das TK-Gen wurde aus dem Herpes
simplex Virus I isoliert. Die Selektionskassette wird von zwei loxP-Sequenzen flankiert, die durch die
Cre-Rekombinase aktiviert werden und zum Entfernen der Selektionskassette dienen. Das Plasmid

hat eine GroRRe von 7,8 kb und ist das Riickgrat fiir die Gentargeting-Vektoren.

pGEX-6-P1 (Amersham)

Das pGEX-6-P1-Plasmid wird zur Uberexpression von GST-Fusionsproteinen in BL21-Zellen
verwendet. Die pGEX-Vektoren enthalten neben der Multiple Cloning Site den tac-Promoter, das
GST-Gen und das laclg-Gen. Die Expression des Fusionsproteins wird durch den tac-Promoter
kontrolliert, welcher durch das laclg-Genprodukt inhibiert ist. Diese Inhibition kann durch Zugabe des
Laktose-Analogon Isopropyl-B-D-Thiogalactosid (IPTG) gestoppt werden. IPTG bindet an den
Repressor was zur Aktivierung des tac-Promoters und zur kontrollierten Expression des GST-
Fusionsproteins flihrt. pGEX-6-P1 hat eine GréRe von 4,95 kb.

pcDNA3/ pcDNA3.1

Die Vektoren pcDNA3 und pcDNA3.1 werden fiir die Uberexpression von cDNA in heterologen
Expressionsystemen verwendet. Hier wird die Uberexpression in HEK293T-Zellen durchgefiihrt. Fiir
die Arbeit wichtige Funktionen von pcDNA3/pcDNA3.1 sind die Multiple Cloning Site, das
Resistenzgene fiir Ampicilin, der pUC-ori-Replikationsursprung zur Vermehrung in E. coli-Kulturen

und der SV40-Replikationsursprung fiir die heterologe Expression in HEK293T-Zellen. Die Plasmide
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pcDNA3 und pcDNA3.1 sind jeweils 5,4 kb groR und unterscheiden sich lediglich in den

Restriktionssequenzen der Multiple Cloning Site.

3.2.2 Verwendete Bakterienstamme

Im Rahmen der Arbeit wurden XL-1 Blue- (Stratagene), XL-10 Gold- (Stratagene) und BL21- (Merck,
Novagen) Zellen fiir die Vervielféltigung der hergestellten Plasmide verwendet. Hierbei handelt es
sich um E. coli-Stamme, die die Kompetenz besitzen Plasmide aufzunehmen und diese in ihrer
Wachstumsphase zu vermehren. Die Bakterienstamme besitzen keine Pathogenitatsfaktoren. Um
Uber die kompetenten Zellen in groflen Mengen giinstig verfligen zu kénnen, werden sie vermehrt

und gemal Protokoll mit Elektrokompetenz oder chemischer Kompetenz versehen.

Herstellung elektrokompetenter Zellen

Fiir die Herstellung elektrokompetenter Zellen wird ein Verdiinnungsausstrich von XL-1 Blue-Zellen
(Stratagene) auf Tretrazyklin-LB-Platten gemacht und Uber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen. Am
Folgetag wird ein Klon gepickt, in einer 7 ml Ampicillin-LB-Kultur fiir 12 h bei 37 °C inkubiert und zum
Beimpfen einer 500 ml Ampicillin-LB-Kultur verwendet. Die Kultur wird bis zur ODgy von 0,5 — 0,7 bei
37 °C und 225 rpm inkubiert, pelletiert (4000xg, 10 min, 4 °C) und mit sterilem Wasser und Glycerin-
Losung gewaschen. Abschlieend wird das gereinigte Zellpellet in 10 % Glycerinldsung geldst und in

50 pl-Aliquots bei -80 °C gelagert.

Herstellung chemisch kompetenter Zellen

Chemisch-kompetente Zellen (XL-10 Gold, Stratagene) werden ebenfalls auf Tetrazyklin-LB-Platten
vereinzelt und bis zur ODgy von 0,3 bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren bei
3000xg (10 min, 4 °C) wird das Pellet in 15 ml Transformation-Storage-Solution (TSS) resuspendiert
und in 400 pl Aliquots bei -80 °C gelagert.

TSS-Losung
PEG 3350 (40%) 50 ml
1M Mgdl, 10 ml
DMSO 10 ml
LB-Medium ad 200 ml

pH 6,5

3.2.3 Kultivierung der Bakterienstamme

E. coli werden in dem Vollmedium Luria-Bertani (LB) kultiviert. Abhangig von der Antibiotikaresistenz
des eingebrachten Plasmids wird dem LB-Medium vor Gebrauch Antibiotikum (0,5 pg/ml) zugesetzt.

Fiir Festmedien wird LB-Medium mit Agar autoklaviert, das geeignete Antibiotikum nach Abkiihlen
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auf 50°C zugegeben und in Petrischalen gegossen. Nach Transformationen werden die Zellen mit
SOC(+)-Medium versetzt. Dieses wird frisch aus SOC(-)- Medium hergestellt. LB-Medium, LB-Agar und

SOC(-)-Medium werden direkt nach der Herstellung autoklaviert.

Luria-Bertani (LB) SOC(-) SOC(+)
Trypton Trypton Trypton 2g | SOC(-) 4,8 ml
Hefeextrakt Hefeextrakt Hefeextrakt 0,5g | 1 M MgCl,* 0,05 ml
NacCl 5 M NacCl 5 M NacCl 0,2ml | 1 M MgSO,* 0,05 ml
Glucose 1 MKCI 1 MKCI 0,25 ml | 20 % Glucose* 0,1 ml
H,0 H,0 H,0 ad 100 ml

Autoklavieren, Lagerung bei RT

Autoklavieren, Lagerung als 4,8 ml
Aliquots bei-20 °C

Losungen sterilfiltirert, Lagerung bei -
20°C

Festmedium (LB-Agar)
Agar
LB-Medium

135¢
ad 1000 ml

Lagerung in Petrischalen bei 4 °C

Die Kultivierung von E. coli erfolgt unter aeroben Bedingungen. LB-Flussigkulturen (7 ml bzw. 100 ml)
werden bei 37 °C und 225 rpm fiir 8 — 12 h inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt ist die logarithmische
Wachstumsphase erreicht. Bakterienausstriche auf Agar-Platten werden (iber Nacht bei 37 °C im

Brutschrank inkubiert.

LB-Fllssigkulturen sind fiir die Lagerung ungeeignet. Fir die Kurzzeitlagerung wird aus der
FlUssigkultur ein Verdlinnungsausstrich auf einer Agarplatte gemacht, tiber Nacht bei 37 °C inkubiert
und bei 4 °C gelagert. Fiir die Langzeitlagerung empfiehlt sich das Anfertigen eines Glycerol-Stocks.
Dazu wird die LB-Flussigkultur mit sterilem Glycerol 1:1 gemischt und kann bei -80 °C gelagert

werden.

3.2.4 Transformation von Bakterien

Als Transformation bezeichnet man das Einbringen von Fremd-DNA in einen Wirt. Bei dem Wirt
handelt es sich in der Regel um einen E.Coli-Stamm, der durch eine geeignete Behandlung mit DMSO
die Eigenschaft (Kompetenz) hat, Fremd-DNA (zirkuldre Plasmide) aufzunehmen. Man unterscheidet
zwischen chemischer Transformation und Transformation durch einen elektrischen Puls. Nach der
Transformation werden die Zellen mit der eingebrachten DNA in SOC(+)-Medium vermehrt und tber
Nacht auf Antibiotika-haltigen LB-Platten bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag konnen Einzelklone von
der Platte in LB-Flissigkulturen Uberfiihrt werden und nach 6 — 8-stlindigem Wachstum mittels
alkalischer Lyse (3.3.1.1) und Restriktionsverdau (3.3.2) untersucht werden. Die Effizienz der

Transformation ist von der Grof3e des Plasmids und der Art der Transformation abhangig.
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Chemische Transformation

Fir die Transformation der Plasmid-DNA in chemisch-kompetente Zellen (XL-10 Gold, Stratagene)
wird ein 50 ul Aliquot chemisch kompetenter Zellen mit 2 yul DMSO 10 min auf Eis inkubiert. Es
werden 2 pl Ligationsansatz bzw. 10 — 50 ng Plasmid-DNA zu diesem Ansatz gegeben und weitere 30
min auf Eis gekihlt. Durch einen Hitzeschock fiir 30 sek in einem 42 °C warmen Wasserbad wird das
Plasmid in die Zellen geschleust, anschliefend mit warmen SOC+-Medium versetzt und fiir 60 min bei
37 °C und 225 rpm inkubiert. AnschlieBend werden 100 ul des Transformationsansatzes auf einer

Antibiotikum-Agar-Platte ausplattiert und Giber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Elektroporation

Bei der elektrischen Transformation wird mit einem Hochspannungspuls die Zellmembran der
elektrokompetenten Zellen (XL-1 Blue, Stratagene) perforiert und so die Aufnahme der Fremd-DNA
ermoglicht. Die Fremd-DNA muss dafiir vorher durch Fallung und Zentrifugation (3.3.5) entsalzt
werden. Ein 50 pl-Zellaliquot elektrokompetenter Zellen wir mit der vorbereiteten DNA gemischt, fir
1 min auf Eis inkubiert und in einen Elektroporationskiivette (Peqlab) Uberfiihrt. Mit den
Einstellungen 25 kV, 25 pF und 200 mV wird ein Hochspannungspuls mit dem Elektroporator
(GenePulser™, Biorad) gesetzt und nach erfolgreicher Elektoporation die Zellen mit 1 ml SOC(+)-
Medium versetzt. Nach 1 h Inkubation bei 225 rpm und 37 °C wird der Transformationsansatz auf

Antibiotikum-Agar-Platten ausplattiert und (iber Nach bei 37 °C inkubiert.

3.3 Molekularbiologische Methoden
3.3.1 Isolierung von Nukleinsduren

3.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Plasmid-DNA wird in Bakterien (E.Coli) vermehrt und anschlieRend mittels alkalischer Lyse
freigesetzt. Die alkalische Lyse von Bakterienkulturen wird im Rahmen der Arbeit im Mini- und im
Maxi-Malistab verwendet. Die Isolierung der DNA erfolgt nach folgendem Prinzip: Das
Bakterienpellet einer Flussigkultur (3.2.3) wird in alkalischem NaOH/SDS-Puffer geldst. Dabei wird die
bakterielle Zellwand zerstort und kann durch Zentrifugation abgetrennt werden. Durch die
Zentrifugation wird auch der Grofteil der chromosomalen Bakterien-DNA aufgrund ihrer GroRRe und
Struktur abgetrennt. Im Uberstand befinden sich die denaturierte (Plasmid-)DNA, RNA und Proteine.
Durch Zugabe von RNaseA-Puffer wird die RNA zerstort, in Kaliumacetat-haltigem Puffer erfolgt die
Neutralisation. Die DNA wird anschlieBend mit Isopropanol prazipitiert, mit Ethanol gewaschen und

in Wasser gelost.

Minipradparation

Fir die schnelle Analyse von mehreren Bakterienklonen wird die Minipraparation durchgefiihrt. Dazu

werden 7 ml LB-Medien mit 14 pl Ampicillin (50 mg/ml) versetzt und pro Medium ein Zellklon
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angeimpft. Nach 8 - 16 h bei 37 °C und 225 rpm kdnnen 1,5 ml Bakteriensuspension in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefal’ Gberfihrt und die Bakterienpellets bei niedriger Umdrehung fiir 5 min abzentrifugiert
werden. Es wird die alkalsische Lyse durchgefiihrt. Dazu resuspendiert man jedes Bakterienpellet mit
250 pl RNase-Puffer (MP1) und 250 pl NaOH/SDS-Puffer (MP2) und inkubiert fir 5 min bei
Raumtemperatur. Anschliefend setzt man 250 pl Neutralisations-Puffer (MP3) zu, inkubiert 15 min
bei 4 °C und zentrifugiert mit 20000xg 5 min bei 4 °C ab. Durch Zugabe von Isopropanol wird die DNA

gefallt, mit Ethanol (70 %) gewaschen, das Pellet vakuumgetrocknet und in Wasser (ca. 20 pl) gel6st.

RNase-Puffer (MP1) NaOH/SDS-Puffer (MP2) Neutralisations-Puffer (MP3)
Tris 6,06 g | NaOH 8 g | Kaliumacetat 2945¢g
Na,EDTA*2H,0 3,72 g | 10 % SDS 100 ml | H20 ad 1000 ml
RNAse A 0,1g | H,0 ad 1000 ml | mit Eisessig pH 5,5
H,0 ad 1000 ml

Maxipraparation

Im praparativen MaRstab wird eine Maxipraparation gemacht; hierfir wird das QUIAGEN Plasmid
Maxi Kit verwendet. Eine 100 ml LB-Kultur wird mit 200 pl Ampicillin (50 mg/ml) mit einer 2 ml
Bakterienkultur einer Minipraparation fiir 8 — 12 h bei 37 °C und 225 rpm inkubiert. Das
Bakterienpellet wird abzentrifugiert und die alkalische Lyse durchgefiihrt. Bei der Maxiprdparation
schlieft sich an die alkalische Lyse die Reinigung an Anionentauscher-Sdulen unter
Niedrigsalzbedingung und im definierten pH-Bereich an. So kénnen Proteine, RNA und Molekiile mit
geringem Molekulargewicht entfernt werden. Unter Hochsalz-Bedingungen wird anschlieBend die

DNA eluiert und in Isopropanol prazipitiert (3.3.5).

3.3.1.2 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wird im Rahmen der Arbeit aus Stammzellen und aus Mausgewebe isoliert.
Aufgrund der extremen Lange der genomischen DNA besteht die Gefahr des Zerbrechens der DNA-
Strange. Daher wird auf Scherkrafte durch Pipettieren und Zentrifugieren verzichtet. Stattdessen
wird ein Proteinase K-haltiger Puffer verwendet, in dem Zellen bzw. Gewebe (iber Nacht bei 55 - 60°C

inkubiert werden. Am nachsten Tag erfolgt die Fallung der DNA mit Ethanol.

Lysepuffer
NacCl 03g
0,5 M TrisHCl pH 7,5 10 ml
Na,EDTA*2H,0 1,86g
N-Laurylsarcosin 25g
H,O ad 500 ml

autoklavieren

Proteinase K (20 mg/ml) vor Gebrauch zusetzten,
Endkonzentration 0,25 mg/ml
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Isolierung von genomischer DNA aus Stammzellklonen

Stammzellklone werden in 96-Well-Platten fiir das Screening zur Konfluenz herangezogen (3.5.3.2).
Das Kulturmedium wird entfernt und die Zellen werden mit 1xPBS gewaschen. Pro Well werden 50 ul
Lysepuffer mit Proteinase K zugegeben, die Platte mit Parafilm verschlossen und bei 55 °C tiber Nacht
inkubiert. Die Fallung erfolgt durch Zugabe von 150 pl Ethanol-NaOAc-Losung fiir 1 — 3 h bei
Raumtemperatur. Nach Waschen mit 70 % Ethanol und Trocknung wird die genomische DNA in 30 pl

Wasser gelost.

Isolierung von genomischer DNA aus Mausgewebe

Fiir die Analyse der knock-in-Mause mittels Southern-Blot werden 0,5 cm-Schwanzspitzen von
Mausen mit 500 ul Lysepuffer und Proteinase K liber Nacht bei 55 °C verdaut. Nach Fallung mit
Isopropanol, Zentrifugation (10 min, 14000xg) und Vakuumtrocknung wird das Pellet in 400 pl
Wasser gelost. AnschlieRend erfolgt eine Phenol-Chloroform-Extraktion (3.3.1.2) und die Fallung der
DNA mit Ethanol. Das getrocknete DNA-Pellet wird in 50 ul H,0 geldst und fiir die Southern-Blot-
Analyse (3.3.8) verwendet.

Fiir die Genotypisierung der Mause zur Zucht der knock-in-Linie wird DNA aus einer Gewebsbiopsie
(Schwanzspitze) isoliert. Dazu wird das Gewebe lber Nacht in einer Mischung aus Wasser, 10x Taq-
Puffer und Proteinase K (89 pl + 10 pl + 1 pl) bei 55 °C verdaut. 1 pl des Verdaus wird fir die
Genotypsierungs-PCR (3.3.3.1) verwendet.

3.3.1.3 Isolierung von RNA aus Gewebe

Im Rahmen der Arbeit wird RNA aus Mausgewebe isoliert, um die funktionale Transkription der
genomischen DNA in RNA zu untersuchen. Dazu wird RNA isoliert und zum Zweck der
Sequenzanalyse in cDNA transkribiert (3.3.3.3). Fir das Gewinnen der RNA werden Herzen und
Gehirne verwendet, die nach Schockfrieren in fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver gemorsert
werden. Schwierigkeit der RNA-Isolierung ist die geringe Stabilitat der RNA aufgrund der ubiquitar
vorkommenden RNasen. Bei der Arbeit mit RNA werden daher RNase-freien Arbeitsmaterialien
verwendet, Wasser wird mit Hilfe von Diethylpyrocarbonat (DEPC, Roth) behandelt, wodurch die
Aktivitdat der RNasen zerstort wird. Bei der Extraktion der Gesamt-RNA setzt man im ersten Schritt
das chaotrope Salz Guanidinisothiocyanat ein, das stark denaturierend auf Proteine und auch auf
RNasen wirkt. AnschlieBend wird die RNA durch phenolische Extraktion von DNA und Proteinen
abgetrennt, in Isopropanol prazipitiert, gewaschen und gel6st. Zu 100 mg gemorsertem Gewebe
werden 750 pl TRIzol (chaotrope Salz, Invitrogen) zugesetzt und auf Eis mit einem Potter
homogenisiert. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur werden 200 pl Phenol-Chloroform-
Losung (Roth) zugegeben, kurz bei Raumtemperatur inkubiert und abzentrifugiert (10 min, 14000xg,
4 °C). Die oberste Phase wird abgenommen und in einem neuen ReaktionsgefaR die darin befindliche

RNA mit 500 pl Isopropanol gefallt. Durch einen weiteren Zentrifugationsschritt (10 min, 14000xg, 4
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°C) erhalt man ein RNA-Pellet das zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen wird. Anschliefend wird das
Pellet bei 37 °C getrocknet und in 20 ul RNase-freiem DEPC-Wasser (1%) geldst. Die RNA kann nun

zur cDNA-Synthese eingesetzt werden.

3.3.2 Enzymatische Modifikation von Nukleinsduren

Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau hat das Ziel, genomische DNA oder Plasmid-DNA an definierten Stellen zu
schneiden, um Restriktionssequenzen und Fragmentgroflen zu Uberprifen oder DNA fiir weitere
Schritte wie die Ligation vorzubereiten. In der Molekularbiologie werden hierfir
Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzyme) meist bakteriellen Ursprungs verwendet, die
definierte palindromische DNA-Sequenzen (Restriktionsstellen) erkennen und innerhalb bzw.
unmittelbar in der Ndhe der DNA-Sequenz spalten (Restriktionsenzyme Typ Il). Fast alle Enzyme
generieren Fragmente mit einem 5‘-Phosphat- und einem 3‘-OH-Uberhang, wobei die Enden glatt
(blunt ends) oder liberstehend (sticky ends) sein kénnen. Die Aktivitdt der Enzyme wird in Units (U)
angegeben. 1 U entspricht der Menge Enzym, die nétig ist um 1 pug DNA in einer Stunde unter
optimalen Bedingungen zu verdauen. Die Reaktion muss in dem fiir das Enzym optimierten Puffer
durchgefiihrt werden, um den nétigen pH-Wert und den entsprechenden Salzgehalt fiir die Reaktion
herzustellen. Die Kombination von zwei Enzymen im gleichen Puffer ist moglich und Ublich. Im
Rahmen der Arbeit wurden Restriktionsendonukleasen der Firma New England Biolabs (NEB)

verwendet.

Ansatz fur Standardverdau

DNA-LOsung X pl
10xBSA 5 pl
10xNEB-Puffer 5ul
Enzym 2-5U
H,O ad 50 l

Fiir analytische Zwecke wurde DNA fir 1 h, fir praparative Zwecke 3 — 5 h bei 37 °C inkubiert. Der

Restriktionsverdau von genomischer DNA wurde Uber Nacht durchgefiihrt.

Dephosphorylierung

Die Dephosphorylierung ist ein notwendiger Schritt, um Vektor-DNA nach einem Restriktionsverdau
flir Ligationen vorzubereiten und somit die Effizienz der Ligation zu erhdhen. Beim
Dephosphorylieren werden die 5-Phosphat-Gruppen des verdauten Plasmids (Vektor) abgespalten
und die Re-Ligation des Plasmids in eine zirkuldre Struktur verhindert. Die fir die Ligation
notwendigen 5‘-Phosphat-Gruppen werden von dem zu klonierenden Fragment (Insert) geliefert.
Hier wird die Vektor-DNA mit Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP, Firma NEB) fur 1 h bei 37 °C
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behandelt. AnschlieBend wird der Restriktionsansatz iber Gelelektrophorese gereinigt, die Vektor-

DNA isoliert und fir die Ligation eingesetzt.

Ansatz zur Dephosphorylierung
Restriktionsverdau 50 pl
CIP (U/ul) 1pl

Ligation

Wahrend der Ligation erfolgt das Verknipfen des 5°-Phosphats und der 3‘-OH-Gruppen der
doppelstrangigen DNA zu Phosphodiesterbindungen. Als gangige Ligase wird die T4 DNA-Ligase
(Firma NEB) verwendet, bei der es sich um eine ATP-abhangige Ligase handelt. Neben der Ligase und
dem ATP-haltigen Reaktionspuffer werden die linearisierte und dephosporylierte Vektor-DNA und die
zu ligierende Insert-DNA eingesetzt. Vektor- und Insert-DNA wurden mit den gleichen
Restriktionsenzymen verdaut, durch Gelextraktion und Elektroelution (3.3.4) gereinigt und gefallt
(3.3.5).

Die Reaktion erfolgt bei 16 °C iber Nacht. Vektor und Insert-DNA werden in dem molaren Verhaltnis

1:3 verwendet. Die einzusetzenden DNA-Mengen berechnen sich gemal folgender Regel:

Menge Insert-DNA [ng] = 3* Menge Vektor-DNA [ng]*Linge Insert-DNA [bp]/Lange Vektor-DNA [bp]

Ligationsansatz

Insert-DNA X pl
Vektor-DNA X pl
10x T4-Puffer 2ul
T4 DNA-Ligase 1ul
H,O ad 20 ul

3.3.3 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion

Ziel der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist das Vervielfaltigen und
Verandern von DNA-Fragmenten. Ausgangsmaterialien fiir eine PCR sind genomische DNA, zirkuldre
Plasmid-DNA und cDNA. Die PCR ist in die drei Schritte Denaturierung, Annealing und Elongation
gegliedert. Bei 95 °C wird die doppelstringige DNA aufgeschmolzen (Denaturierung). An die
entstandenen Einzelstrange lagern sich wahrend dem Annealing Oligonukleotidprimer an, die, mit
Hilfe von zugesetzen Desoxynucleosidtriphosphatenund einem thermostabilen Enzym (Polymerase),
die Synthese neuer DNA-Strange in 5 — 3‘-Richtung wahrend der Elongationsphase ermdglichen. Die
Temperatur flir den Annealing-Schritt hangt von der Zusammensetzung der Primer ab. Die

Elongationstemperatur liegt in der Regel bei 72 °C.

Im Rahmen der Arbeit wird diese Methoden fiir die Einfiihrung von Mutationen, fiir die Konstruktion
von Plasmiden und fiir die Genotypisierung von Stammzellklonen und Mausen verwendet. Abhangig

vom Ziel der PCR werden unterschiedliche Polymerasen und Reaktionskits verwendet. Fir das
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Genotypisieren der Méause reicht eine einfache Polymerase mit hoher Effizienz (Tag-Polymerase,
GenScript), wohingegen das Amplifizieren von DNA-Bereichen fiir Klonierungs- und
Sequenzierungsreaktionen Polymerasen mit einer 3 — 5‘-Exonukleaseaktivitdt (Korrekturfunktion)
erfordert. Als Sonderform der Polymerase-Ketten-Reaktion ist die Reverse-Transkriptions-PCR zum

Umschreiben von RNA in cDNA verwendet worden.

3.3.3.1 Verwendete DNA-Polymerasen

Tag-Polymerase (GenScript)

Die Tag-Polymerase wird fiir die Genotypisierung der Mause verwendet. Die DNA-Syntheserate liegt
bei ca. 2800 Nukleotiden pro Minute. Diese hohe Effizienz hat durch Fehlen der 3‘ - 5'-

Korrekturfunktion ein hohe Fehlerrate zum Nachteil.

Reaktionsansatz Taq-Polymerase PCR-Protokoll Tag-Polymerase
dNTPs (1,25 mM) 4 ul 95 °C 1 min
10xTaqg-Puffer 2,5 ul
Primer 1(10 pM) 1,25 pl 95 °C 30 sec
Primer 2 (10 uM) 1,25 pl 56 °C 30 sec 35x
Tag-Polymerase (2 U/ul) 0,25 pl 72°C 1 min
DNA 1ul
H,0 ad 25 pl 72°C 10 min

GoTagDNA-Polymerase (Promega)

Fiir die Genotypisierung der Stammzellklone wurde die GoTag-Polymerase verwendet. Im GoTag-
Puffer befindet sich bereits der Gelladepuffer mit zwei Lauffrontfarbstoffen. Auch bei dieser

Polymerase fehlt eine Korrekturfunktion. Es werden ca. 500 ng genomische DNA pro Reaktionsansatz

eingesetzt
Reaktionsansatz GoTag-Polymerase PCR-Protokoll GoTag-Polymerase

dNTPs (1,25 mM) 8 ul 95 °C 1 min
5xGoTag-Puffer 10 pl
Primer 1(10 uM) 2 ul 95 °C 30 sec
Primer 2 (10 uM) 2 ul 58 °C 30 sec 35x
GoTag-Polymerase (5 U/ul) 0,25 pl 72°C 2 min
DNA X pl

H,0 ad 50 pl 72°C 5 min
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Phusion™ High-Fidelity Polymerase (Finnzymes)

Die Phusion™ High-Fidelity Polymerase ist eine Mischung aus einer thermostabilen Polymerase und
einem Enzym, dass eine 3’ — 5’-Exonukleaseaktivitat (Korrekturfunktion) besitzt. Aufgrund dieser
Korrekturfunktion wird sie flr das Herstellen von Produkten mit moglichst geringer Fehlerrate
verwendet (PCR-Produkten fir das Klonieren oder Sequenzieren). Es werden 50 -100 ng DNA pro
Reaktionsansatz eingesetzt. Um eine hohe Bindung der Primer an die DNA zu ermdglichen, wird ein
sogenanntes ,Touch down“-Protokoll mit unterschiedlichen Annealing-Temperaturen fiir zehn

Zyklendurchgefiihrt. AnschlieBend werden 25 Zyklen mit der errechneten Optimal-Temperatur

gefahren.
Reaktionsansatz Phusion™HF-Polymerase PCR-Protokoll Phusion™HF-Polymerase

dNTPs (1,25 mM) 8 ul 98 °C 30 sec

5xPhusion HF-Puffer 10 pl

Primer 1(10 pM) 2,5 ul 98 °C 10 sec

Primer 2 (10 uM) 2,5 ul 65 °C 30sec dT-1°C{ 10x

Phusion HF-Polymerase (2U/ul) 0,25 pl 72 °C 30 sec/kb

DNA X pl

H,0 ad 50 pl 98 °C 10 sec
65 °C 30 sec 25x
72 °C 30 sec/kb
72°C 5 min

PLUS

Expand High-Fidelitiy""Polymerase (Roche)

PLUS

Die Expand High-Fidelitiy Polymerase ist wie die Phusion™HF-Polymerase ein Enzymgemisch mit
Amplifikations- und Korrekturfunktion und wird fiir die gleichen Zwecke eingesetzt. Auch hier wird

ein ,Touch down“-Protokoll durchgefiihrt.

Reaktionsansatz HighFideIityPLUS Polymerase PCR-Protokoll HighFideIityPLUS Polymerase
dNTPs (1,25 mM) 8 ul 94 °C 2 min
5x HighFideIityPLUS -Puffer 10 pl
Primer 1(10 uM) 2 ul 94 °C 30 sec
Primer 2 (10 uM) 2 ul 65 °C 30sec dT-1°C{(10x
HighFidelity™">-Polymerase (5U/ul) 0,5 pl 72°C 30 sec/kb
DNA X pl
H,0 ad 50 pl 98 °C 10 sec
65 °C 30 sec 25x
72 °C 30 sec/kb
72°C 5 min

3.3.3.2 QuikChange Il Site-Directed Mutagenese

DieQuikChange Il Site-Directed Mutagenese (Stratagene) wird zum Einfiihren von Punktmutationen
in genomische DNA verwendet. Grundlage des Kits ist die PfuUltra HF DNA Polymerase, die eine 3’ —
5‘-Exonukleaseaktivitat besitzt. PfuUltra HF ist eine Polymerase mit sehr geringer Effizienz aber auch

sehr geringen Fehlerraten. Das QuikChange Il Site-Directed Mutagenese Kit wird in drei Schritten
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durchgefiihrt: Im ersten Schritt werden die Ausgangs-DNA (50 — 100 ng) und die Oligonukleotid-
Primer fiir die PCR-Reaktion eingesetzt. Wichtig hierbei ist, dass beide Oligonukleotid-Primer exakt
komplementar zueinander sind und in ihrer Sequenz die Mutation enthalten ist. Die PfuUltra HF DNA
Polymerase verlangert ausgehend von den Primern das komplette Ausgangsplasmid und flgt die
gewlinschte Mutation ein. Nach Beendigung der PCR-Reaktion liegen neu synthetisierte und
Ausgangs-Plasmide nebeneinander vor. Im zweiten Schritt wird der komplette Reaktionsansatz fiir 1h
bei 37 °C mit 1 pl Dpnl (10 U/ul) verdaut. Die methylierte Template-DNA wird durch Zugabe des
Restriktionsenzyms Dpnl zerschnitten, wahrend die neu synthetisierte DNA im Reaktionsansatz intakt
bleibt. Durch Transformation (3.Schritt) in chemisch-kompetente Zellen (3.2.4) kann das neu
synthetisierte Plasmid mit der Veranderung vermehrt werden. Nach dem Ausplattieren auf
Antibiotikum-Agarplatten und Inkubation bei 37 °C liber Nacht kdnnen am Folgetag die gewachsenen
Zellkolonien vereinzelt, in LB-Medium vermehrt, die DNA aufgereinigt und Gber Sequenzanalyse auf

Richtigkeit der Mutation lberprift werden.

Reaktionsansatz QuikChange Il PCR-Protokoll QuikChange Il
dNTP-Mix 1ul 95 °C 1 min
10x Reaction-Buffer 5 ul
Primer 1(125 ng/ul) 1l 95 °C 30 sec
Primer 2(125 ng/ul) 1l 55 °C 1 min 18 x
PfuUltra DNA Polymerase (2,5U/ul) 1 pl 68°C 1min/kb
DNA X pl
H,0 ad 50 pl 68 °C 2 min

3.3.3.3 Reverse-Transkription Polymerasekettenreaktion

Bei der Reverse-Transkription Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) wird mit Hilfe des viralen Enzyms
Reverse Transkriptase RNA in cDNA umgeschrieben. Die so hergestellte cDNA wird als first strand
bezeichnet und in einem zweiten Schritt als Template fiir eine PCR-Reaktion zur Vervielfaltigung
verwendet. In dieser Arbeit wird das SuperScript Il Reverse Transcriptase-PCR-Systems (Invitrogen)
verwendet. Zunachst wird die aus Gewebe isolierte RNA (3.3.1.3) mit Oligo-dT-Primern (2,5 mM) bei
70 °C fur 10 min inkubiert, um die Sekundarstruktur der RNA aufzuschmelzen. AnschlieBend wird der
Ansatz fir 10 min bei Raumtemperatur gehalten. In dieser Zeit konnen die Oligo-dT-Primer an den
Poly-A+-Schwanz der RNA binden. Durch Mischen mit 5x First Strand Buffer, Dithiothreitol (10 mM),
dNTPs (10 mM) und Zugabe von SuperScript Il wird bei 42 °C cDNA aus RNA synthetisiert (60 min
Inkubation). Bei 95 °C wird das Enzym inhibiert und die entstandenen DNA-RNA-Hybride
geschmolzen. AbschlieRend wird die RNA durch Zugabe von RNaseH (10 mg/ml) und Inkubation fur
30 min bei 37 °C abgebaut. Die cDNA dient nun als Template fiir PCR-Reaktionenund Sequnzanalyse.

3.3.4 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung und Isolierung vonDNA-Fragmenten wird die Gelelektrophorese in Agarose- oder

Polyacrylamid-Gelen angewandt. Aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppen, die gemeinsam



Material und Methoden 30

mit den Desoxyribosen das Riickgrat der DNA bilden, hat DNA eine negative Nettoladung. Durch
Anlegen von Spannung (10 V/cm Elektrodenabstand) wird DNA in Elektrophorespuffer von der Anode
zur Kathode transportiert. Dabei ist die Geschwindigkeit abhangig von der PorengréRe des Gels und
der GroRRe der DNA-Fragmente. Als Gelmatrix dient Agarose oder Polyacrylamid, abhangig von der
GroRe der zu trennenden Fragmente. Zur Kontrolle des Elektrophoreseverlaufs wird die DNA mit
einem Auftragspuffer versetzt. Dieser enthalt die Farbstoffe Bromophenolblau und Xylencyanol.
Bromophenolblau wandert mit DNA-Fragmenten der GroRe 100 bp, Xylencyanol mit Fragmenten der
GroRe 10 kb. Zur Visualisierung der DNA unter UV-Licht wird dem Gel der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidumbromid (0,1 — 0,8 ug/ml) beigesetzt bzw. das Gel nachtraglich mit Ethidiumbromid-Lésung
(0,5 pg/ml) behandelt. Ethidumbromid interkaliert in die Doppelhelix der DNA, welche somit unter
UV-Licht (254 nm) sichtbar wird. Als Elektrophoresepuffer wird 1x TBE (Tris-Borat-EDTA)-Puffer
eingesetzt, der auch fir die Herstellung der Gele verwendet wird. Zur Bestimmung der Fragment-

GroRe wird ein GroRenmarker (DNA Molecular Weight Marker X, Roche) verwendet.

Polyacrylamid-Gel, 5 % 6 x Auftragspuffer
Rotiphorese®Gel 29:1 3,8 ml | Ficoll Typ 400 18¢g
1x TBE 0,5 M EDTA pH 8,0 1ml
TEMED 10x TBE 60 ml
APS 80 ul | Bromophenolblau (50 mg/ml) 3ml
H,0 ad 1000 ml | Xylencyanol FF (50 mg/ml) 3ml

H,0 ad 1000 ml
10 x TBE
Tris-HCI 540 g
Borsdure 275¢g
0,5 M EDTA, pH 8,0 200 ml
H,0 ad 1000 ml

Agarosegel

Mit Agarosegelen konnen Fragmente zwischen 0,5 und 15 kb aufgetrennt werden. Die
Agarosegelelektrophorese verlauft horizontal. Je nach GrofRe der zu trennenden DNA-Fragmente
werden Gele mit unterschiedlicher Agarosekonzentration (0,5 -2 %)verwendet.0,5 — 2 g/v Agarose
(Biozym) werden in der Mikrowelle mit 1x TBE-Puffer bei 1000 Watt aufgekocht, unter Wasser auf 50
°C abgekuhlt und der klaren, flissigen Agarosel6sung Ethidiumbromid (Sigma) zur Endkonzentration
0,8 pg/ml zugesetzt. AbschlieRend wird die Losung in geeignete Gelschlitten gegossen. Durch
Einsetzten von Kdmmen entstehen nach dem Ausharten des Gels Probenauftragstaschen. Zum
Auftrennen der Proben wird das Gel in eine Elektrophoresekammer mit 1x TBE gesetzt, Proben und
GroRenstandard aufgetragen und eine Spannung von 10 V/ cm Elektrodenabstand angelegt. Nach
ausreichender Auftrennung wird das Gel am GelBiodoc2000 (Biorad) analysiert und fir die

Dokumentation fotografiert.

Polyacrylamidgel

5%ige Polyacrylamidgele (PA-Gele, PAGE) dienen zur Auftrennung von Fragmenten zwischen 75 und
1000 bp.Die PAGE-Elektrophorese erfolgt vertikal. Dazu wird das Gel zwischen zwei Glasplatten

gegossen und Taschen mit einem entsprechenden Kamm eingefligt. Es wird eine Einlaufspannung
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von 110 V fir 15 min und anschlieBend eine Spannung von 250 V fiir 30 min angelegt. AnschlieRend
wird das Gel in Ethidiumbromid-Lésung nachtraglich fiir 20 min gefarbt, die Losung abgesaugt und

das Gel mit Wasser zweimal gewaschen. Die Dokumentation am GelBiodoc 2000 (Biorad).

Elektroelution

Fiir die praparative Isolierung von DNA-Fragmenten werden Agarose- oder PA-Gele mit grolReren
Probenauftragstaschen hergestellt. Nach der elektrophoretischen Trennung kann die entsprechende
Bande aus dem Gel unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten werden. Das Gelstiick wird in
einen Dialyseschlauch (Roth), gefillt mit 800 pl 1x TBE-Elektrophoresepuffer gegeben, der Schlauch
verschlossen und fiir 1,5 h in einer mit 1x TBE-gefiillten Kammer bei 145 mA eluiert. AnschlieRend
wird die 1x TBE-DNA-L6sung aus dem Dialyseschlauch in 1,5 ml-ReaktionsgeadRe lberfiihrt und mit
Ethanol (3.3.5) prazipitiert.

3.3.5 Reinigung von Nukleinsduren

Durch verschiedene molekularbiologische Verfahren erhdlt man Nukleinsdure-Lésungen, die
unterschiedliche Puffer, pH-Werte und Salzkonzentrationen enthalten. Diese konnen in
enzymatischen Reaktionen stéren und die Effizienz der Reaktionen behindern. Auch kénnen Proteine
und RNA stérend in DNA-Losungen vorhanden sein. Um diese zu entfernen und eine reine wassrige
Nukleinsdure-Losung zu erhalten werden die Phenol-Chloroform-Extraktion und die Alkoholfallung

durchgefihrt.

Phenol-Chloroform-Extrakion

Die DNA-Losung wird mit einer Phenol-Chloroform-Lésung extrahiert. Dadurch werden enthaltene
Proteine und andere Makromolekiile denaturiert und sammeln sich in der organischen Phase der
Extraktion. Die wassrige DNA-LOsung wird dazu im Verhéltnis 1:1 mit Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol (25:21:1, Roth) gut gemischt und in einer Mikrozentrifuge fir 10 sek bei rpmmax
zentrifugiert. Es entsteht eine Phasentrennung. In der wassrigen Phase bleibt die DNA in Lésung und

kann in ein neues Reaktionsgefald Gberfihrt. Durch Alkoholfallung wird die DNA prazipitiert.

Alkoholfallung

DNA und RNA bilden mit Wassermolekiillen aufgrund von polaren Wechselwirkungen eine
Hydrathlle und liegen im Wasser gel6st vor. Gibt man eine Mischung aus einwertigen Kationen und
Alkohol zu der wassrigen DNA -Lésung, so werden diese Wechselwirkungen zerstort und die DNA
bzw. RNA fallt aus. Im Rahmen der Arbeit wurden Isopropanol und Ethanol fiir die Alkoholfallung
verwendet. Bei der Isopropanolfallung gibt man 0,6 — 0,8 Volumenanteile Isopropanol zu der DNA-
Losung und lasst die DNA bei Raumtemperatur prazipitieren. Bei der Fallung mit Ethanol wird die
DNA-L6sung mit 2,5 Volumenteilen Ethanol (100 %) und 1/10 Volumenteil Natriumchlorid (5 M) oder
Natriumacetat (3 M) gemischt und Gber Nacht bei -20 °C oder fiir 30 min bei -80 °C inkubiert. Sowohl
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bei der Fallung mit Ethanol als auch mit Isopropanol wird der Ansatz fir 15 min bei 14000xg
zentrifugiert, das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und

schlief8lich in destilliertem und deionisiertem H,0 gelost.

Die Alkoholfdllung wird in dieser Arbeit auch zur Vorbereitung der elektrischen Transformation von
Ligationsansatzen in E.Coli eingesetzt (3.2.4). Fir die elektrische Transformation muss moglichst viel
Salz aus dem Ligationsansatz entfernt werden, um einen Kurzschluss durch den Hochspannungspuls
zu vermeiden. Hierfiir werden 10 pl Ligationsansatz mit 5 pg tRNA, 1 M Ammoniumacetat und 50 pl
Ethanol (100 %) gemischt und 30 min bei 14000xg und Raumtemperatur gefdllt. Nach Waschen mit
70 % Ethanol und Trocknen in der Vakuumzentrifuge wird die DNA in 5 pl Wasser geldst und fir die

Transformation verwendet.

3.3.6 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentration der Nukleinsaure-Losungen wird photometrisch bei einer definierten Wellenlange
quantifiziert (Nanodrop®Spectrophotometer ND-1000, Peqlab). Durch die Bestimmung der optischen
Dichte (OD) kann eine Aussage Uber Konzentration und Reinheit der Losung getroffen werden. Die
DNA-Konzentration wird bei 260 nm bestimmt. Die Reinheit der Losung kann durch den Quotienten
OD,60/0D,go ermittelt werden. Liegt der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 ist von einer L6sung ohne
Proteinverunreinigungen auszugehen. Die RNA-Konzentration einer Losung wird ebenfalls bei 260

nm bestimmt. Hier gilt fiir eine reine RNA-LOsung der Quotient OD,¢,/0D,g0 von 2,0.

3.3.7 Sequenzanalyse von DNA

Die Sequenzanalyse dient der Uberpriifung der DNA auf Punktmutationen nach Durchfiihrung von
PCR-Reaktionen und der Uberpriifung von genomischer DNA und cDNA aus dem Gewebe der knock-
in-Tiere. Punktmutationen kénnen durch fehlerhafte PCR-Reaktionen in die DNA eingebracht werden
und die Aminosduresequenz verandern. Daher ist es notwendig, Subvektoren, die Fragmente aus
PCR-Reaktionen enthalten, zu sequenzieren. Die Sequenzanalysen werden von der Firma MWG

Eurofins, Ebersberg durchgefiihrt.

3.3.8 Analyse mittels Southern-Blotting

Beim Southern-Blotting handelt es sich um ein Verfahren, dass fiir die Ubertragung einzelstrangiger
DNA und denaturierter doppelstrangiger DNA von einem Agarosegel auf eine Nylonmembran oder
einen Nitrocellulosefilter entwickelt wurde. Die (ibertragene DNA ist fest an die Membran gebunden,

kann aber mit einer markierten Sonde hybridisieren. Hier wird eine DNA-Sonde verwendet, die
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mittels radioaktivem Cystein (a*’Phospho-dCTP) markiert ist. Dadurch kann die Hybridisierung mit
Hilfe eines Rontgenfilms oder Photoplatten sichtbar gemacht werden und ein definiertes DNA-

Fragment aus der genomischen DNA identifiziert werden.

Zur Analyse der genomischen DNA mittels Southern-Blotting wird die DNA durch eine geeignet
durch

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, depuriniert und denaturiert und anschliefend auf einer

Restriktionsendonuklease in DNA-Fragmente zerschnitten. Die Fragmente werden
Nylonmembran fixiert. Die fixierte DNA wird spezifisch von einer radioaktiv markierten Sonde
erkannt und hybridisiert mit dem DNA-Fragment. Da die Sonde mit a*’Phospho-dCTP markiert

wurde, kann die Hybridisierung auf Phosphoimagerplatten sichtbar gemacht werden.

Lésungen

Depurinierungslésung

Denaturierungslosung

Neutralisierungslosung

0,25 M HCI 1,5 M NacCl/ 0,5 M NaOH 1,5 M NaCl/ 1 M TrisHCI, pH7,4
HCI 40 ml | NaCl 40 g | NaCl 351g
H,O ad 1000 ml | NaOH 175,3 g | TrisHCI 121g
H,0 ad 2000 ml | H,0 ad 2000 ml

ssDNA 20x SSC 20 % SDS
10 mg/ml 3 M NaCl/ 300 mM Na;Citrat, pH7,0
DNA from Hering sperm 0,5g | NaCl 175g | SDS 100 g
H,0 ad 50 ml | NasCitrat x2 H,0 88g | H,0 ad 500 ml
vor Gebrauch denaturieren H,0 ad 1000 ml
1 M Na,HPO, 1 M NaH,PO, Hybridisierungspuffer
Church-Buffer

Na,HPO, 178 g | NaH,PO, 156 g | ssDNA (10 mg/ml) 5ml
H,O ad 1000 ml | H,0 ad 1000 ml | BSA 40g
Na,HPO, (1 M) 193,5 ml
1 M Tris (pH 8,0) 0,5 M EDTA (pH 8,0) NaH,PO,(1 M) 56,5 ml
20 % SDS 175 ml
Tris 60,5g | Na,EDTA x2 H,0 93,95¢g | EDTA (0,5 M)pH 8,0 1ml
H,0 ad 500 ml | H,0 ad 500 ml | H,0 ad 500 ml

Restriktionsverdau und Gellauf

Fiir den Restriktionsverdau genomischer DNA werden 10 — 20 pg DNA mit 20 U des geeigneten
Enzyms bei 37 °C fir 16 h verdaut und anschliefend in einem 0,8 %iges Agarosegel bei niedriger
Spannung aufgetrennt (120 V fir 2 — 3 h). Nach dem Belichten und Fotografieren des Agarosegels mit
einem UV-Lineal unter UV-Licht erfolgt die Depurinierung des Gels mit 0,4 M HCI fir 15 min.
AnschlieBend wird das Gel fir 30 min in einer denaturierenden Losung geschwenkt. Die
Depurinierung und Denaturierung flihren zu Strangbriichen, so dass auch Restriktionsfragmente mit
einer Grofle lGber 10 kb mittels Kapillarblotting auf die Nylonmembran lbertragen werden kénnen.

AbschlieBend erfolgt die Neutralisation fir 45 min.

Kapillarblotting

Das Ubertragen der DNA-Fragmente aus dem Agarosegel auf die Nylonmembran (Hybond-N-
Membran, Amersham) erfolgt mittels Kapillarblotting in 10 x SSC. Der in Abbildung 3-1 dargestellte
Blottingaufbau ermoglicht das Transferieren von DNA durch Kapillarkrafte. Nach 12 — 16 h sind die
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Fragmente auf die Nylonmembran (ibertragen. AnschlieBend erfolgt das Fixieren der DNA auf der
Membran durch Quervernetzung (crosslinking) mit UV-Licht unterschiedlicher Wellenldnge (UV-

Stratalinker 1800, Stratagene) und das Trocknen der Membran bei 80 °C fir 1 -2 h.

Gewicht

Zellstoff

Filterpapier
- Membran
——— Agaros-Gel
Filterpapier
Schwamm

10xSSC

Metallwanne

Abbildung 3-1 Aufbau Kapillarblotting

Herstellung der a*’P-markierten DNA-Sonde

Die Sonden fiir den Southernblot werden aus genomischer DNA mittels PCR amplifiziert und durch
eingefligte Restriktionsstellen in den pBluescript-Vektor subkloniert. Fiir die Markierungsreaktion mit
a®?P-dCTP wird die Sonde durch Restriktionsverdau aus dem Vektor geschnitten und
elektrophoretisch gereinigt. Pro Makierungsreaktion werden 100 — 200 ng denaturierte DNA
eingsetzt. Fir die radioaktive Markierung wird das Random Primed Labeling Kit von Roche
verwendet. Prinzip hierbei ist, dass das Klenow-Fragment mit Hilfe von Zufallshexameren (random
primer) neue DNA-Stringe synthetisiert und radioaktiv markiertes o*’P-dCTP anstelle von Cystein

einbaut. Die Markierungsreaktion wird fiir 90 min bei 37 °C durchgefiihrt.

Labeling Ansatz

Sonden-DNA, denaturiert sul
dXTP (dATP, dGTP, dTTP=1:1:1) 3l
10x Reaktionspuffer 2 ul
o**P-dcTP 6 ul
Klenow-Fragment 1ul

Nach Reinigung der markierten Sonde (illustra NICK Columns, GE) wird die Strahlung im
Szintilliationszdhler gemessen, quantifiziert und mit einer entsprechenden Menge an

Hybridisierungspuffer gemischt. Hierbei wird eine Strahlung von 5x10° cpom/ml Puffer benétigt.
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DNA-Sonden-Hybridisierung und Detektion

Die Nylonmembran wird in der Hybridisierungspuffer-Sonden-Mischung tiber Nacht bei 60 °C im
Wasserbad inkubiert, wodurch die Sonde mit der DNA hybridisieren kann. Wichtig ist, dass die
Nylonmembran zuvor 3 — 4 h mit dem Hybridisierungspuffer bei 60 °C prainkubiert wurde, um die
Membran mit ssDNA zu sattigen und ein unspezifisches Binden der Sonde an der Membran zu
verhindern. Am Folgetag wird durch Waschschritte bei steigenden Temperaturen mit SDS-haltigen

Waschlosungen die tiberschiissige Sonde von der Membran im Schiittelwasserbad gewaschen.

2x SSC 2x SSC/ 0,1 % SDS 0,4x SSC/0,1 % SDS
20x SSC 100 ml | 20x SSC 100 ml | 20x SSC 20 ml
H,0 ad 1000 ml | 20 % SDS 5ml | 209% SDS 5ml
H,0 ad 1000 ml | H,0 ad 1000 ml

Kurzes Schwenken bei 60 °C
15 min bei 60 °C je 30 min bei 65 °C, 67 °Cund 72 °C

Die Membran wird zur Belichtung einer Phosphoimagerplatte fir 1-5 Tage in einer Fotokassette

gelagert und anschlieBend mit Hilfe des Cyclone®Plus Entwicklers (Perkin Elmer)ausgelesen.

3.4 Kultivierung und Verdanderung von HEK293T-Zellen

Die HEK293-Zelllinie ist eine einschichtig wachsende Zelllinie (monolayer), die aus embryonalen
menschlichen Nierenzellen in den 1970ern gewonnen wurde. Durch Transfektion mit adenoviralem
SV40 Large T-Antigen besitzen HEK293T-Zellen die Moglichkeit Plasmide, die einen SV40-
Replikationsursprung besitzen, zu vervielfiltigen und die Uberexpression der im Plasmid enthaltene
cDNA zu ermoglichen. HEK293T-Zellen werden bei 5 % CO, und 37 °C in Quantum286 (PAA) kultiviert.
Quantum?286 ist ein Bicarbonat-gepuffertes Kulturmedium fiir Endothelzellen, das Serum,
Wachstumsverstarker, Spurenelemente und essentiellen Aminosdauren und Proteine enthalt. Dem
Kulturmedium wird zum Schutz vor bakteriellen Infektionen wund Pilzwachstum das

Antibiotikum/Antikmykotikum Penicillin-Streptomycin (Invitrogen) zugesetzt.

Nahrmedien und Zusatze

Quantum286 (PAA, # U15-818)
Medium for epithelial cells

10x Trypsin/EDTA (Invitrogen, # 15400-54)
Verdiinnung mit 1x PBS auf 1x bzw. 2x Trypsin/EDTA, sterilfiltrieren, 10 ml Aliquots, -20 °C

Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep, Invitrogen, # 15070-063)
Sterilfiltrieren und Lagerung als 5 ml-Aliquots bei -20 °C
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Quantum286 Einfriermedium (10 %) 1x PBS, pH 7,4
Quantum286 500 ml | Quantum286 9ml | NaCl 40¢g
Pen/Strep 5ml | DMSO 1ml | KCI 1lg

Na,HPO,x 2H,0 728
KH,PO, 12¢g
H,0 ad 5000 ml

autoklavieren, 300 ml-Aliquots

KulturgefilRe

Kulturgefa Mediumvolumen Trypsin/EDTA (0,05 %)
75 cm’-Flasche 15 ml 3ml
25 cm’-Flasche 5ml 2ml

3.4.1 Ausbringen und Expandieren von HEK293T-Zellen

Ausbringen der HEK293T-Zellen

Die HEK293T-Zellen werden aus dem fliissigen Stickstoff genommen, schnell im 37 °C Wasserbad
aufgetaut und in 7 ml Quantum286 resuspendiert. Die Zellsuspension wird bei 1000xg fir 5 min
abzentrifugiert, in 1 ml frischen Quantum286 (+Pen/Strep) resuspendiert und in eine Kultur-Flasche
mit vorgelegtem Quantum286 (+Pen/Strep) gegeben. Durch kreisende Bewegungen werden die

Zellen in der Kulturflasche gleichmaRig verteilt. Die Zellen werden bei 37 °Cund 5 % CO2 kultiviert.

Passagieren derHEK293T-Zellen

Ist das KulturgefaR zu 90-95 % mit HEK293T-Zellen bewachsen, werden die Zellen im Verhaltnis 1:3
oder 1:6 passagiert. Dazu werden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, 5 min bei 37 °C mit 1x
Trypsin/EDTA inkubiert und vereinzelt. Durch Zugabe von 1 — 2 Volumenteilen Quantum 286
(+Pen/Strep) wird die Trypsinierung gestoppt, die Zellsuspension wird in ein 15 ml-Falkon Gberfuhrt
und 5 min bei 1000xg zentrifugiert. Das Zellpellet wird in einer geeigneter Menge

Quantum?286(+Pen/Strep) geldst und auf neue KulturgefaRe ausgebracht.

Einfrieren der HEK293T-Zellen

Die Zellen werden mit 10 % DMSO-Quantum286 (Einfriermedium) gemischt und in flissigem
Stickstoff gelagert. Dafiir wird ein 95 % bewachsenes Kulturgefda zweimal mit 1x PBS gewaschen,
trypsiniert und vereinzelt. Durch Zugabe von Quantum286 (1 — 2 Volumenteile) wird die Reaktion
gestoppt, die Zellsuspension in einem 15 ml-Falkon bei 1000xg fir 5 min abzentrifugiert und das
Pellet in 1 ml Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen werden in einem Cryovial (Nunc) 1 - 3 h bei
-20 °C und 1 Tag bei -80 °C in einer Styropor-Box eingefroren. Danach kdnnen die Zellen in fliissigem

Stickstoff gelagert werden.
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3.4.2 Transiente Transfektion und Ernte

Bei 80-90 % Konfluenz werden HEK293T-Zellen mit der cDNA des zu liberexprimierenden Proteins
transfiziert, d.h. die im Expressionsplasmid pcDNA3 enthaltene cDNA wird in den Zellapparat der
HEK293T-Zellen eingeschleust. Hier wird die Lipofektion (Lipofectamin 2000, Invitrogen) verwendet,
d.h. das Plasmid wird in Liposomen verpackt und kann somit die Phospholipid-Doppelschicht der
Zellmembran durchdringen. Fir die Bildung des Liposomen-Plasmid-Komplexes wird in der Regel ein

kationische Lipid verwendet, das mit dem anionischen Plasmid aggregiert.

Transfektioneiner 75 cm*-Kulturflasche

57 uL Lipofectamin 2000 (Invitrogen) werden mit 5,6 ml OptiMEM reduced Serum Medium with
GlutaMAX (Invitrogen, HEPES- und Bicarbonat-gepuffertes Kulturmedium) in einem 15ml-Falkon
gemischt und bei RT fiir 5 min inkubiert (Lipofektions-Lésung). Je 57 ug der Plasmid-cDNA werde mit
5,6 ml OptiMEM reduced Serum Medium (Invitrogen, HEPES- und Bicarbonat-gepuffertes
Kulturmedium) gemischt, mit der Lipofektions-Lésung vereinigt und 20 min bei RT inkubiert
(Transfektionsansatz). Nach der beendeten Inkubationzeit werden die HEK293T-Zellen zweimal mit
PBS gewaschen, mit 15 ml frischem Quantum286 (ohne Antibiotikum/Antimykotikum) versetzt und
der Transfektionsansatz zugegeben. Nach 6 Stunden Inkubation bei 37 °C und 5 % CO, werden das
Transfektions-Medium und tote Zellen abgesaugt, frisches Quantum?286 (+Pen/Strep) zugegeben und

die Zellen fiir 48 h im Brutschrank inkubiert.

Ernte der transfizierten Zellen

Nach Ablauf der 48-stiindigen Inkubationszeit wird das Medium entfernt und die Zellen 2x mit kaltem
1xPBS vorsichtig gewaschen. Es werden 5 ml 1x PBS zu den Zellen gegeben, die Zellen mit einem
Zellschaber vom Flaschenboden geldst und durch Resuspendieren vereinzelt. Die Zell-Suspension
wird in ein 15 ml-Falkon tberfiihrt, bei 1000xg 5 min abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
das Zellpellet zur Lagerung bzw. thermischen Aufschluss bei -80 °C eingefroren. Das Zellpellet wird

flr die Proteingewinnung verwendet (3.6.2).

3.5 Methoden zur Erzeugung genetisch veranderter Mause
3.5.1 Kultivierung embryonaler Stammzellen

3.5.1.1 Embryonale Stammzellen

Als embryonale Stammzellen werden Korperzellen bezeichnet, die die Fahigkeit besitzen, in die drei
Keimblatter Endoderm, Mesoderm und Ektoderm zu differenzieren. Diese Fahigkeit wird als
Pluripotenz bezeichnet. Fiir die Erzeugung genetisch verdanderter Mause werden embryonale

Stammzellen aus der inneren Zellmasse von Blastozysten am Tag 3,5 p.c. gewonnen und kultiviert
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(Nagy et al., 2003). Hier wurde die ES-Zelllinie R1 (Andreas Nagy, Mount Sinai Hospital, Toronto,
Kanada; genetischer Hintergrund: 129X1/SvJx12951/SV-+p+Tyr-cKitlSI-J/+) in Passage 11 verwendet.

Um die ES-Zellen in ihrem optimalen Entwicklungsstadium zu halten, ist es entscheidend die richtigen
Wachstumskonditionen zu wahlen. Werden ES-Zellen unter schlechten Konditionen kultiviert, kann
es zu Lasionen im Genom kommen, die die Keimbahngangigkeit der ES-Zellen verschlechtern.
Embryonale Stammzellen miissen in optimaler Dichte kultiviert werden. Dies erfordert das
Passagieren der Zellen alle 2 — 3 Tage in einem Verhaltnis von 1:3 bzw. 1:6. Wachsen die ES-Zellen zu
dicht, kann das zur Differenzierung der Zellen in Endoderm fiihren. Ausdifferenzierende ES-Zellklone
kénnen an der Veranderung der Oberflache erkannt werden: optimale Zellen besitzen eine glatte
Oberflache und glatte duRere Begrenzungen, sind die Begrenzungen ,rau“, deutet dies auf eine

schlechte Zellqualitat hin.

ES-Zellen werden in Bicarbonat-gepuffertem Medium bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert (HERAcell,
Hereaus). Hier wird Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) verwendet, dass neben
essentiellen Amionsauren, Mineralsalzen und Vitaminen Glukose und den pH-Indikator Phenolrot
enthalt. DMEM-Kulturmedium halt unter den genannten Kulturkonditionen den optimalen pH-Wert
7,2 — 7,4. Fir die Kultur der ES-Zellen wird DMEM mit essentiellen Bestandteilen versetzt: 0,1 mM B-
Mercaptoethanol (B-ME), 20 % fotales Kalberserum (FBS) und 500 — 1000 U/ml LIF (Leukdmie
inhibierender Faktor). Um das Ausdifferenzieren der ES-Zellen zu verhindern, werden die
Stammzellen auf einer Feeder-Zellschicht kultiviert. Feederzellen sind eindimensional-wachsende
Zellen, die neben Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren den Leukdmie inhibierenden Faktor LIF
sezernieren. Fir die Kultivierung der Stammzellen werden die Feederzellen durch Bestrahlung in

einer Casiumquelle teilungsunfahig gemacht.

Alle Arbeiten mit embryonalen Stammzellen und Feederzellen werden unter der Sterilbank (LaminAir
HB2448, Hereaus) mit gereinigtem und autoklaviertem Arbeitsmaterial durchgefiihrt. Einmalware
wird steril unter die Arbeitsbank gebracht, die Zellen werden in sterilen KulturgefdBen (Sarstedt,

Corning) kultiviert. Losungen werden mit autoklaviertem PBS hergestellt und sterilfiltriert (0,2 um).

Nahrmedien und Zuséatze

DMEM (Invitrogen, # 31966)
Dulbecco’s modified Eagle’s medium with High Glucose, sodium pyrovate and L-Glutamin

FBS (Invitrogen, #10270098)
Fotales Kalberserum; 20 min bei 60 °C inaktivieren, 50 ml Aliquots, -20 °C, Endkonzentration in 500
ml Medium: 20 %

LIF 10’U/ml (Millipore, Esgro™ #ESG1107)
Leukdmie inhibierender Faktor, Arbeitslésung 5x10°U/ml: Verdinnung 1:20 mit EF-Medium,
sterilfiltieren, 1 ml Aliquots bei 4 °C, Endkonzentration in 500 m|-Medium: 1000 U/ml

B-Mercaptoethanol (Sigma, # M7522)
B-ME, Arbeitslosung 50 mM: 73,5 ul B-ME in 21 ml PBS I6sen, sterilfiltrieren, 1 ml Aliquots bei -20°C,
Endkonzentration in 500 ml Medium: 0,1 mM
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G418 (Invitrogen, # 11811031)
Geneticin, G418-Sulfat, Arbeitslésung 40 mg/ml: in PBS l6sen, sterilfiltrieren, 5 ml Aliquots bei -20°C,
Endkonzentration in 500 ml Medium:0,4 mg/ml

10x Trypsin/EDTA (Invitrogen, # 15400-54)
Verdiinnung mit 1x PBS auf 1x bzw. 2x Trypsin/EDTA, sterilfiltrieren, 10 ml Aliquots, -20 °C

ES-G418-Medium EF-Medium ES-Medium
ES-Medium 500 ml | DMEM 450 ml | DMEM 400 ml
G418 5ml | FBS 50 ml | FBS 100 ml
B-ME (50 mM) 1 ml
Einfriermedium 10 % LIF (5x10° U/ml) 1ml
ES-Medium 18ml
DMSO (Sigma) 2ml

KulturgefilRe

Kulturgefa Mediumvolumen Trypsin/EDTA (0,05 %)
175 cm’-Flasche 20 ml 5ml
75 cm’-Flasche 15 ml 3ml
25 cm’-Flasche 5ml 2ml
55 cm’-Petrischale 10 ml 2ml
6-well-Platte 3 ml/well 1,5 ml/well
24-well-Platte 1 ml/well 0,5 ml/well
96-well-Platte 200ul/well 40 pl/well

3.5.1.2 Ausbringen, Passagieren und Einfrieren der ES-Zellen

Die ES-Zellen R1 wurden in Passage 11 gekauft und bis zur Verwendung in Einfriermedium im
flissigen Stickstoff gelagert. Embryonale Stammzellen werden auf einer Feederzellschicht kultiviert.
Dazu werden die Feederzellen mit EF-Medium in den bendétigten KulturgefaRen ausgebracht und

mindestens eine Stunde vor dem Ausbringen der ES-Zellen auf ES-Medium eingestellt.

Ausbringen der ES-Zellen

Die ES-Zellen werden aus dem fliissigen Stickstoff genommen, schnell im 37 °C Wasserbad aufgetaut
und in 7 ml ES-Medium resuspendiert. Die Zellsuspension wird bei 1000xg fiir 5 min abzentrifugiert,
in 1 ml frischen ES-Medium resuspendiert und in eine 25 cm’-Flasche mit ES-Medium gegeben.
Durch kreisende Bewegungen werden die ES-Zellen in der Kulturflasche gleichmalig verteilt. Die

Zellen werden bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert und taglich das Medium gewechselt.

Passagieren der ES-Zellen

Ist das Kulturgefal® etwa zu 70 % mit ES-Zellkolonien bewachsen, werden die Zellen im Verhaltnis 1:3
oder 1:6 passagiert. Dazu werden die ES-Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, 5 min bei 37 °C mit 1x
Trypsin/EDTA inkubiert und vereinzelt. Durch Zugabe von 1 — 2 Volumenteilen ES-Medium wird die

Trypsinierung gestoppt. Die Zell-Suspension wird in ein 15 ml-Falkon (iberfiihrt und 5 min bei 1000xg
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zentrifugiert. Das Zellpellet wird in einer geeigneter Menge ES-Medium geldst und auf neue Feeder-

KulturgefaRe ausgebracht.

Einfrieren der ES-Zellen

ES-Zellen werden in 10 % DMSO-ES-Medium (Einfriermedium) gemischt und in flissigem Stickstoff
gelagert. Daflir wird ein 70 % bewachsenes Kulturgefal® zweimal mit 1x PBS gewaschen, trypsiniert
und vereinzelt. Durch Zugabe von ES-Medium (1 — 2 Volumenteile) wird die Reaktion gestoppt, die
Zellsuspension in einem 15 ml-Falkon bei 1000xg fiir 5 min abzentrifugiert und das Pellet in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert. Die Zellen werden in einem Cryovial (Nunc) 1 — 3 h bei -20 °C und 1
Tag bei -80 °Cin einer Styropor-Box eingefroren. Danach kénnen die Zellen in fllissigem Stickstoff

gelagert werden.

3.5.2 Feederzellen

Bei Feederzellen handelt es sich um eine Fibroblasten-Zelllinie, die aus Embryonen an Tag 14,5 p.c.
gewonnen wird. Feederzellen sezernieren in das Kulturmedium Nahrstoffe und den Leukdamie
inhibierenden Faktor LIF und sind ein wichtiger Faktor um die ES-Zellen in einem optimalen
Entwicklungsstadium zu halten. Feederzellen wachsen in einer eindimensionalen Zellschicht (mono
layer) und werden durch Bestrahlung in ihrer Differenzierung gestoppt. Fir die Pradparation von
Feederzellen wird die Mauslinie C57BI/6J-TgN(pGKneobpA)3Ems (Charles River) verwendet. Diese

Tiere besitzen das fiir die ES-Zellkultur notwendige Neomycinresistenz-Gen.

3.5.2.1 Praparation und Kultivierung der Feederzellen

Fir die Praparation der Feederzellen werden weibliche C57BI6-Mause mit homozygoten C57BI/6J-
TgN(pGKneobpA)3Ems-Mannchen lber Nacht verpaart. Am Folgetag wird auf Vorhandensein des
Vaginalplugs (Plug+) bei den Weibchen geschaut und die Plug+-Weibchen von den anderen Tieren
separiert. An Tag 14,5 p.c. werden die Uteri der Plug+-Weibchen steril entnommen und die
Embryonen von den Plazenten isoliert. Alle Arbeiten erfolgen mit sterilem Besteck und sterilem 1x
PBS unter der Sterilbank im Stammzell-Labor. Die Embryonen werden von Kopf, Extremitaten,
Schwanz und inneren Organen befreit und mit 1 ml 1x Trysin/EDTA pro Embryo im 37 °C warmen
Wasserbad verdaut. Durch Resuspendieren wird eine homogene Losung erzeugt, die mit EF-Medium
zu einem Gesamtvolumen von 40 ml erganzt wird. Je 2 ml der Zellsupsension werden in einer 175
cm?-Kulturflasche mit 19 ml EF-Medium durch kreisende Bewegungen gut durchmischt undbei 37 °C

und 5 % CO2 bis zur vollstandigen Konfluenz wachsen gelassen.
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3.5.2.2 Inaktivierung und Einfrieren der Feederzellen

Die Feederzellen werden bei vollstandiger Konfluenz geerntet (1.Passage). Dafiir werden sie zweimal
mit 1x PBS gewaschen, mit 5 ml 1x Trypsin/EDTA 5 min bei 37 °C inkubiert und durch Resuspendieren
vereinzelt. Die Reaktion wird durch Zugabe von5 ml EF-Medium abgestoppt und die Suspension in
ein 50 ml-Falkon Gberfiihrt. 1 ml der Lésung wird zuriick in die 175 cm*Flasche gegeben, mit 19 ml
EF-Medium gemischt und bis zur Konfluenz bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert (2.Passage). Auf diese
Weise wird mit allen 175 cm®-Kulturflaschen verfahren. Die Zellsuspensionen werden in 50 ml-
Falkons gesammelt und bei 1000xg fiir 5 min abzentrifugiert. Die Pellets werden in insgesamt 20 ml
EF-Medium gel6st und in einem 50 ml-Falkon vereinigt. Die Inaktivierung erfolgt durch Bestrahlung
der Zellen mit y-Strahlung (5000 Rad) im Institut fiir Mikrobiologie am Klinikum rechts der Isar.
Dadurch werden die Feeder-Zellen teilungsunfahig gemacht und kénnen als mono layer fiir die ES-
Zellkultur verwendet werden. Nach der Bestrahlung werden die teilungsunfahigen Feederzellen bei
1000xg abzentrifugiert, das Pellet in einer geeigneten Menge Einfriermedium (EF-Medium + 10 %
DMSO) resuspendiert und in Cryovials als 1 ml Aliquots eingefroren. Das Einfrieren erfolgt langsam in
einer Styroporbox bei -20 °C fiir 1 - 3 h und bei -80 °C fiir einen Tag. AnschlieBend kdnnen die Feeder-

Zellen in flissigem Stickstoff gelagert werden.

Die Feederzellen werden vor der Verwendung in der ES-Kultur auf ihre Teilungsunfahigkeit und auf
die zu verwendende Konzentration gepriift. Dazu wird pro Passage ein Cryovial schnell bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut und im Verhaltnis 1:30, 1:60 und 1:100 in EF-Medium verdiinnt. Je 15 ml
werden in einer 75 cm*-Flasche ausgebracht und die Dichte bestimmt. Das Zellwachstum wird tber 4
Wochen auf Veranderungen lberprift. Liegen keine Veranderungen vor, so koénnen die Feederzellen

fur die ES-Kultur verwendet werden.

3.5.3 Gentargeting mittels homologer Rekombination

Als homologe Rekombination wird der Austausch homologer DNA-Abschnitte wahrend der Meiose
bezeichnet. Durch Strangbriiche und Neukombination der DNA-Strange kann die genetische
Information ausgetauscht und verdndert werden (Crossing over-Strategie). Zum Verdndern der DNA-
Sequenz in vitro wird hier die tag and exchange-Strategie angewendet, die zwar eine sehr niedrige
Effizienz (0,1 % stabil transfizierte Stammzellen), aber auch eine sehr hohe Reinheit (nur wenige
eingefligte Fremd-Basenpaare verbleiben im Genom) besitzt. Der erste Schritt ist das Einflihren des
Gentargetingvektors (tag) in die Stammzell-DNA mittels Elektroporation und die positiv-Selektion der
transfizierten Stammzellklone mit Hilfe einer eingefligten Selektionskassette. Es folgt das Entfernen
der Selektionskassette (exchange) durch Cre-Rekombination und anschlieRender negativ-Selektion
der Klone, bei denen der Austausch stattgefunden hat. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der

exchange-Schritt nicht in vitro mit Hilfe eines Cre-Rekombinase exprimierenden Vektors, sondern in
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vivo durch Einkreuzen einer, unter dem CMV-Promotor, Cre-Rekombinase exprimierenden Mauslinie

durchgefihrt.
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X \ X tag
O D oy D ¢
|

!
i
\ X / X / exchange

e ™ o ) e

Abbildung 3-2 tag and exchange-Strategie

Fur das Gentargeting lasst man eine 75 cm?-Kulturflasche mit ES-Zellen bis zu einer Dichte von 70 %
bewachsen, erntet die Zellen und elektroporiert das Gentargetingkonstrukt in die ES-Zellen. Es folgt
die homologe Rekombination des Konstrukts in das ES-Zellgenom und die Selektion mit G418-
haltigem ES-Medium. Die Zellklone, die die Selektion Uberleben, werden in 96-well-Platten isoliert,
trypsiniert und auf zwei identische 96-well-Platten (A- und B-Platte) geteilt. Die A-Platte
(Masterplatte) wird bei ausreichender Zelldichte (ca. 70%) mit Einfriermedium versetzt und
anschlielRend -80 °C eingefroren. Die B-Platte wird erneut geteilt, daraus entstehen B, C- und evtl. D-

Platte, und bei absoluter Dichte fiir das Screening (4.3.3.3) geerntet. Das Vorgehen ist in Abbildung

3-3 dargestellt.
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Abbildung 3-3 Vorgehen bei der ES-Zellkultur; Elektroporation (1), Selektion mit ES-G418 (2), Picken in 96-well Platte (3)
und Vervielfiltigen der 96-well-Platten (4)

3.5.3.1 Vorbereitung des Gentargetingkonstrukts, Elektroporation

Die Elektroporation ist die haufigste angewandte Methode um ein Gentargetingkonstrukt in die ES-

Zellen einzubringen. Im Rahmen dieser Arbeit werden 100 ug des Gentargetingkonstrukts Giber Nacht



Material und Methoden 43

mit Acc65l linearisiert; dadurch wird das Konstrukt direkt nach dem 3’Arm geo6ffnet. Nach Phenol-
Chloroform-Extraktion (3.3.5) wird das linearisierte Konstrukt mit Ethanol und Natriumacetat
préazipitiert (3.3.5), gewaschen und unter der Sterilbank getrocknet. Die DNA wird in 20 pl sterilem
H,0 gelost, ein Aliquot entnommen und die Konzentration bestimmt. Fiir die Elektroporation werden
10 — 50 pg DNA bendtigt. Die entsprechende Menge DNA-LOsung des linearisierten Vektors wird

entnommen und mit 1x PBS auf 100 pl erganzt.

Fur die Elektroporation wird eine 75 cm’Flasche mit einer ES-Zelldichte von ca. 70 % mit 1x PBS
gewaschen und 5 min bei 37 °C mit 3 ml 1x Trypsin/EDTA inkubiert. Man gibt 5 ml ES-Medium zu,
vereinzelt die Zellen und zentrifugiert 5 min bei 1000xg ab. Das Zellpellet wird in 900 pl 1x PBS
resuspendiert und in eine Elektroporationskivette iberfiihrt (Peqlab). Die DNA-LG6sung (100 pl) wird
zu den ES-Zellen in die Elektroporationskiivette gegeben, vorsichtig durchmischt und die Kiivette
zwischen die Elektroporationselektroden gesetzt. Die Elektroporation erfolgt im GenePulser™
(Biorad) bei 0,23 kV und 500 pF; aus Erfahrung hat sich eine Zeitkonstante von 5 — 7 ms als ideal
gezeigt. Nach der Elektroporation wird der Ansatz 5 min bei Raumtemperatur inkubiert, anschlieRend
in ein 15 ml-Falkon Gberfiihrt und mit 11 ml ES-Medium gemischt. Je 1 ml der Suspension wird auf
eine 10 cm-Petrischale gegeben, die am Vortag mit Feederzellen beschichtet und am Tag der
Elektroporation auf ES-Medium eingestellt wurde. Die Zellen werden 24 h bei 37 °C und 5 % CO2

inkubiert.

3.5.3.2 Positivselektion und Isolierung der Zellklone

Die Selektion der ES-Zellenwird in G418-haltigem Medium durchgefiihrt. G418 ist ein Aminoglykosid-
Antibiotikum dass die Proteinbiosynthese inhibiert. Das neo-Gen, das in der Selektionskassette des
elektroporierten Gentargetingkonstrukts enthalten ist, initiiert die Produktion der Aminoglycosid-3-
Transferase, welche G418 durch Phosphorylierung inaktiviert. ES-Zellklonemit homolog integriertem
Gentargetingkonstrukt Gberleben dadurch die Selektion, Zellklone ohne neo-Gen sterben ab. 24 h
nach der Elektroporation wird das Kulturmedium auf ES-G418-Medium gewechselt. Nachweiteren
72h sterben die ersten Kolonien ohne Selektionskassette und schwimmen im Kulturmedium.
Wahrend der Selektion muss taglich 1 — 2x das Medium gewechselt werden um die optimalen
Kulturbedingungen aufrechtzuerhalten. 8 — 10 Tage nach der Elektroporation kénnen die
Uberlebenden Zellkolonien makroskopisch erkannt und unter der Sterilbank in 96-well-Platten

vereinzelt (Picken) werden.

Das Picken der Zellkolonien wird an vier Folgetagen unter der Sterilbank mit einem Stereomikroskop
(Stemi 2000, Zeiss), Mundschutz und OP-Haube durchgefiihrt. Es werden Zell-Kolonien mit
geeigneter GroRe und glatten duReren Begrenzungen mit einer 20 pl-Pipette aufgenommen und in
eine 96-well-Platte, die mit 30 pl 1x PBS pro well vorbereitet wurde, tberfiihrt. Pro Platte werden 80
Klone gepickt (Reihe A — H, Spalte 1 — 10). Die vollen Platten werden pro well mit 30 pl 2x
Trypsin/EDTA fir 3 min bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und mit Hilfe einer 8-Kanal-Pipette
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vereinzelt. Die Reaktion wird durch Zugabe von 60 ul ES-G418 abgestoppt. Die so vereinzelten
Zellklone werden auf die A- und B-Platte verteilt. Diese wurden am Vortag mit Feederzellen
beschichtet und auf ES-G418 eingestellt.

Master-Platte

Die A-Platte (Master-Platte) dient dazu, positive ES-Klone hochzuziehen und fiir die Injektion in
Blastozysten vorzubereiten. Die A-Platte wird bei ausreichender Zelldichte mit 1x PBS gewaschen,
trypsiniert und in 150 pl Einfriermedium resuspendiert. Anschliefend wird die Platte mit Klebeband
verschlossen, 1-3 h bei -20 °C eingefroren und anschlieBend bei -80 °C gelagert. Die Lagerung der
Master-Platte bei -80 °C empfiehlt sich flir maximal 3 Monate. Eine langere Lagerung fihrt zur

Verschlechterung der Zellqualitat.

Screening-Platten

Um genligend DNA fiir das PCR- und Southern-Screening zu erhalten, werden Kopien von der B-Platte
gemacht (Screening-Platten). Die B-Platte wird bei optimaler Dichte mit 1x PBS gewaschen,
trypsiniert und die Reaktion mit 120 pl ES-G418 abgestoppt. Je 50 pl der Zellsuspension werden auf
zwei leere 96-well-Platten (C- und D-Platte) mit der 8-Kanal-Pipette lberfiihrt. AnschlieRend werden
B-, C- und D-Plattemit 150 pl frischem ES-G418-Medium versetzt und bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.
Am Folgetag wird bei allen Platten das Medium gewechselt. Sind die Platten vollstandig bewachsen,
werden sie mit 1x PBS gewaschen, trypsiniert und durch Lyse die DNA gewonnen (3.3.1.2). Die DNA
wird je nach Screeningmethode einem Restriktionsverdau fiir den Southern-Blot (3.3.8) unterworfen

oder direkt flr die Genotypsierungs-PCR (3.3.3.1., GoTaqg-PCR) eingesetzt.

3.5.4 Blastozysteninjektion

Die positiven ES-Zellklone werden mit Hilfe eines Mikromanipulators in die Hohle der Eizellen im
Blastozystenstadium (3,5 p.c.) eingebracht und in scheinschwangere CD1-Ammenmause operiert.
Dazu werden die positiven ES-Zellklone aus den 96-well-Masterplatten isoliert, auf eine 75 cm*-
Flasche expandiert und bis zur Injektion in flissigem Stickstoff gelagert. Die Stammzellen werden in
Blastozysten von C57BI6-Mausen injiziert.Die reinen Nachkommen der C57Bl6-Mause sind schwarz,
die Nachkommen, die die veranderten Stammzellen in das Genom integriert haben, tragen ein
agouti-farbenesFell. Nach Mikroinjektion und Operation ist der genetische Hintergrund der
Nachkommen somit leicht anhand der Fellfarbe erkennbar. Hintergrund fir das aguti-farbenen Fell
ist der Ursprung der ES-Zellen aus der aguti-farbenen Mauslinie 129X1/SvJx12951/SV-+p+Tyr-cKitISI-
I/+.
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3.5.4.1 Vorbereitung der ES-Zellen

ES-Zellklone, die im PCR- und im Southern-Screening als positiv identifiziert wurden, werden von den
Masterplatten isoliert und in eine 24-well-Platte Uberfiihrt. Dazu werden die entsprechenden
Masterplatten bei 37 °C schnell aufgetaut, die ES-Zellen in 100 pl warmen ES-Medium resuspendiert
und in ein, mit Feederzellen vorbereitetes 24-well gegeben. Bei geeigneter Zelldichte werden die
Zellen auf ein 6-well, anschlieRend auf eine 25 cm?*- und zwei 75 cm?-Flaschen expandiert. Aus den 75

cm?-Flaschen werden Cryostocks hergestellt (3.5.1.2) die im flussigen Stickstoff gelagert werden.

Fiir die Blastozysteninjektion werden 6-well-Platten mit einer Feederzellschicht vorbereitet und 2 — 3
Tage vor der Injektion die positiven ES-Zellklone ausgebracht. Kurz vor der Injektion werden die ES-
Zellen trypsiniert, bei 1000xg in einem 15 ml-Falkon abzentrifugiert und das Pellet in 500 pl ES-
Medium aufgenommen. Die Zellen werden fiir 30 min auf Eis senkrecht inkubiert, tote ES-Zellen
trennen sich ab und schwimmen auf. Direkt vor der Injektion werden 350 pl von der Zellsuspension
(tote Zellen) abgenommen, die verbleibenden 150 pl resuspendiert und auf die Injektionsapparatur

aufgebracht.

3.5.4.2 Gewinnung der Blastozysten

Fiir die Gewinnung der Eizellen im Blastozystenstadium werden C57BI6-Mause (iber Nacht verpaart
und am Folgetag auf Vorhandensein eines Vaginalplugs (Plug+) bei den Weibchen geprift. Ein
Vaginalplug bedeutet, dass die Kopulation erfolgt ist und somit auch die Befruchtung der Eizellen
moglich war. Die Plug+-Weibchen werden separiert und an Tag 3,5 p.c. die Uteri entnommen. Durch
Spulen der Uteri in M2-Medium (HEPES-gepuffert, Sigma) kdnnen die Blastozysten gewonnen, mit
einer Mikropipette (Transferpipette, 115-124 um, Biomedical Instruments) eingesammelt und in
M16-Medium (Bicarbonat-gepuffert, Sigma) bei 37 °C und 5 % CO2 bis zur Injektion aufbewahrt

werden.

3.5.4.3 Injektion und Operation

Die Injektion der ES-Zellen in die Blastozysten wird an einem Mikromanipulator-Stand (Narishige,
Modell MMN-1) mit inversem Mikroskop (Zeiss Axiovert 135) durchgefiihrt. Der Injektionsbereich
und das darauf ausgebrachte M2-Medium werden auf 10 °C abgekiihlt und eine frische Haltekapillare
(Biomedical Instruments, 35° GC-100T-10) und eine frische Injektionskapillare (Biomedical
Instruments, 20° 100, Gr.40) mit Hilfe eines Druckdosierers (Cell Tram Qil, Eppendorf) mit M2-
Medium gefillt. Fir die Injektion wird die Blastozyste mit der Haltekapillare in einer Position fixiert,
die das Eindringen der Injektionskapillare ohne das Verletzen der inneren Zellmasse ermoglicht. Es

werden 10 -15 ES-Zellen Perlschnur-artig in die Injektionskapillare eingesammelt und in die Hohle der



Material und Methoden 46

Blastozyste injiziert. Anschlielend werden die injizierten Blastozysten in M16-Medium bei 37 °C und
5 % CO,mindestens 1 h bis zur Operation aufbewahrt. Durch die Injektion werden die Blastozysten

auf Tag 0,5 riickprogrammiert.

Fiir die Operation werden weibliche CD1-Mause mit vasektomierten CD1-Mannchen lber Nacht
verpaart. Es wird auf den Vaginalplug gepriift und die Plug+-Mdause (Tag 0,5 p.c.) separiert. Die
Operation wird von PD Dr. Sven Moosmang durchgefiihrt. Dazu werden die CD1-Ma&use (Tag 0,5 p.c.)
intraperitonial narkotisiert (pro Maus 100 pl der Narkoseldésung aus 1,05 ml NaCl 0,9 %, 200 pl
Ketavet 100 mg/ml, 200 pl Rompun 2% und 75 pl Ventraquil 1 %) und unter einem Stereomikroskop
operiert: Die Bauchdecke der Maus wird gedtffnet, Uterus und Ovar freigelegt und durch einen
kleinen Schnitt das Infundibulum zuganglich gemacht. Die injizierten Blastozysten werden mit einer
Mikropipette (Biomedical Instruments, 125-134 um) in M2-Medium aufgenommen und vorsichtig in
das Infundibulum gespiilt. Uterus und Ovar werden wieder in die urspriingliche Position gebracht, die

Wunde verschlossen und die Maus bis zum Erwachen warm gehalten.

3.5.5 Etablieren der Knock-in Mauslinie

Die Tragezeit einer Maus betragt etwa 20 — 21 Tage; der Erfolg der Operation ist somit nach drei
Wochen erkennbar. Durch den genetischen Hintergrund der Blastozysten (C57BI6-Ma&usen,
Nachkommen schwarzes Fell) und der Stammzellen (129/Sv)-Mause, Nachkommen aguti-farbenes
Fell), kann eine erfolgreiche Injektion und somit die Weitergabe des Knock-in Gens anhand der
Fellfarbe erkannt werden: agouti-farbene Nachkommen tragen transgen die Verdanderungen und
werden als Chimaren bezeichnet. Je nach Anteil des agouti-farbenen Fells wird der Anteil des knock-
in-Gens in der Chimare geschatzt: Eine hoher Anteil bedeutet eine hohe Wahrscheinlichkeit, dass das
knock-in-Gen keimbahngangig vererbbar ist. Der Test auf Keimbahngangigkeit geschieht durch das
Verpaaren mit C57Bl6-Mausen: agouti wird dominant gegenliber schwarz vererbt. Dadurch kénnen
nur agouti-farbene Nachkommen die Mutation auf einem Allel tragen (heterozygot); schwarze
Nachkommen besitzen kein knock-in-Allel. Aus den agouti-farbenen Nachkommen derChimaren wird

die homozygote Mauslinie gezlichtet.

Die mannlichen Nachkommen werden mit B6.C-Tg(CMV-cre)1Cgn/J-Mé&usen verpaart. Diese Mause
tragen transgen das Cre-Rekombinase-Gen, das nur lber weibliche Tiere (X-linked) weitergegeben
werden kann. Durch die Expression der Cre-Rekombinase wird die Selektionskassette, die von zwei
loxP-Stellen flankiert ist, aus den knock-in-Tieren entfernt: Das Cre-Protein katalysiert die
Rekombination zwischen den 34 bp langen loxP-Sequenzen. Die loxP Sequenz besteht aus zwei, 13
Aminosauren-langen, palindromischen Sequenzen, die eine die 8 bp-lange Kern-Sequenz flankieren.

Die Spaltung der loxP-Sequenz duch die Cre-Rekombinase erfolgt in der Kern-Sequenz.
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3.6 Biochemische Methoden zur Untersuchung der genetischen Veranderungen

3.6.1 Proteingewinnung aus Gewebe

Es wird Protein aus Herz und Gehirn von knock-in- und Wildtyp-Mause gewonnen. Dazu werden die
entnommenen Organe in flissigem Stickstoff schockgefroren und auf Trockeneis in einem Morser zu
einem feinen Pulver gemahlen. Aus dem Pulver werden die Membranproteine durch den Aufschluss
mit einem geeigneten Detergens und Zentrifugationsschritte gewonnen. Das Detergens verdrangt die
Phospholipide der Zellmembran und interagiert mit den Membranproteinen. Es bilden sich Micellen
die das Protein einschlieBen und in Losung halten. Wichtig bei der Proteingewinnung sind das

Arbeiten bei 4 °C und das Verwenden von Protease-Inhibitoren.

Membranprap-Puffer pH 7,4 Solubilisierungspuffer Inhibitor-Cocktail pro 1 ml Puffer
EDTA 20mM | EDTA 20 mM | Calpain-Inhibitorl (Roche) 8ug
EGTA 20 mM | EGTA 10 mM || Calpain-Inhibitorll (Roche) 8ug
Tris 10 mM | TrisHCI pH 7,4 10 mM || Protease Inhibitor Mixture (Sigma) 2 ul
NaCl 300 mM | Deoxycholat 1% | PMSF 200 mM (Fluka) 1l

Pro 100 mg gemorsertem Gewebe wird 1 ml Membranprap-Puffer (+ Inhibitoren) zugegeben und mit
Hilfe des Ultraturax (Polytron PT 1200, Kinematica AG) 3x 10 sek auf Eis homogenisiert. Bei 4000xg
und 4 °C werden die groRen Zellfragmente fiir 5 min abzentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
ReaktionsgefaR Giberfiihrt und der Zentrifugationschritt wiederholt. Der klare Uberstand wird nun bei
100000xg 30 min in einer Ultrazentrifuge bei 4 °C zentrifugiert. Dabei werden Membranproteine von
zytosolischen Proteinen abgetrennt. Der Uberstand wird verworfen und das Membranprotein-Pellet
in Solubilisierungspuffer gelost und durch Pottern homogenisiert. Nach 20 min Durchmischen im
Uberkopfschiittler bei 4 °C kann durch erneute Ultrazentrifugation (100000xg, 30 min, 4 °C) eine
reine Membranprotein-Fraktion im Uberstand erhalten werden. Die Membranpriparation wird in

Aliquots bei -80 °C gelagert.

3.6.2 Proteingewinnung aus Zellen

Proteingewinnung fir die Batch-Aufreinigung liber StrepTactin Superflow

HEK293T-Zellpellets werden auf Eis aufgetaut und in 1 ml Puffer PET (mit zugesetzen Inhibitor-
Losungen) geldst. Zuséatzlich zum thermischen Aufschluss der Zellen erfolgt ein mechanischer
Aufschluss durch Homogenisieren der Zellen im Potter (3x 10 sek). Die Zellsuspension wird in 1,5 ml
ReaktionsgefiRe Uberfiihrt und die Proteine im Uberkopfschiittler bei 4 °C fiir 30 min geldst. Es
erfolgt die Abtrennung der festen Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 3000xg fiir 5 min bei 4 °C.

Im Uberstand befinden sich die geldsten Proteine, die aliquotiert bei -80 °C gelagert werden.
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Puffer PET
PBS-EDTA-Triton X-100
EDTA (0,5 M) 0,1 ml
Triton X-100 500 pl
1x PBS,pH 7,4 ad 50 ml

SDS-Aufschluss

HEK293T-Zellpellets werden auf Eis aufgetaut und 1 ml 90 °C-warmer Tris-SDS-Puffer zu jedem
Zellpellet gegeben, das geloste Pellet in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR (berfihrt und 15 min bei 95°C
gekocht. Dabei wird die Zellsuspension in regelmaRigen Abstanden gevortext. AnschlieRend wird 10
min bei 4°C mit 15000 rpm zentrifugiert, der Uberstand wird in Aliquots a 20l geteilt und bei -80°C
gelagert.

Tris-SDS-Puffer

Tris (pH 7,8) 500 pl
10% SDS 2ml
H,0 ad 10 ml

3.6.3 Aufreinigung von OneStrep-Tag-Fusionsproteinen

Die Aufreinigung von OneStrepTag-Fusionsproteinen aus HEK293T-Uberexpressionsversuchen wird
gemall dem Protokoll der Firma IBA optimiert. Es wird ein Batch-Verfahren mit der StrepTactin
Superflow-Matrix durchgefiihrt. Dazu werden die Zellen mit der cDNA der OneStrep-getaggten Ca,f3,-
Untereinheit transfiziert, geerntet (3.4.2) und die Zellen im Puffer PET mechanisch aufgeschlossen
(3.6.2). Alle Arbeiten werden bei 4 °C auf Eis durchgefiihrt und sdmtliche verwendete Puffer mit dem
Inhibitor-Cocktail versetzt um den Proteinabbau durch Proteasen zu verhindern. Fir die Aufreiniung
im Batch-Verfahren werden 200 pl StrepTactin Superflow-Matrix (50 % Suspension) in ein 1,5 ml
ReaktionsgefaR tberfiihrt und 10 sek in der Tischzentrifuge bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wird
verworfen, die Matrix (ca. 100 pl) zweimal mit 200 pl Waschpuffer W gewaschen. Auf die gereinigte
StrepTactin Superflow-Matrix wird die StrepTag-Proteinldsung gegeben (max. 300 pug bzw. 1 ml) und
Uiber Nacht bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. Dabei erfolgt die Bindung des OneStrepTag-
Fusionsproteins an StrepTactin. Am Folgetag wird 5x mit 100 ul Puffer W fir je 10 min im
Uberkopfschiittler bei 4 °C gewaschen, in der Tischzentrifuge kurz abzentrifugiert und die
Waschfraktionen gesammelt. Die Elution der am Sdaulenmaterial gebundenen Proteine erfolgte durch
Zugabe von 100ul Puffer E. Puffer E enthalt D-Desthiobiotin das mit einer hoheren Affinitat als der
OneStrep-Tag an StrepTactin bindet und so das OneStrepTag-Fusionsprotein von den Bindungsstellen
verdrangt. Dazu wird die Matrix mit dem gebunden Fusionsprotein fiir 20 min im Uberkopfschiittler
bei 4 °C mit Puffer E inkubiert und durch Abzentrifugieren in der Tischzentrifuge das Eluat gewonnen.
Das Eluat wird mit 100ul 2xLaemmli ohne DTT fiir 5 min bei 95°C erhitzt und fir die Westernblot-
Analyse verwendet (3.6.6).
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Puffer PET Puffer W Puffer E
PBS-EDTA-Triton X-100
EDTA (0,5 M) 0,1 ml | TrisHCI (1M) 5,0ml | Puffer W 990 pl
Triton X-100 500 ul | NacCl (5 M) 1,5 ml | D-Desthiobiotin 10 pl
1x PBS,pH 7,4 ad 50 ml EDTA (0,5 M) 0,1 ml
H,0 ad 50 ml

Inhibitor-Cocktail pro 1 ml Puffer

Calpain-Inhibitorl (Roche) 8ug
Calpain-Inhibitorll (Roche) 8ug
Protease Inhibitor Mixture (Sigma) 2 ul
PMSF 200 mM (Fluka) 1ul

3.6.4 Uberexpression von GST-Fusions-Proteinen

Das Glutathion-S-Transferase (GST) Gene fusion System (Amersham) ermdglicht die Expression,
Aufreinigung und Detektion von N- und C-terminal fusionierten Proteinen. GST-Fusions-Proteine
werden erzeugt, indem die cDNA des gewiinschten Gens in die Multiple Cloning Site eines pGEX-
Expressionsvektors kloniert wird. Die pGEX-Vektoren enthalten neben der Multiple Cloning Site den
tac-Promoter, das GST-Gen und das /aclg-Gen. Im Rahmen der Arbeit wird der pGEX-6-P1-Vektor
verwendet. Die Expression des Fusionsproteins wird durch den tac-Promoter kontrolliert, welcher
durch das laclg-Genprodukt inhibiert ist. Diese Inhibition wird durch Zugabe des Laktose-Analogon
Isopropyl-B-D-Thiogalactosid (IPTG) gestoppt. IPTG bindet an den Repressor was zur Aktivierung des
tac-Promoters und zur kontrollierten Expression des GST-Fusionsproteins fiihrt. Flr die Expression
des GST-Fusionsproteins wird der E.Coli Stamm BL21 (3.2.2) verwendet. In diesem Stamm findet
keine Produktion der Proteasen OmpT und Lon statt, was eine hohe Proteinexpression fiir diesen
Versuch ermdglicht. Die Aufreinigung des GST-Fusionsproteins erfolgt nach Lyse der Bakterien mittels
Affinitatschromatographie an immobilisierter Glutathion-S-Transferase (GST). Das GST-
Fusionsprotein bindet an GST und kann nach definierten Waschschritten von der Affinitatsmatrix

eluiert werden.

Die Transformation der pGEX-Konstrukte in BL21-Zellen wird mit einer Hitzeschock-Transformation
durchgefiihrt (3.2.4). Hierflir werden 10 ng Plasmid in 20 ul BL21-Aliquot transformiert und auf Agar-
Ampicillin-Platten liber Nacht inkubiert. Einzelklone werden in 2 ml LB-Ampicillin-Medium bei 225
rom und 37 °C vermehrt. Sobald die logarithmische Wachstumsphase erreicht ist (ODgy = 0,6-0,8),
wird 2 pl IPTG (100 mM) zugegeben, wodurch die Uberexpression gestartet wird. Nach 5 Stunden
Inkubation bei 225 rpm und 37 °C werden 1,5 ml der IPTG-induzierten LB-Kultur in ein 1,5 ml-
ReaktionsgefalR Uberfiihrt, 60 sek bei rpmm., abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das
zurilickbleibende Zellpellet wird mit 200 pl eiskaltem STE-Puffer gewaschen, anschliefend in 300 pl
STE und 0,1 mg/ml Lysozym resuspendiert und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Durch Einfrieren Gber
Nacht bei -80°C werden die Zellen thermisch aufgeschlossen. Der weitere Aufschluss erfolgt durch
Zugabe von 1,5 % Sarkosyl und vortexen. Durch Lyse im Ultraschallbad wird die Zellsuspension klar.

Die Zugabe von 2 % TritonX-100 und 30 min Uberkopfschiitteln fiihrt zum Herauslésen des
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Uberexprimierten Proteins, die Zellbestandteile der BL21-Zellen kénnen durch Zentrifugation von
dem, im Uberstand befindlichen pGEX-Fusionsproteinen getrennt werden. Der Uberstand wird zu
GST-Sepharose 4B (GE) gegeben und durch Inkubation bei Raumtemperatur im Uberkopfschiittler an
die Sepharose-Matrix gebunden. Nach mehrmaligem Waschen mit eiskaltem PBS wird bei
Raumtemperatur mit 10 pl-Glutathion-Elutionspuffer das gebundene GST-Fusionsprotein von der
Matrix gelost. Es befindet sich im klaren Uberstand und kann fiir die Westernblot-Analyse (3.6.6)
verwendet werden. Dafiir wird ein gewiinschtes Aliquot des Uberstandes mit dem Auftragspuffer

4xLammli gemischt und fir 5 min bei 95°C erhitzt.

IPTG (100 mM) TritonX-100 (10%) Sarkosyl (10%)
IPTG 238 mg | TritonX-100 1ml | Sarkosyl 1ml
H,0 ad 10 ml | STE ad 10 ml | STE ad 10 ml
Elutionspuffer STE-Puffer,pH 8,0 Lysoszym (10 mg/ml)
TrisHCI 50 mM | Tris 10 mM | Lysozym 50 mg
L-Glutathion reduced 10 mM | NacCl 150 mM | Tris (25 mM) 5ml
EDTA 1 mM EDTA

3.6.5 Quantitative Proteinbestimmung

Fiir das Quantifizieren der Proteinkonzentration einer Membranpraparation wird der Pierce BCA
Protein Assay (Pierce, Thermo Scientific) verwendet. Die Grundlage fiir die Proteinbestimmung ist die
Biuret-Reaktion: Cu** wird durch Protein-Lésungen im alkalischen Medium zu Cu® reduziert (Biuret-
Reaktion). Die einwertigen Kupferionen bilden mit zwei Molekilen Bicinchoninsdure einen
Chelatkomplex, dessen Absorption detektiert und quantifiziert werden kann. Fir die Quantifizierung
wird eine BSA-Standardreihe (0,5 — 5 pg BSA) hergestellt mit deren Hilfe die Kalibriergleichung
erstellt werden kann. Die Membranpraparation wird ebenfalls verdiinnt (1:100 und 1:200). 50 pl der
Verdinnungen werden mit je 200 ul BCA-Lésung (BCA Protein Assay Reagent | und Il, 50:1) gemischt
und fir 60 min bei 60 °C inkubiert. AnschlieRend werden die Proben in eine Mikrotiterplatte
Uberfuhrt und die Absorption der Proben bei 540 nm bestimmt (Titertek Multiskan MCC/340).
Anhand der Absorption der Standardreihe kann die Proteinkonzentration der Membranpraparation

errechnet werden.

3.6.6 Western-Blot

Trennung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese

Proteinlosungen werden unter denaturierenden Bedingungen Uber Polyacrylamid-Gele aufgetrennt.
Die Denaturierung erfolgt in der Regel durch Natriumdodecylsulfat (SDS) und ist notwendig, da
Proteine die Fahigkeitbesitzen, Primar-, Sekundar- und Tertiar-Strukturen einzugehen, die eine
elektrophoretische Auftrennung stark beeinflussen. Durch Kochen der Proteinlésung in SDS-haltigem

Auftragspuffer (Lammli-Puffer) werden diese Strukturen aufgebrochen. SDS, ein stark anionisches
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Detergens, liberdeckt die Eigenladung der Proteine und das dem Auftragspuffer zugesetzte
Dithiothreitol (DTT) spaltet Disulfidbriicken zwischen Cysteinen. Die Proteine liegen nun in einem

SDS-Komplex mit einer negativen Gesamtladung vor. Diese Behandlung stellt sicher, dass die

Trennung aufgrund der Masse und nicht aufgrund der Faltung der Proteine stattfindet.

4x TrisCl/SDS, pH 8,8 4x TrisCl/ SDS, pH 6,8 10x TBS
Tris 18,2 g | Tris 6,04 g | TrisBase 12,1g
SDS 0,4g | Sbs 0,4g | Nacl 87,68
H,0 ad 100 ml | H,0 ad 100 ml | H,0 ad 1000 ml
mit HClone- PH 8,8 mit HCl.one- PH 6,8 mit HClone. PH 8,2, autoklavieren
Trenngel 10% Sammelgel 10x SDS-Elektrophorese-Puffer
Acrylamid 29:1 1,67 ml | Acrylamid 29:1 325 ul | TrisBase 30,2g
4x TrisCl/SDS, pH 8,8 1,25 ml | 4x TrisCl/SDS, pH 6,8 625 ul | Glycin 144 g
H,0 2,08 ml | H,0 1,525 ml | SDS 10g
TEMED 5ul | TEMED 3ul | H0 ad 1000 ml
APS 20 % 12,5l | APS20% 6 ul
4x Auftragspuffer (Lammli) 1x TBST
1M TrisHCl pH 6,7 10 ml | 10x TBS 100 ml
DTT 2mg | Tween 20 1ml
20 % SDS 12,5ml | H,0 ad 1000 ml
Bromophenolblau 20 mg
Glycerin 20 ml
H,0 ad 50 ml

Flr die Herstellung des SDS-Polyacrylamidgels (SDS-PAGE) wird zun&chst das Trenngel zwischen zwei
Glasscheiben (GelgieRapparatur, Biorad) gegossen und mit 100 % Ethanol Uberschichtet, um eine
exakte Trennlinie zu erhalten. Durch Polymerisierung harten die Komponenten zu einem
engmaschigen Gel aus. Der Ethanol wird entfernt und auf das ausgehartete Trenngel wird nun das
Sammelgel gegossen. Durch Einsetzen eines Kammes werden Probentaschen erzeugt. Ist das
Sammelgel erstarrt, wird das Gel in die MiniProtean3Cell Gelkammer (Biorad) eingesetzt, die
Gelkammer mit 1x SDS-Elektrophorese-Puffer befiillt und die Protein-Proben und 5 ul des
GroRenstandards (Precision Plus Protein Standard, Biorad) aufgetragen. Die Protein-Proben wurden
zuvor mit 4xLammli-Pufferversetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine
erfolgt bei 50 V fiir 30 min und 120 V fiir ca. 60 min. Die Lauffront der Proben ist durch den Farbstoff

Bromophenolblau sichtbar.

Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse werden im semi dry-Verfahren Proteine aus dem SDS-PAGE-Gel auf
einer Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran (Immobilon-P, Millipore, PorengréRe 0,45 um) fixiert.
Dazu werden Filterpapiere in geeigneten Puffern durchtrankt, die PVDF-Membran und das PAGE-Gel
zwischen die Filterpapiere gelegt und durch Anlegen einer definierten Spannung der Transfer von
Proteinen auf die Membran ermdglicht. Die Proteine werden anschlieRend durch Inkubation mit
spezifischen Antikorpern detektiert. Dazu verwendet man einen primaren Antikorper, der spezifisch
an einen Sequenzbereich des Proteins bindet. AnschlieRend wird die Membran mit einem

sekundaren Antikorper, der gegen das Fc-Fragment des primaren Antikérpers gerichtet ist, inkubiert.
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Der sekundare Antikorper ist an das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt, das durch Zugabe
eines geeigneten Chemilumineszenz-Reagens unter oxidierenden Bedingungen (H,0,) die
Chemilumineszenz-Reaktion katalysiert. Es kommt zur Lichtemission bei 428 nm. Die Reaktion wird

durch das Belichten eines Photofilms sichtbar gemacht und das Protein detektiert.

Anodenpuffer I, pH 10,4 Anodenpuffer Il, pH 10,4 Kathodenpuffer
Tris 36,3g | Tris 3,03 g | Tris 3,03g
Methanol 100 ml | Methanol 100 ml | 6-N-Hexansaure 52g
H,0 ad 1000 ml | H,0 ad 1000 ml | Methanol 200 ml
NaCl 300 mM | Deoxycholat 1% | H,0 ad 1000 ml

Fir das Ubertragen der Proteine werden auf die Anodenplatte drei Whatman 3 MM Papiere, die mit
Anodenpuffer | durchtrankt sind, und zwei Whatman 3 MM Papiere, die mit Anodenpuffer I
durchtrankt sind, (ibereinander gelegt. Mogliche Luftblasen werden aus dem Stapel entfernt und die
in Methanol aktivierte PVDF-Membran auf den Stapel gelegt. Auf die Membran wird nun das SDS-
PAGE-Gel platziert. AbschlieRend werden finf Whatman 3 MM Papiere, die mit Kathodenpuffer
durchtrankt sind, auf das Gel gegeben und mogliche Luftblasen entfernt. Die Kathodenplatte wird
aufgesetzt und die Proteine fur 1 h bei 0,8 mA/cm? vom Gel auf die Membran Ubertragen.

AnschlieBend wird die Membran Giber Nacht in einer Blockinglésung aus 1x TBST + 3 % BSA inkubiert.

Detektion

Am Folgetag wird die Membran mit dem spezifischen primaren Antikorper 1,5 h bei Raumtemperatur
in 1x TBST-Losung + 5 % BSA auf dem Taumelmischer (Neolab) inkubiert und anschlieRend 3x 10 min
mit 1x TBST-Losung + 1 % BSA gewaschen. AnschlieBend wird die Membran 1 h im sekundaren
Antikorper bei Raumtemperatur inkubiert, 2x 5 min mit 1x TBST + 1 % BSA und 2x 10 min mit 1x TBST
gewaschen. Die Detektion erfolgt mit dem Western Lightning Chemiluminescence Reagent (Perkin
Elmer, Chemiluminescence Reagent und Oxidizing Reagent, 1:1). Dazu wird die Membran 1 min mit
der Losung inkubiert, in einer Photokassette in Klarsichtfolie eingeschlagen, ein Photofilm (Hyperfilm
ECL, GE) 10 — 20 min aufgelegt und anschlieBend in der Entwicklermaschine Curix 60 (AGFA)

entwickelt.

Fiir die Detektion des OneStrepTags mit StrepMAB-Classic HRP und Tactin HRP wird die Membran
nach dem Blocken in 3 % BSA (lber Nacht) 3x 5 min mit 1xTBST gewaschen und anschliefend 1 h in
der StrepMAB-Classic HRP- bzw. in der Tactin HRP-L6sung inkubiert. Anschliefend wird 2x 5 min mit
IXTBST und 2x 1 min mit 1xTBS gewaschen und wie oben beschrieben mit Western Lightning
Chemiluminescence Reagent entwickelt. Fir die Herstellung der OneStrep-Tag-Lésung wird
StrepMAB-Classic HRP 1:10 in enzyme dilution buffer (EDB) verdiinnt und davon 3 pl in 10 ml 1xTBST
geldst und verwendet. Tactin HRP wird 1:100 in EDB verdiinnt und davon 10 pl in 10 ml in 1xTBST

geldst und verwendet.

Enzyme dilution buffer (EDB)
BSA 100 pl
Tween 20 50 pl
1x PBS ad 50 ml
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3.6.7 Co-Immunprazipitation

Durch die Co-Immunprazipitation kdnnen interagierende Proteine aus einer Proteinldsung isoliert
und anschliefend lber Westernblot-Analyse detektiert werden. Das Prinzip dabei ist, dass ein
Antikorper gegen ein bestimmtes Protein mit der Proteinlésung inkubiert und anschliefend auf
Protein A-Sepharose gegebenwird. An den Antikorper bindet das spezifische Protein (Antigen)
zusammen mit den gebundenen Interaktionspartnern; der Antikorper wiederum wird von der Protein
A-Sepharose gebunden. Durch Waschen mit einem definierten Waschpuffer werden alle Proteine,
die nicht in dem Anitkorper-Antigen-Komplex an der Protein A-Sepharose, gebunden vorliegen,
entfernt. AnschlieBend wird der spezifisch gebundene Antikérper-Antigen-Komplex von der
Sepharose durch Kochen mit 4xLammli-Puffer gelost und mittels Westernblot-Analyse auf die
Proteine von Interesse untersucht. Wie bereits bei der Membranpraparation beschrieben, werden
allen Puffern Proteaseinhibitoren zugesetzt und samtliche Arbeiten bei 4 °C durchgefiihrt.
Vorbereitend wird die Protein A-Sepharose (Sigma) in 2 ml PBS pro 250 mg Sepharose
aufgenommen, mit 0,1 % Natriumazid versetzt und durch Uberkopfschiitteln homogen gelést. Vor
Gebrauch wird ein 200 pl-Aliquot (entspricht 100 ul reine Protein A-Sepharose) abgenommen und
dreimal mit 500 ul Solubilisierungspuffer gewaschen. Auf die vorbereitete Sepharose wird 200 pl
Membranprotein-Losung gegeben und 1 h bei 4 °C im Uberkopfschiittler (Rotator, Neolab) inkubiert.
Dabei sollen unspezifische Protein A-Sepharose-Proteinbindungen aus der Losung entfernt werden.
Der Uberstand wird abgenommen und 2,5 - 16 h bei 4 °C mit dem entsprechenden Antikdrper im
Uberkopfschiittler inkubiert (10 pl Antikdrper pro Probe). Dabei erfolgen die Bindung des Proteins
und dessen Interaktionspartner an den Antikdrper. AnschlieRend wird 100 ul gereinigte Protein A-
Sepharose mit der Protein-Antikérper-Lésung fiir 1 h bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert, der
Uberstand entfernt und das Pellet dreimal mit 500 pl Waschpuffer gewaschen. Durch Kochen mit 20
ul 4x Lammli-Puffer werden die Proteine von der Sepharose geldst und denaturiert (5 min, 95 °C). Es

folgt die in 3.6.6 beschriebene Westernblotanalyse.

Waschpuffer
TrisHCI, pH 7,4 10 mM

NacCl 150 mM
Deoxycholat 1%
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3.7 Physiologische Untersuchungen der genetischen Veranderung

3.7.1 Ultraschallmessung

Mit der Ultraschallmessung wird das Fractional Shortening (FS) bestimmt. Dabei handelt es sich um

die Messung der links-ventrikularen Durchmesserverkiirzung, die sich wie folgt berechnet:

FS= (DEnddiastoIe - DEndsystoIe)/DEnddiastoIe

D: Durchmesser des linken Ventrikels

Wahrend der Enddiastole sind die Ventrikel komplett entspannt und mit Blut gefiillt, wahrend der
Endsystole sind die Ventrikel kontrahiert und vollkommen von Blut entleert. Parallel zu dem FS wird
die Herzfrequenz der adulten Mause bestimmt. Die Tiere werden dazu leicht anasthesiert (1,5 %
Isoflurane), auf einer 37 °C-Wéarmeplatte mit den Gliedmalen auf Elektrodenplattchen fixiert und der
Brustkorb mit einem Skalpel von Haaren befreit. Uber die Elektrodenplittchen wird die Herzfrequenz
bestimmt. Fir die Ultraschallmessung wird der Brustkorb der Maus mit Ultraschallgel versehen und
die Durchmesserverkiirzung mit einem 30 MHz-Ultraschallkopf bestimmt. Daraus lasst sich nach
obiger Formel das FS berechnen. Die Aufzeichnung erfolgt mit dem Vevo 770 Visual Sonic Scanner
(Visual Sonics, Inc.,, Toronto, Canada). Herzfrequenz und FS werden vor und nach
Isoprenalinstimulation (0,1 mg/kg KG) gemessen. Die Auswertung wird mit GraphPadPRISM 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, USA) gemacht.

3.7.2 Elektrokardiogramm

Die telemetrischen Elektrokardiogramm (EKG)-Aufzeichnungen werden von Dr. Anne Blaich
durchgefiihrt. Adulten Maus-Bdcken werden bei Vollnarkose (Isoflurane/0,) radiotelemetrische EKG-
Transmitter (ETA-F20, DSI, St. Paul, USA) unter das Bauchfell implantiert, die EKG-Zufiihrungen
werden am Brustmuskel verndht. Nach 14tagiger Erholung wird die EKG-Messung fiir 24 h
aufgezeichnet. Es wird das EKG mit und ohne Isoprenalinstimulation (0,1 mg/kg KG) durchgefihrt.
Ebenfalls wird die Reaktion nach Gabe von Phenylepinephrin (0,3 mg/kg KG) getestet. Die
Auswertung wird mit GraphPadPRISM 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, USA) gemacht.
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3.7.3 Praparation der Kardiomyozyten und Elektrophysiologie

Kardiomyozytenpréaparation

Ventrikulare Myozyten werden aus den Herzen adulter Mause isoliert. Dabei wird nach dem AfCS
Procedure Protocol PPO0000125 gearbeitet. Die Myozyten werden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Elektrophysiologie

Die biophysikalischen Eigenschaften der Kardiomyozyten werden innerhalb 12 h nach Isolation

mittels Elektrophysiologie im whole-cell patch clamp bestimmt (Hamill et al., 1981).

Alle Messungen werden von Montatip Poomvanicha und PD Dr. Jorg Wegener bei RT mit 40facher
VergroRerung unter dem Mikroskop durchgefiihrt. Dabei wird die gepatchte Zelle stindig mit
Extrazelluldarlosung umsplilt. Die Ableitung des Widerstandes erfolgt mit einer Patchelektrode
(Borosilikat), die mit dem Patch clamp-Verstarker Multi Clamp 700 A (Axon Instruments, Foster City,
USA) gkoppelt ist. Die Datenaufzeichnung wird mit pClamp 9.0 Software (Axon Instruments, Foster
City, USA) und die Auswertung mit GraphPadPRISM 5.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)
durchgefihrt. Fir die Messung des intrazellularen Widerstands der Zelle, und somit die Messung der
Calciumstrome, wird die Patchpipette an die Oberflache der Zelle gebracht; in der Patchpipette
herrscht ein geringer Unterdruck, wodurch die Zell an die Pipette gesaugt und der
Pipettenwiderstand erhoht wird (seal). Bei Erreichen eines Widerstands im Gigaohmbereich
(gigaseal) wird die Zelloberflache durch einen kurzen, starken Sog zerstort und die Patchpipette steht
in direkter Verbindung mit dem Intrazellularraum der Zelle. Die Daten werden mit 1,3 — 6,7 kHz
gefiltert. Calciumstrome werden durch wiederholte Depolarisierungsschritte (300 ms, -40 mV bis +
50 mV, 10 mV-Inkrement) stimuliert und daraus die Strom-Spannungs-Beziehung (I/V-Kurve)
abgeleitet. Wichtig ist das Inaktivieren der Natriumkandle vor Beginn der Ca,1.2-Messung. Dies
erfolgt standardmaRig durch Depolarisierung der Zelle (50 ms) vom Haltepotential -80 mV auf -40

mV. Desweiteren werden die elektrische Kapazitat und die Stromdichte bestimmt.

Die in den Versuchen verwendete Extrazellulariosung (pH 7,4) enthédlt 137 mM NaCl, 5,4 mM CsCl,
0,5 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2,5 mM Glucose und 10 mM HEPES, die Pipettenlosung (pH 7,3) 125 mM
CsCl, 6 mM MgCl2, 0,15 mM CaCl2,5 mM Na2ATP, 0,1 mM Na2GTP, 5mM EGTA und 10 mM HEPES.
Der Widerstand der mit Pipettenlésung gefiilliten Messelektrode betragt 1 - 1,3 MQ.
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4 Ergebnisse
4.1 Generierung der Ca,3,STOP-Mauslinie

4.1.1 Gentargetingstrategie

Ziel der Arbeit war es, eine knock-in-Mauslinie mittels homologer Rekombination zu generieren,
deren Ca,B,-Untereinheit defizient an PKA- (Ser479/480), CaMKII- (Thr498)und Akt/PKB- (Ser574)
Phosphorylierungsstelle in Exon 14 ist. Dies sollte erreicht werden, indem ein Stop-Codon 5 vor die
Phosphorylierungsstellen eingefligt wurde, wodurch die Translation und somit die Proteinexpression
gestoppt werden sollen. Die DNA-Sequenz der Ca,B,-Untereinheit bietet die Mdglichkeit, durch
Deletion von zwei Cysteinen eine Verschiebung der Basenpaare (frameshift) zu produzieren, was zu
einem neuen Leserahmen fiihrt, bei welchem das Stop-Codon TGA gebildet und abgelesen wird. Das

Stop-Codon liegt in frame und terminiert die Proteinexpression (Abbildung 4-1).

Trunkierung an AA 550
|Exon 14

1621 ACAGGGETTCTCAAGGTGATCAAAGG CGCTCTGCTCCCCGGTCTGCTTCCCAAGC

541 @6 s o6epDor D RSAPTRSTSTA AS Q A

1681 TGAAGAAGAACCTTGCCTTGAACCCGTCAAAAAATCCCAACACCGTTCETCCTCARCCAC Serind79/480 PKA
561 EEEPCTLTETPTVZ KTE KT ST QHT RS S|s s|arT

1741 ACACCAAAACCACCGCAGCGGGACAGGTCGAGGCCTCTCTAGGCAAGAGACGTTTGACTC Threonind98 CaMKIl
581 HQNUHRSGTGRGTLST RGO QE|T | D S

1801 TGAAACCCAAGAGAGCCGAGACTCTGCCTACGTGGAGCCAAAGGAAGATTATTCACATGA

601 ETQEST RDSA ATYTVTETPZ KTETDTY S HE

1861 ACATGTGGACCGGTATGTCCCACACCGCGAGCATAACCACAGAGAGGAGACCCACAGCAG

621 HVD®RJYV®PHRTETUHTNTEHTRTETETTHS S

1921 CAATGGCCACAGACACAGGGAGTCTCGCCACCGCTCTAGGGACATGGGTCGAGACCAGGA

641 N GHRHPRETST REHTERST RDMGTRTD Q D

1981 CCACAATGAGTGCATCAAACAACGAAGCCGGCATARATCTAAGGATCGCTACTGTGACAA S€rin574 Akt/PKB
661 HNEGCTIT KT QRS ST RTIETEK|S|K DR Y c DK

2041 GGAGGGGGAAGTAATATCCAAGAGAAGGAATGAGGCTGGCGAGTGGAACAGGGATGTATA

681 E GEVISE KT RTRNTET BAGETWTNT RT DV Y

2101 CATCCGCCAATGACCGTGCGTGTCCCTACCCCCAAGTCTTTGTGTATCATCCTTAAGCAA

701 I RQ * P CVSLZPPSTILCVSSTILS K

Abbildung 4-1 Detaildarstellung von Exon14 und der Gentargetingstrategie; durch Deletion zweier Cysteine (rotes X)
wurde ein frame shift produziert, wodurch das Stop-Codon TGA in frame abgelesen wird (griiner Kreis)

Fiir die genetische Veranderung einer Mausline mit Hilfe der homologen Rekombination wird ein
Gentargetingvektor hergestellt, der neben einer Selektionskassette (flankiert von zwei loxP-
Sequenzen) zwei Homologie-Arme enthélt. Die Homologie-Arme werden als 5-Arm und 3’-Arm
bezeichnet, da sie 5 und 3‘ von der Selektionskassette liegen. Insgesamt sollte der Homologiebereich
(5 und 3’Arm) zwischen 6000 wund 8000 bp groR sein, um eine gute
Rekombinationswahrscheinlichkeit des Konstrukts an der richtigen Stelle im Genom der ES-Zellen zu
erreichen. Die Homologie-Arme konnen unterschiedliche GréRen besitzen, sollten aber nicht kleiner
als 1000 bp sein. Hier wurde ein kurzer 5-Arm vor die Selektionskassette kloniert; der lange 3-Arm
enthielt das veranderte Exon 14. Desweiteren ist es wichtig, dass die DNA fiir die Konstruktion des

Gentargeting-Vektors und die verwendeten ES-Zellen den gleichen genetischen Hintergrund haben.
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Fir die Generierung der Ca,B,STOP-Mauslinie wurde ein Bereich des CACNB2 Gens aus 129/SvJ-

Mausen isoliert und subkloniert.

Der 5-Arm bestand neben Exon 13 zusatzlich aus intronischen DNA-Sequenzen und war 1,6 kb groR.
Der 3-Arm besal neben Exon 14 intronische DNA und nicht codierende 3‘-UTR und hatte eine GroRe
von 5,7 kb. Entscheidend fiir die Konstruktion waren die auf der Multiple Cloning Site des pBI-loxP-
NeoTK-loxP-Vektors vorhandenen Restriktionsstellen. Es war darauf zu achten, dass jede
Restriktionsstelle nur einmal verwendet wurde, um das Konstrukt bei einem spateren
Restriktionsverdau nicht zu zerschneiden. Fiir die Herstellung des Gentargetingkonstrukts wurden
entsprechende DNA-Fragmente mittels PCR von der genomischen DNA amplifiziert, teilweise mit
neuen Schnittstellen versehen und in Zwischenvektoren kloniert. Die Zwischenvektoren wurden
durch Sequenzanalyse auf mogliche unerwiinschte Mutationen, die durch PCR-Reaktion entstehen
konnten, Giberpriift. Fir den Sequenzabgleich diente das Ensembl Gene ID ENSMUST00000114723 als
Vorlage. Uber die Schnittstellen Notl, BamHI, Clal und Acc65] wurden die Fragmente aus den
Zwischenvektoren in den pBIl-loxP-NeoTK-loxP-Vektor eingefligt. In Abbildung 4-2 ist die
Gentargetingstrategie dargestellt.

X X X P X E
Genort CACNB2 - \ = s \

sTOP

N X X B c p X A

Gentargeting Vektor I Bl NeoTk | BT ‘ ‘
| |

‘ 1,6 kb ! 4.8kb ‘ 1,6 kb "6kb | 25kb !

STOP
X X B C % P X A
| s i \ e | | |

Abbildung 4-2 Gentargetingstrategie Ca,3,STOP-Maus: Genort CACNB2 mit natiirlichen Schnittstellen, Exon 13 und Exon
14; Gentargeting Vektor mit eingefiigter Selektionskassette, Verdanderung in Exon 14 und verdnderten
Restriktionssequenzen; Mutierter Genort nach homologer Rekombination und Entfernen der Selektionskassette - Exon
14 enthdlt das Stop-Codon TGA

—Z

Mutierter Genort

4.1.1.1 Herstellung des Ca,B,STOP-Gentargetingkonstrukts

Fiir das Klonieren des Gentargetingkonstrukts wurden zunachst Zwischenvektoren mit neuen
Schnittstellen bzw. mit erwiinschten Mutationen hergestellt und anschlieBend in das Vektor-
Riickgrat pBl-loxP-NeoTK-loxP schrittweise eingefligt. Das Vorgehen ist schematisch in Abbildung 4-4
dargestellt.

Zwischenvektor pBl(Xbal-Xbal) und 5’Arm-Fragment in pBl-loxP-NeoTK-loxP

Das 1,6 kb-lange DNA-Fragment wurde mit den Primern Mob2_ 22 for und Mob2_23 re amplifiziert
und nach Verdau mit Xbal in die Multiple Cloning Site des pBluescriptvektors durch Ligation mit T4-
DNA-Ligase eingebracht. Dadurch entstand der Zwischenvektor pBI(Xbal-Xbal). 5° vor dem

eingefligten Fragment lag eine Notl-, 3‘ hinter dem eingefiigten Fragment eine BamHI-Schnittstelle.
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Fiir das Herstellen des 5’Arms in pBl-loxP-NeoTK-loxP wurde durch Restriktionsverdau mit Notl und
BamHI das 5'Arm-Fragment aus pBIl(Xbal-Xbal) geschnitten und 5‘ vor die loxP-NeoTK-loxP-Sequenz
ligiert (Abbildung 4-4 -1).

Zwischenvektor pBIl(Clal-Pstl)Mut

Aus der PCR-Reaktion mit Xbal_for und Pstl_re wurde ein PCR-Produkt amplifziert, das mit Xbal und
Pstl verdaut und in den pBluescript zwischenligiert wurde. Mit dem QuikChange Mutagenese Kit
wurden durch Verwendung der Mutationsprimer quikMUT_for und quikMUT _re zwei Cysteine aus
Exon 14 entfernt, wodurch das Stop-Codon TGA in frame riickte. Im nachsten Schritt wurde eine Clal-
Schnittstelle in das Fragment 3‘ hinter die natirliche Xbal-Schnittstelle eingefligt. Mit dieser Clal-
Schnittstelle wurde der 3-Arm in das Gentargetingkonstrukt eingefiigt; die natirlich vorkommende
Schnittstelle Xbal konnte daftir nicht verwendet werden, da im 5‘-Arm bereits Xbal-Schnittstellen
vorhanden waren und bei einem spateren Verdau mit Xbal das Konstrukt in mehrere Teile
zerschnitten worden ware. Fir das Einfiihren der Clal-Schnittstelle wurde erneut das QuikChange
Mutagenese Kit verwendet, hier mit den Primern quikinsertCla_for und quikinsertCla_re (Abbildung
4-3,Abbildung 4-4 -2).

_ A
¢ GATCAAAGGTGATCGCTCTGC
_— N\
Xbal Pstl Xbal Pstl
- . — o— | Ell o ¢
pBI(Xbal-Pstl) 4,6 kb N N
\ CTAGTTTCCTGAAGCGAGACG
v /
TOP </ GCGGCCGCTCTAGAATCGATATAGTACATGTCCC

Clal

Abbildung 4-3 Verdnderungen in pBI(Clal-Pstl);Schematische Darstellung der Einfiihrung von zwei Mutationen in pBI(Clal-
Pstl) mit dem QuikChange® Mutagenese Kit

Zwischenvektor pBI(Pstl-Xhol)

Mit Hilfe der Primer Pstl_for und Xhol_re wurde das Fragment amplifiziert, mit Pstl und Xhol verdaut

und in den ebenso verdauten pBluescript-Vektor ligiert (Abbildung 4-4-3).
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Zwischenvektor pBl(Xhol-Acc65l)

Das Fragment wurde mit den Primern Xhol_for und EcoRI_re amplifiziert, mit EcoRI und Xhol verdaut
und in den pBluescript ligiert. Da die EcoRI-Schnittstelle 5 vor der Xhol-Schnittstelle in der Multiple
Cloning Site des pBluescript (und auch des pBl-loxP-NeoTK-loxP) lag, wurde das Fragment in falscher
Orientierung (3‘ - 5‘) eingebaut. Um das Fragment in richtiger Orientierung zu erhalten, wurde eine
zweite PCR durchgefiihrt (pUC_Kpn_for und pUC_re). Dabei wurde eine Acc65I-Schnittstelle
(Isoschizomer zu Kpnl) eingefiigt, das PCR-Produkt mit Acc65I verdaut und anschlieRend in richtiger

Orientierung in den pBluescript-Zwischenvektor eingefiigt (Abbildung 4-4 -4).

3‘Arm-Fragment

Fir das Klonieren des 3‘Arms wurde der Zwischenvektor pBI(Pstl-Xhol) mit Pstl und Xhol verdaut und
3‘von dem veranderten Exon 14 in den Zwischenvektor pBI(Clal-Pstl)Mut ligiert. Es entstand das 6,2
kb groRe Fragment pBI(Clal-Xhol). Durch Restriktionsverdau mit Xhol und Acc65! wurde das DNA-
Fragment aus dem Zwischenvektor pBI(Xhol-Acc65l) geschnitten und in den Zwischenvektor pBI(Clal-
Xhol) eingefligt. Dadurch war das 3’Arm-Konstrukt mit einer GroRe von 8,8 kb (5,8 kb + 3 kb

pBluescript) komplett und konnte fiir die Endligation verwendet werden.

Endligation des Gentargetingkonstrukts

AbschlieBend erfolgte das Verkniipfen des 3’Arms (5,8 kb) mit dem 5’Arm in pBlue-loxP-NeoTK-loxP
(9,4 kb): Nach Restriktionsverdau mit Clal und Acc65l wurde das 3’Arm-Konstrukt 3 hinter die loxP-
NeoTK-loxP-Sequenz ligiert. Das Gentargetingkonstrukt hatte eine GroRe von 15,2 kb (Abbildung
4-4).

—_— — —_ P A—
Xb‘al =P P?ﬂ erol EC(IJRI
+ +
Xbal Pstl EcoRI Xhol
pBI(Xbal-Pstl) 4,6 kb pBl(Xhol-EcoRIl) 5,5 kb
+
pUC_Kpn_for puUC_re
— A — A N Xh 4|
Xbal Xbal Pstl Xhol EcoRI 0
o | - - R . I - __ ° e ___
+ 4 i}
Pstl Xhol Xhol EGDR!’)\CCES\

Not| Xbal e XbalgamHi
pBI(Xbal-Xbal) 4,6 kb

(1) )

pBI(Pstl-Xhol) 4,6 kb
@3) (@)

STOP

Pstl
Notl Xbal

Accé5l

Gentargetingvektor pBl-loxP-NeoTK-loxP
15,2 kb

Abbildung 4-4 Schematische Darstellung der Klonierung des Ca,,STOP-Gentargetingvektors; (1), (2), (3) und (4)
bezeichnen die Zwischenvektoren
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4.1.1.2 Uberpriifung des Gentargetingkonstrukts

Restriktionsanalyse

Durch die Restriktionsanalyse wurden die GréRen der einzelnen Fragmente im Gentargetingkonstrukt

Uberprift. Es konnte gezeigt werden, dass alle Subvektoren in der richtigen GréRe und Reihenfolge

enthalten waren.

- 1 Acc6s! 15,2kb
z - 2 Clal + Acc65I 5,8+9,4 kb
F——— 3 Clal + Xhol 3,3+11, kb
4 Notl+ BamHI 1,7+3,0+10,6 kb
— —
; 5 Notl 3,0+12,2kb
—
. s 6 BamHI 4,7+10,6 kb
& D BT 7 EcoRl 1,9+4,7+8,6 kb

Abbildung 4-5 Restriktionsanalyse des Ca,3,STOP-Gentargetingvektors; die Nummern bezeichnen die verwendeten
Restriktionsenzyme/-kombinationen, die GroBen der Fragmente sind tabellarisch dargestellt

Test der loxP-Stellen auf Funktionalitat

Die Selektionskassette ist von zwei loxP-Sequenzen flankiert, die dazu dienen, die Kassette aus dem
Genom der knock-in-Mauslinie in vivo zu entfernen. Das Entfernen der Selektionskassette erfolgt
durch Cre-vermittelte Rekombination. Um die Funktionalitdt der loxP-Stellen zu Uberpriifen, wurde
der Gentargetingvektor mit Cre-Rekombinase (NEB) verdaut; nach dem Verdau wurde eine 3-Primer-
PCR durchgefiihrt. Die Primer lagen dabei 5‘ vor der Selektionskassette (Genotyp for), auf der Neo-
Kassette (Neo_re) und 3‘ hinter der zweiten loxP-Sequenz (Genotyp_re). Bei erfolgreicher
Rekombination entstand so ein PCR-Produkt von 595 bp, war die Rekombination nicht erfolgreich,
entstand ein Produkt von 330 bp. In Wildtyp-Madusen oder Wildtypstammzellen, die weder
Selektionskassette noch loxP-Stellen enthalten, erhielt man ein PCR-Produkt von 490 bp. Wie in

Abbildung 4-6 erkennbar, erfillten die loxP-Stellen ihre Funktion.

Neo_re

Genotyp_for Genotyp_re o\ x
o L
O & N
NN
- & N
! R L
& €34 @ 3
A\ [OMEC,
2 Neo_re i
Genotyp_for, «Genotyp_re Genotyp_for ,Genotyp_re Genoty _fo
- T - «—595 bp
<«<— 330 bp
530 bp 635 bp 380 bp

Wildtyp DNA Cre Rekombination Keine Rekombination

Abbildung 4-6 Cre-Rekombination; links: Strategie mit Primerkombinationen und erwarteten GroBen, rechts: PCR-
Produkte mit und ohne Cre-Verdau des Gentargetingkonstrukts, WT-DNA als Kontrolle
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Sequenzanalyse

Das Gentargetingkonstrukt wurde durch Sequenzanalyse auf Richtigkeit und unerwiinschte
Mutationen (berprift. Entscheidend war, dass keine Punktmutationen in Exon 13 und Exon 14

enthalten waren und dass in Exon 14 das Stop-Codon TGA in frame vorlag. Der Gentargetingvektor

erfiillte diese Anforderungen.
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Abbildung 4-8 Sequenzanalyse Exon 14;Stop-Mutation (griiner Kreis) in frame in Exon 14 (rote Linie); Schwarze vertikale
Striche markiern Basentripletts, rot-gelbe Linie: Uberlappender Bereich aus zwei Sequenzierungen

4.1.2 Gentargeting mittels homologer Rekombination

Fiir das Targeting wurden 32 pg des mit Acc65l linearisierten Gentargetingvektors in embryonale
Stammezellen (R1, Passagel4) elektroporiert und auf 12 Feeder-Petrischalen verteilt. Nach 24 h wurde
die Positiv-Selektion in G418-haltigem ES-Medium begonnen. Wahrend der Selektionsphase mit

erhohtem Zellsterben wurde zweimal taglich das Kulturmedium gewechselt. An Tag 9 wurden die
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ersten ES-Zellkolonien isoliert. Insgesamt wurden an vier Folgetagen 840 Klone vereinzelt und in 96-
well-Platten vermehrt. Die Masterplatte wurde bei 70 %iger Konfluenz mit DMSO-haltigen
Einfriermedium bei -80 °C gelagert, die Screening-Platten bei vollstandiger Konfluenz geerntet und

auf richtige Integration des Gentargetingkonstrukts ins ES-Zellgenom untersucht.

4.1.2.1 Untersuchung der ES-Zellklone

Die ES-Zellklone, die die G418-Selektion lberleben, tragen die Selektionskassette und somit das
Gentargetingkonstrukt im Genom. Um eine Aussage dariber zu treffen, ob das Konstrukt nur einmal
und an der richtigen Stelle integriert wurde, wurden zunachst alle Klone mittel PCR-Screening

Uberpruft. Positive Klone aus dem PCR-Screening wurden mittels Southern-Screening bestatigt.

PCR-Screening

Fiir das PCR-Screening wurde eine Strategie verwendet, bei der ein Primer 5 auRerhalb des DNA-
Bereichs liegt, welcher fur die Herstellung des Gentargetingkonstrukt verwendet wurde (forward-
Primer, PCRScreen3_for), ein weiterer Primer liegt auf der Neo-Kassette (reverse-Primer, RE22_re).
So konnte nur dann ein PCR-Produkt entstehen, wenn die Rekombination an der richtigen Stelle im
Genom erfolgt war. Das PCR-Produkt hatte eine GroRRe von 2,0 kb (Abbildung 4-9). Es konnte nur bei
einem der 840 Klone das PCR-Produkt amplifiziert werden (Klon 2H2B). Dieser Klon wurde weiter

mittels Sequenzanalyse und Southern-Blot (iberprift.

Rekombination an richtiger Stelle: PCR-Produkt 2,0 kb Klon
2H2B
RE22_re .

e

—X
—D>

— 2,0kb

PCRScreen3_for STOP -
=
N X X B P
et ISy T '

Wildtyp/Rekombination nicht an richtiger Stelle erfolgt: kein PCR-Produkt

PCRScreen3_for
—

Abbildung 4-9 PCR-Strategie; bei richtiger Integration ins Genom ergibt sich ein PCR-Produkt mit der GroBe 2,0 kb, (rote
Linie: Bereich auBerhalb des Gentargetingvektors); rechts: positiver ES-Zellklon 2H2B

Southern-Screening

Der PCR-positive ES-Zellklon 2H2B wurde mit Southern-Blotting liberprift. Um auszuschlielRen, dass
eine mehrfache Integration stattgefunden hatte, wurde eine Sonde verwendet, die auf der Neo-

Restistenzkassette bindet (Neo-Sonde). Durch einen geeigneten Restriktionsverdau mit BspHI wurde
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die ES-Zell-DNA 5‘ vor dem rekombinierten Bereich und 3‘ hinter der Neo-Sonde geschnitten. Durch
die Lage der Restriktionsschnittstelle 5 vor dem rekombinierten Bereich konnte die Integration an
der richtigen Stelle im Genom nachgewiesen werden. Das von der Neo-Sonde erkannte Fragment
hatte eine GrofRe von 3,9 kb und wurde bei einfacher Integration als einziges Signal auf dem Blot
sichtbar. Als Positiv-Kontrolle wurde ein 5’-verlangerter Screening-Vektor verwendet. In Abbildung

4-10 ist die richtige und einfache Integration in Klon 2H2B dargestellt.

Neo-Southern: BspHI-Cut, 3,9 kb-Fragment '\(O\}Q’ ‘LQQQ g?‘
NeoSonde ® D ‘1)2\(& q/\e\‘l?y $«9
BspHI N BspHI sTop - o
R T?'m'? ’JT‘T 1 f
I 1
3.9kb 39kb —

Abbildung 4-10 Southernblot-Strategie: BspHI-Verdau, die NeoSonde detektiert ein 3,9 kb-Fragment, rechts: positiv-
Kontrolle, Klon 2H2B (15 pg/ 20 ug), WT-DNA verdaut mit BspHI

4.1.2.2 Sequenzanalyse des positiven ES-Zellklons

Mit Southern- und PCR-Screening konnte die richtige und einfache Integration nachgewiesen
werden. Durch die Sequenzanalyse wurde Uberprift, ob die Mutation im Genom an der richtigen
Stelle vorhanden war. Mit der Primerkombination Checkl for (bindet auf der loxP-NeoTK-loxP-
Sequenz) und 3’ArmScr12_re (bindet 3‘ hinter der Mutation) wurde der 3’-Arm amplifiziert
(Phusion™HF-Polymerase) und anschlieBend sequenziert. Es konnte die Stop-Mutation TGA in frame
in Exon 14 nachgewiesen werden (Abbildung 4-11).

: E14
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Abbildung 4-11 Sequenzanalyse 3’Arm Klon 2H2B; durch Deletion der beiden Cysteine ist das Stop-Codon TGA in frame
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4.1.3 Blastozysteninjektion

Aus dem ES-Zelltargeting ging ein positiver ES-Zellklon (2H2B) hervor, welcher in C57BI/6N-
Blastozysten injiziert wurde. Insgesamt wurden an 16 Tagen 310 Blastozysten injiziert und in 25 CD1-
Ammenmitter operiert. Unter dem Nachwuchs befanden sich 10 Chimdren. Der Chimarismus
betrugt zwischen 40 - 95 %.

Die mannlichen Nachkommen wurden im Alter von 7 - 8 Wochen mit C57Bl/6-Mausen verpaart.
Lediglich Chimdre A (Nachkomme mit héchstem Chiméarismus, 95 %) war fertil und konnte
keimbahngangig die Mutation vererben. Die keimbahngangige Vererbung konnte anhand des agouti-
farbenen Fells der Nachkommen erkannt werden und wurde durch Genotypisierung und
Sequenzanalyse bestatigt. Die Nachkommen trugen die Mutation nur auf einem Allel, d.h. sie waren
heterozygot. Durch Verpaaren von heterozygoten Mannchen mit heterozygoten Weibchen konnten
Nachkommen erhalten werden, die homozygot fiir die Ca,,STOP-Mutation waren, jedoch noch die
Selektionskassette besaBen (Ca,,STOPNeoTK). Mit diesen Ki-Tieren wurden erste Versuche

durchgefihrt.

Die Linie wurde im Laufe der Versuche durch eine Ca,f,STOP-Linie ersetzt, bei welcher durch
Verpaaren von heterozygoten Mannchen mit CreDeleter-Weibchen (Stamm: B6.C-Tg(CMV-
Cre)1Cgn/J) ein Cre-Rekombinase exprimierendes Transgen eingekreuzt wurde. Dadurch konnte die
Selektionskassette aus dem Genom entfernt werden; es verblieb nur eine loxP-Stelle im Genom.
Diese Nachkommen wurden untereinander verpaart mit dem Ziel, homozygote Nachkommen mit der

Ca,B,STOP-Mutation zu erhalten. Das Verpaarungsschema ist in Abbildung 4-12 dargestellt.

STOP
R -
a) b)
____________ N P —
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Abbildung 4-12 Verpaarungsschema Ca,8,STOP-Mauslinie; heterozygote Ca,,STOPNeoTK-Nachkommen von Chimire A
werden a) mit heterozygoten Ca,3,STOPNeoTK-Mausen verpaart bzw b) mit CreDeleter-Weibchen verpaart
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4.1.4 Untersuchung der Ca,3,STOP-Mauslinie

4.1.4.1 Primare Charakterisierung

Die homozygoten Ca,B,STOP-Mause sind lebensfdhig und fertil. Sie zeigen &uRerlich keine
Unterschiede zu ihren Wildtyp-Geschwistern. Durch Verpaarung von heterozygoten knock-in-Tieren
(Ca,B,STOP “*xCa,B,STOP “/*) wurde uberprift, ob die Vererbung gemiR dem Mendel’schen
Gesetz erfolgt. Laut Mendel sollte sich bei dieser Verpaarung eine Vererbung der Mutation im
Verhaltnis Homozygot:Heterozygot:Wildtyp = 25:50:25 zeigen. Nach Anwendung des Chi-Quadrat-
Testes konnte keine signifikante Abweichung von diesem Verhiltnis festgestellt werden (x*=0,329).

Die Vererbung folgt somit dem Prinzip der Mendel’schen Vererbung.

Fur die Statistik wurden sowohl Nachkommen der Verapaarung Ca,B,STOP"/*xCa,B,STOP*/? und
Ca,B,STOPNeoTK™* " xCa,B,STOPNeoTK /" beriicksichtigt und sind in Tabelle 4-1 dargestellt.

Ca,B,STOPNeoTK""*'xCa,B,STOPNeoTK" /") Ca,B,STOP “"*xCa, B,sTOP ")
Homozygot 25 24 % Homozygot 86 23 %
Heterozygot 50 47 % Heterozygot 188 50 %
Wildtyp 31 29 % Wildtyp 103 27 %
Gesamt 106 100 % Gesamt 377 100 %

Tabelle 4-1 Vererbung der Ca,,STOP-Mutation

4.1.4.2 Genotypisierung und Sequenzanalyse der genomischen DNA

Fir die Genotypisierung wurden Gewebebiopsien (Schwanzspitze) entnommen, mit Proteinase K
verdaut und eine PCR mit der Primerkombination Genotyp for, Neo re und Genotyp re
durchgefiihrt. Die Strategie dazu ist in Abbildung 4-13 dargestellt. Die knock-in-DNA mit
Selektionskassette ergab dabei ein PCR-Produkt von 330 bp, die knock-in-DNA nach Cre-
Rekombination enthielt eine loxP-Seite und zeigte ein PCR-Produkt von 595 bp. Das PCR-Produkt aus
Wildtyp-DNA wurde durch die gleiche Primerkombination wie bei der knock-in-DNA nach Cre-
Rekombination gebildet, doch enthielt diese DNA keine loxP-Stellen und war somit 105 bp kleiner als
die knock-in-DNA.

Neo_re
Genotyp_for — Genotyp_re
yp_| yp_!

P NeoTK P-

1]

Genotyp_for, «Genotyp_re Genotyp_for ,Genotyp_re

2 Neo_re

Genotyp. foE
D Q
530 bp 635 bp 380 bp
Wlldtyp DNA Cre Rekombination Keine Rekombination

Abbildung 4-13 Genotypisierungs-Strategie der Ca,,STOP-Mauslinie
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Heterozygote Nachkommen mit Selektionskassette (Ca,3,STOPNeoTK) zeigten eine Wildtyp- und
einer knock-in-Bande (530 bp und 380 bp), homozygote Nachkommen dagegen nur die knock-in-
Bande(380 bp). Bei heterozygoten Nachkommen ohne Selektionskassette (Ca,,STOP) konnte neben
der knock-in-Bande (635 bp) das Wildtyp-Signal (530 bp) nachgewiesen werden; homozygote
Ca,B,STOP-Mause zeigten nur die knock-in-Bande bei 635 bp. Abbildung 4-14 zeigt das typische
Bandenmuster eines Wurfs mit und ohne Selektionskassette. Darunter ist die Sequenzanalyse der
homozygoten Nachkommen dargestellt. Die Sequenzanalyse konnte die Stop-Mutation in der

genomischen DNA in richtiger Position (in frame) nachweisen.

.Ki/+ Ki/Ki +/+ Ki/+ Ki/+ 'Ki/+ +/+ KifKi Ki/Ki +/+
530 pb clidnd -
> 530 pb —_
380 bp —> | e .-:-- -
Genotypisierung Ca,,STOPNeoTK-Wurf GenotypisierungCa,B,STOP-Wurf

I
|
T rrecrreReectlicreatloe rpatloarlocl o ceeTefioch  rrrecTresdes tlreilenrlso o arFanlie oo
IE14 ‘\ . IE14 | ~—
Sequenzanalyse Ca,B,STOPNeoTK \\ N Sequenzanalyse Ca,,STOP \\
\ \
\ \

A
\ k7o Q T S
AcclfeAdTcoe \AGG@TCG

Abbildung 4-14 Genotypisierung und Sequenzanlayse der knock-in-Mause; links: Ca,8,STOPNeoTK-Nachkommen, rechts:
Ca,B,STOP-Nachkommen; Sequenzierung von Exon 14 vom homozygoten Nachkommen zeigt in beiden Féllen die Stop-
Mutation in frame

4.1.4.3 Sequenzanalyse der cDNA

Fiir die Untersuchung der cDNA, das heiRt DNA ohne intronische Bereiche, wurde Herz und Gehirn
von Wildtyp- und Knock-in-Mausen entnommen und daraus RNA gewonnen. Die fragile RNA wurde
mit Hilfe der RT-PCR in stabile cDNA umgeschrieben. Mit der Primerkombination E11 E12 for und
3’ArmScrll_re wurde ein Bereich der cDNA amplifiziert, der Exon 11, Exon 12, Exon 13 und Exon14
umfasste. Durch die Sequenzanalyse (Sequenzierprimer SeqcDNA_E11) konnte fiir Herz und Gehirn
der Ca,,STOP-Mause gezeigt werden, dass die Stop-Mutation vorhanden war und in frame in Exon
14 lag (Abbildung 4-15).Desweiteren konnte gezeigt werden, dass durch den frame shift mehrere
Stop-Codons in Folge in Exon 14 entstanden sind und in frame lagen. In den Exonen 11, 12 und 13

wurden keine unerwiinschten Mutationen detektiert (Abbildung 4-16).
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2. SeqcDNA_E11
E11_E12_for |—STOP S sortl_re
—
[ Et0 R ——ET— 13 E14
STOP
[ iy
STOP
e e mEm= |, phem—
wt Ca,B,STOP
| |
Herz |
AGGGT|TC4'2VU|CAA|GGT|GAT|‘3”AA|AGG|CCT|GMD GGGTTCT?AAGGTGATCA;:"AAGGTGA
TE14
| |
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Abbildung 4-15 Sequenzanalyse der knock-in-cDNA: in Ca,,STOP-Mause (Herz + Hirn) liegt die Stop-Mutation in Exon 14
in frame; bei WT-Tieren ist keine Mutation vorhanden

Abbildung 4-16 Sequenzanalyse der knock-in-cDNA; Dargestellt sind Exon 11, Exon 12, Exon 13 und Exon 14 von
Ca,B,STOP-Mausen; durch den entstandenen frameshift weillt Exon 14 mehrere Stop-Codons in frame auf (griine Kreise)
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4.1.5 Expressionsanalyse

Das Ziel der Expressionsanalyse war es zu zeigen, ob die Einfihrung der Mutation und das
Vorhandensein der loxP-Stelle Auswirkungen auf die Proteinbiosynthese von Ca,3, und Ca,1.2 haben.
Desweiteren wurde mittels Co-Immunprazipitation untersucht, ob die Ca,,-Ca,1.2-Interaktion intakt

ist und das Trafficking nicht gestort wird.

Proteinebene

Aus Herz und Gehirn wurden die Membranproteine mit Hilfe einer Membranpraparation isoliert und
Uber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Nach Westernblotting wurden das Ca,1.2-Protein, die
Ca,B,-Untereinheit und die MAPK detektiert (Abbildung 4-17). Die MAPK diente als Ladekontrolle und

wurde fir die Quantifizierung ins Verhaltnis zu den detektierten Proteinen gesetzt.

Die Expression des Ca,B,-Proteins in homozygoten Ki-Tieren konnte mit dem standardmaRig
verwendeten Ca,B,-Antikorper (AntiCa,B,.,) zunachst nicht bestimmt werden, da das Epitop fir die
Antikorperbindung 3 hinter der Stop-Mutation lag und somit nicht mehr exprimiert wurde
(Abbildung 4-17-a). Ein indirekter Beweis fiir die erfolgreiche Trunkierung war somit erbracht, wenn
das Ca,,STOP-Protein nicht detektiert werden konnte. Dies konnte fiir Herz- und Gehirngewebe im
Westernblot (Abbildung 4-17-b) gezeigt werden: Der Antikorper AntiCa,B,.,; konnte nicht an der Ki-
Ca,B,-Untereinheit binden; eine erfolgreiche Trunkierung ist bestatigt. Die Detektion der WT-Ca,B,-

Untereinheit konnte mit dem AntiCa,,,,-Antikorper gezeigt werden.

a)
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/(/’
\
b) Herz Hirn c) Herz
4+ Ki/Ki +H+ Ki/Ki +H+ Ki/Ki
R ‘_AntiCa\,1.2_r — 1 AntiCa,B;-
v
— ey 270 kDa —— N&/1195
oy - 75 kDa —_— | —
— AntiCa,B; _ -
58 kDa —> —
- “ 75k0a — | B
AntiMAPK -
-« —_
g 37 kDa —
— N T

Abbildung 4-17 Westernblot-Analyse von Herz- und Hirn-Membranpréparation; (a) Bindungsstelle fiir spezifischen Ca,f,-
Antikorper; (b) Ca,1.2- und Ca,f3,-Proteinexpression, trunkiertes Protein nicht mit herkommlichen AntiCa,,,,-Antikoper
detektierbar, MAPK als Ladekontrolle; (c) Detektion des trunkierten Ki-Protein mit AntiCa,8,-N4/1195; (+/+ : Wildtyp, Ki:
Ca,,STOP)

Ein direkter Nachweis fiir die Trunkierung der Ca,,-Untereinheit erfolgte mit Hilfe des N-terminal
bindenden Ca,B,-Antikdrpers Ca,B,-N4/1195 (zur Verfugung gestellt von Prof. Dr. V. Flockerzi,

Universitat des Saarlandes). Mit diesem Antikoérper konnte in den Ca,8,STOP-Mausen das trunkierte,
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58 kDa schwere Ca,,STOP-Protein nachgewiesen werden (Abbildung 4-17-c). Der Antikdper konnte
neben dem WT- und dem Ki-Ca,,-Protein mehrere prominente Nebenbanden detektieren. Das
zeigte, dass der Antikdrper unspezifische Bindungen eingehen kann, was die Verwendung des
Antikorpers auf Westernblot-Detektion und Immunprazipitationen einschrankte. Fiir die Ki-Tiere
konnte keine offensichtliche Veranderung der Ca,1.2-Membranexpression im Vergleich zu WT-Tieren
erkannt werden. Um genauere Aussagen zu treffen, sind die Quantifizierung und die Analyse der

Oberflachenexpression des Kanalkomplexes notwendig.

Co-Immunprazipitation

Der N-terminal bindende Antikorper Ca,B,-N4/1195 wurde fir die Co-Immunprazipitation
verwendet. Es wurde getestet, ob mit Hilfe des Ca,,-N4/1195-Antikorpers das Ca,1.2-Protein
zusammen mit der Ca,,STOP-Untereinheit co-immunprazipitiert werden kann. Eine erfolgreiche Co-
Immunprazipitation mit Ca,B,-N4/1195 kann zeigen, dass die Ca,B,-Ca,1.2-Interaktion Gber den AID-
ABP-Komplex nicht gestort ist. Vergleichend dazu wurde eine Co-Immunprazipitation mit dem Ca,1.2-
Antikorper durchgefiihrt. In Abbildung 4-18 ist die erfolgreiche Co-Immunprazipitation der Ca,1.2-
Untereinheit in der Herzmembranfraktion von WT- und Ki-Tieren dargestellt. Die Co-
Immunpréazipitation wurde mit 10 pl Ca,p,-N4/1195 bzw. 10 pl Ca,1.2-Antikorper durchgefihrt, nach

Westernblotanalyse wurde die Ca,1.2-Untereinheit mit dem Ca,1.2-Antikorper detektiert.

IB: Ca,1.2 IB: Ca,1.2
IP: Ca,1.2 IP: Ca,B,N4
+/+ Ki/Ki +/+ Ki/Ki
Ca,1.2
270 kDa —> " L - -

'8 I N
ee e
- & .‘

Abbildung 4-18 Co-Immunprazipitation von Ca,1.2 mit AntiCa,,N4/1195; Kontroll-IP mit Ca,1.2-Antikorper (links); Co-I1P
mit Ca,B,-N4/1195 (rechts): Co-lmmunprazipitation von Ca,1.2 durchden Ca,,-N4-Antikorper zeigt eine funktionierende
Ca,1.2 -Ca,B,-Interaktion; Detekion mit AntiCa,1.2

Die Interaktion von Ca,f,- und Ca,1.2-Untereinheit war durch das Einflihren der Stop-Mutation nicht
behindert. Die Detektion der Ca,B,-Untereinheit nach der Immunprazipitation mit dem Ca,f,-
N4/1195-Antikérper war nicht moglich, da die Antikdrper-Bande der IP ca. 60 kDa besitzt und somit
die Bande der Ca,,-Untereinheit Uberdeckt. Um dies zu umgehen, ist ein N-terminaler Ca,f,-
Antikorper notwendig, der aus einer anderen Spezies gewonnen wurde als der, fiir die

Immunprazipitation verwendete Antikorper.
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4.1.6 Physiologische Grundcharakterisierung

4.1.6.1 Makroskopische Betrachtung des Herzens

Es wurde das Herzgewicht (HW, heart weigth) ermittelt, um eventuelle Veranderungen der
Herzphysiologie makroskopisch festzustellen. Dazu wurde das Herzgewicht ins Verhaltnis zur
Tibialdnge (TL) gesetzt und WT- und Ki-Tiere miteinander verglichen; es wurde zwischen méannlichen
und weiblichen Nachkommen unterschieden. Beim Vergleich der mannlichen WT- und Ki-Tieren
konnte die Tendenz eines verkleinerten Herzgewichts bei den Ki-Tieren beobachtet werden. Dabei
handelt es sich um keinen signifikanten Unterschied. Es ist zu berlicksichtigen, dass die Untersuchung
mit Mausen im Alter von 12-16 Wochen durchgefiihrt wurde. Ob die Unterschiede im Alter gréRer
und damit signifikant werden, muss an Tieren getestet werden, die alter als acht Monate sind. Bei
den weiblichen Nachkommen war kein Unterschied zwischen WT- und Ki-Tieren zu sehen (Abbildung
4-19).
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p=0,121
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Abbildung 4-19 Verhaltnis von Herzgewicht (HW) zu Tibialdnge (TL) ; mannliche WT- und Ki-Tieren (Balken 1 + 2),
weibliche WT- und Ki-Tieren (Balken 3 + 4) und weiblichen und ménnlichen WT- und Ki-Tieren (Balken 5 + 6); (grau: WT,
Wildtyp, rot: Ki, Ca,8,STOP)

4.1.6.2 Ultraschallmessungen

Die Ultraschallmessung und die Bestimmung der Herzfrequenz erfolgten vor und nach
Isoprenalinstimulation. Bei der Ultraschallmessung wurde das Fractional Shortening (FS) bestimmt,
das die links-ventrikulare Durchmesserverkiirzung darstellt. Durch Isoprenalinstimulation werden j-
Adrenozeptor und dadurch die Proteinkinase A aktiviert. Es war kein Unterschied zwischen Wildtyp
und Ki-Tieren beim FS erkennbar. Beide Genotypen reagierten im gleichen Male auf die Stimulation
des B-adrenergen Signalwegs mit einem Anstieg im FS. Die Ergebnisse der EKG-Messungen sind in
Abbildung 4-20 dargestellt.
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Abbildung 4-20 Fractional Shortening; links-ventrikuldre Durchmesserverkiirzung vor (-) und nach (+) Isoprenalingabe,
(rot: Ki, Ca,8,STOP, grau: Ctr, Wildtyp)

4.1.6.3 Elektrokardiogramm

Im Elektrokardiogramm wurden die Ableitungen der einzelnen Phasen eines Herzschlags betrachtet,
um mogliche Abweichungen von der normalen Herzfunktion festzustellen und einordnen zu konnen.
Die Untersuchung der Ca,,STOP-Mauslinie zeigte bei physiologischer Herzfrequenz von 630 pbm
keine Auffalligkeiten. Die Erhohung der Herzfrequenz auf 700 bpm durch Isoprenalin-Gabe filihrte zu
einer Verlangerung der P-Welle in den Ki-Tieren. Einhergehend mit der P-Wellen-Verbreiterung trat
eine Verkirzung der TP-Dauer auf. Weitere Auffalligkeiten konnten hier im EKG nicht festgestellt
werden. Beide Genotypen reagierten auf Phenylepinephrin-Gabe mit einem Abfall der Herzfrequenz
und auf Isoprenalin-Gabe mit einer Zunahme der Herzfrequenz. Die Regulationsmechanismen (a-
und B-adrenerge Regulation) sind somit unverdndert bei den Ki-Tieren. Der Parameter Aktivitat, d.h.
Bewegung der Tiere im Raum, wurde ebenfalls bei der EKG-Messung bestimmt. Bei den Ki-Tieren war
eine nicht-signifikante Erhéhung der Aktivitat feststellbar. Die Ergebnisse der EKG-Messungen sind in

Abbildung 4-21 dargestellt.



Ergebnisse 72
a) |wT Ki
'L‘l.l' | ol \ 1l
i 1I|Ilk.-'f-f’1lv I".,."N x---\‘H|‘\(?M‘1"~1 II'-;N.\‘ I;r“I P A
L, [\"”“’\“’ e F\u---u [\\-«JL " &
b) Frequenz 630 bpm c) Freguenz 700 bpm
0,040 =
] . Ki, n=6 00354 [N Ki, n=6 n.s.
e iy i,
00354 I WT, n=6 C_IWT, n=6
4 0,030 4 ns.
0,030 = At n.s. o *
x 4 jim— x 00254 Loz
" 0,025 = 8
c
= 1 0,020
E 0,020 E
] = ]
0,015 - 5 0015
0,010 - 0,010 ”
0,005 4 HI 0,005 4 |‘|I
0,000 0,000
P PO ar TP P PO aoT TP
d) Phenylepinephrin 0,3 mg/kg e) Iso 0,1 mg/kg
700 4 l
g 9004 L £
I3 a
-g 500 4 l -':
(- il i X
B a0 J i c
[T . ]
3 ]
T 3004 T
o £ 3004
T 2004 "
@ @ 2004
e T
1004 o petop nes 1004 —a—petop n=6
— =T n=5 —#—WT n=r
" L] ¥ LS ¥ L 0 T T T T T T 1
10 20 I 4 50 10 20 30 40 50 1] 70
Zeit in min Zeit in min
f) 700- g) n.s.
ns. 94
600 - E
g ]
2 5004 o T ]
£ c
- £ &4
N 400+ =
g B 54
- ="
g 300 E 4
<
ﬁ 200 4 34
[
I 2
100 4 I Ki, n=6 I Ki, n=6
CIwWT, n=11 CIwr, n=3
[ 0

Abbildung 4-21 EKG-Messung; (a) EKG-Diagramm; (b), (c) P-, PQ-, QT- und TP-Zeiten bei 630 bpm und 700 bpm; (d) Gabe
von Phenylepinephrin zur Aktivierung des a-AR; (e) Gabe von Isoprenalin zur Aktivierung des B-AR; (f) Herzfrequenz nach
Isoprenalingabe; (g) Basale Aktivitdt der Tiere (rot: Ki, , Ca,8,STOP, grau: WT, Wildtyp)
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4.1.6.4 Elektrophysiologie

Die elektrophysiologischen Untersuchungen an ventrikuldren Kardiomyozyten (WT-Tiere und
homozygote Ca,B,STOP-Méuse im Alter von 12 Wochen) wurden von Montatip Poomvanicha und PD
Dr. Jorg Wegener durchgefiihrt. Die ersten, vorlaufigen Daten zeigten keinen signifikanten
Unterschied zwischen WT- und Ki-Tieren bezlglich der Strom-Spannungs-Beziehung, der Stromdichte
und der elektrischen Kapazitdat der Herzzellen. Bei den Ki-Tieren konnte eine Tendenz zur
verminderten Stromdichte festgestellt werden (Abbildung 4-22). Um eine verlassliche Aussage

diesbezliglich zu treffen, muss die Fallzahl der gemessenen Zellen erh6ht werden.
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Abbildung 4-22 Messung von Calciumstromen in ventrikuldren Myozyten von WT- und homozygoten Ca,8,STOP-Mausen
(Ki); (a) durchschnittliche (+SEM) Strom-Spannungsbeziehung; (b) durchschnittliche Stromdichte und (c) durchschnittliche
Kapazitat der Kardiomyozyten
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4.2 Analyse des Ca,f;-Interaktoms

4.2.1 OneStrepTag

Der OneStrepTag wurde von der Firma IBA (Gottingen) fir die Affinitdtsaufreinigung von
Fusionsproteinen entwickelt und besitzt eine Peptidsequenz, die zwei hochspezifische
Bindungssequenzen fiir StrepTactin, eine Linker-Region vor und zwischen den Bindungssequenzen
und zwei Stop-Codons am 5‘Ende beinhaltet (Abbildung 4-23). Der OneStrepTag hat eine GrofRe von
3,3 kDa. Im Rahmen der Arbeit wurde die OneStrepTag-Sequenz mit zwei BamHI-Schnittstellen
versehen, von der Firma MWG synthetisiert und in den Klonierungsvektor pcR2.1 ligiert. Fiir das
Klonieren der verschiedenen Expressionsvektoren und des Gentargetingvektors konnte der
OneStrepTag aus dem Klonierungsvektor geschnitten und C-Terminal an cDNA bzw. an genomische

DNA fusioniert werden.

BamH]I
{664 TTPAGCGCTTGEAGCCACCCGCAG
S AW S HTPQ

TTCGAGAAAGGTGGAGGTTCCGGAGGTGGATCGGGAGGTGGATCGTGGAGCCACCCGCAG
F E K G G G S G G G s G G G S W S H P Q

TTCGAAAAATAATAKGGATTO
F E K * *BamHI

Abbildung 4-23 Sequenz OneStrep-Tag mit BamHI-Schnittstellen; spezifische OneStrepTag-Sequenzen (griin), linker
Bereiche SA und (GGGS);

4.2.2 Uberexpression von GST-Ca,B,STREP-Fusionsproteinen

Die Uberexpression des Ca,B,-OneStrep-Tag-Konstrukts im pGEX-Plasmid mit anschlieRender
Aufreinigung Gber GST-Sepharose hat zum Ziel, ein reines Fusions-Protein zu erhalten, an dem der
Strep-Tag spezifische monoklonale Antikorper StrepMAB-Classic HRP und StrepTactin HRP getestet
werden konnen. Desweiteren ist zu testen, ob mit den OneStrep-Tag spezifischen Detektionen das
aufgereinigte Fusionsprotein in Herzmatrix ohne unspezifische Nebenbanden nachgewiesen werden

kann.

4.2.2.1 Klonieren des GST- Ca,3,STREP-Fusionsproteins

Die fur die Versuche verwendete Kaninchen-cDNA (Oryctolagus cuniculus) der kardialen
Calciumkanal-Untereinheit Ca,f, wurde {ber die Restriktionsstellen BamHIl und Notl in das
Expressionsplasmid pGEX-6P-1 (Amersham) kloniert und fiir die Folgeversuche verandert.
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Das Ziel war das Einfigen der OneStrep-Tag-Sequenz, die am 5‘- und am 3‘-Ende eine BamHI-
Schnittstelle enthéalt. Hierflir wurde zunachst mittels QuikChange Il Site-directed Mutagenese die
bereits vorhandene BamHI-Schnittstelle durch eine Hindlll-Schnittstelle ersetzt. Mit demselben
Protokoll wurde das Stop-Codon TGA am Ende von Exon 14 entfernt und durch eine neue BamHI-
Schnittstelle ersetzt. AnschlieBend wurde der OneStrep-Tag Uber die neu eingefligte BamHI-
Schnittstelle an die Ca,B,-Untereinheit ligiert (Abbildung 4-24). Die Ligation des OneStrep-Tags in das
pGEX-Ca,B, Hindlll_BamHI-Konstrukt mit T4-DNA-Ligase wurde durch den Restriktionsverdau mit
BamHI-HF und mittels Sequenzanalyse lberprift. Die Sequenzanalyse ist notwendig, da mit Hilfe des
Restriktionsverdaus nur eine Aussage Uber die Integration, nicht jedoch (iber die Orientierung des

OneStrep-Tags oder eine moégliche Mehrfachintegration getroffen werden kann.

TGA

Bambii Notl

o Ca f,
pGEX-CaVBQ 5,8 Kb —_ GTTTACATCCGCCAAGGATCCGCGGCCGC}_\I_Té)iTG
N Barmi L ot
\ > Ca B,
l b BamHI— Hindll
/CAAATGTAGGC TTCCTAGGCGCCGGCGTAGCACT
TGA J
Hind otl «
2 -

pGEX-CaVBLHindHI 5,8 kb TTCCAGGGGCCCCTGAAGCTTCTTGACAGGCACCTC
—_

TGA

/
/

BamHI /
Hind ot 7/
T2 O T— «
PGEX-Ca,B,_Hindlll_BamHI
5,8 kb

BamHI BamHI
‘ - OneStrep-Tag i. pCR2.1

—

Abbildung 4-24 Klonierung des pGEX-Ca,,Strep-Konstruktes; nach Einfiihrung von Hindlll und BamHI-Schnittstelle in das
PGEX-Konstrukt erfolgt die Verkniipfung mit dem OneStrep-Tag

Der Restriktionsverdau und die anschlieRende Visualisierung mittels PAGE-Gel bestdtigten die
Insertion des Tags in das pGEX-Konstrukt; die erwartete 100 bp grofRe Bande konnte nachgewiesen
werden. Die richtige Orientierung und die einfache Integration des Tags wurde mit dem
Sequenzierprimer pGEX re (berprift und bestatigt (Abbildung 4-25). Nach vollstandiger

Uberpriifung wurde das Plasmid fiir die IPTG-induzierte Uberexpression in BL21-Zellen eingesetzt.

rcrrecces

Ex14 100 bp

Abbildung 4-25 Restriktions- und Sequenzanalyse des pGEX- Ca,,Strep-Konstruktes; Bestatigung der einfachen
Integration mit richtiger Orientierung; der Restriktionsverdau mit BamHI-HF zeigt die erwartete 100 bp-Bande
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4.2.2.2 Detektion des Fusionsproteins im Herzlysat

Fiir die Detektion des Fusionsproteins im Herzlysat wurde das lberexprimierte und aufgereinigte
GST-Fusionsprotein mit 40 ug Herzprotein in verschiedenen Verdinnungen gemischt. Das
Herzprotein stammte aus einer Membranpraparation von Wildtyp BI/6N-Ma&usen. Im Kotrollversuch
wurde WT-Herzprotein mit dem gereinigten, nicht getaggten Wildtyp pGEX-Ca,B,-Konstrukt
gemischt. Es wurde eine Westernblot-Analyse durchgefiihrt und das geblottete Protein liber Nacht
bei 4°C geblockt. Die Detektion erfolgt am nachsten Tag mittels StrepTactin HRP und StrepMAB-
Classic HRP. Die zu erwartende GroRe war 115 kDa (75 kDa Ca,B,-Protein + 40 kDa GST-Protein).

Es konnte gezeigt werden, dass StrepTactin HRP bis in sehr hohe Verdiinnungen das pGEX-Ca,,-
OneStrepTag-Fusionsprotein detektieren kann. Die Detektion mit StrepTactin HRP zeigte jedoch
sowohl in Kontroll- als auch unter Versuchsbedingungen unspezifische Proteindetektionen in der
Herz-Membranpraparation. Der Antikorper StrepMAB-Classic HRP hingegen detektierte spezifisch
das OneStrepTag-Fusionsprotein; es wurde nur die Ca,B,-Untereinheit ohne unerwiinschte
Nebenbanden detektiert (Abbildung 4-26).

GST-Ca,f, WT GST-Ca,B,Strep GST-Ca,B, WT GST-Ca,B,Strep

1 110  1/100 1/1.000  1/10.000 1 110  1/100 1/1.000  1/10.000

p—— - 4mmm115 kDa mm) ” —_—

StrepTactin HRP StrepMAB-Classic HRP

Abbildung 4-26 Detektion von GST-Fusionsproteinen Ca,8,WT und GST-Ca,,Strep-Tag in der Herzmembranfraktion mit
StrepTactin HRP und StrepMAB-Classic HRP bei steigender Verdiinnung des induziert-iiberexprimierten, aufgereinigten
OneStrep-Tag-Fusionsproteins

4.2.3 OneStrep-Tag Fusionsexperimente: in vitro Vorversuche in HEK293T-Zellen

4.2.3.1 Herstellung des Expressionsplasmids Ca,3,STREP in pcDNA3

Die fir die Versuche verwendete Kaninchen-cDNA (Oryctolagus cuniculus) der kardialen Ca,B,-
Untereinheit wurde Uber die Restriktionsstellen Hindlll und EcoRI in das Expressionsplasmid pcDNA3
kloniert und fiir die Folgeversuche verandert. Desweiteren wurde Kaninchen-cDNA des Glattmuskel-
spezifischen Ca,1.2-Kanals verwendet, die (iber die Restriktionsstelle Hindlll in das

Expressionsplasmid pcDNA3 kloniert wurde.

Fiir das Einflihren der OneStrep-Tag-Sequenz wurde das Stop-Codon TGA am Ende von Exon 14

entfernt und durch eine BamHI-Schnittstelle ersetzt. Das Einflihren der BamHI-Schnittstelle erfolgte
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Uber das QuikChange Il Site-directed Mutagenese Protokoll. AnschlieRend wurde der OneStrep-Tag,
der am 5‘-Ende sowie am 3‘-Ende eine BamHI-Schnittstelle besitzt, an die Ca,B,-Untereinheit
fusioniert (Abbildung 4-27).

TGA
Hindi LcoR|
e Ca [,

pcDNA-Ca,f3, - TTTACATCCGCCAAGGATCCCTTGTGCCCTTTTG

6,7 kb AN

\ TGA — BamHI

|BamHI GGAAAAC

/

pcDNA-Ca,f3,_BamHI
6,7 kb
BamHI BamHI

‘ - OneStrep-Tag i. pCR2.1

pcDNA3-Ca,B,STREP
6,8 kb

Abbildung 4-27 Klonierung des pcDNA3-Ca, B,Strep-Konstruktes; nach Einfiihrung der BamHI-Schnittstelle in das pcDNA3-
Konstrukt erfolgt die Verkniipfung mit dem OneStrep-Tag

Die Insertion und richtige Orientierung des eingefiigten Tags wurde mittels Restriktionsverdau und
Sequenzanalyse Uberpriift. Durch den Restriktionsverdau mit BamHI-HF konnte die Insertion des
100bp-groRen OneStrep-Tags nachgewiesen werden. OneStrep-Tag positive Klone wurden auf
richtige Orientierung und einfache Integration des Tags Uiberpriift. Dazu wurde eine Sequenzanalyse
mit dem Sequenzierprimer pcDNA3_re durchgefiihrt. Die erfolgreiche einfache Integration und die

richtige Orientierung sind in Abbildung 4-28 dargestellt.

OneStrepTag <—|BamH'—>Ex1 4

100 bp

Abbildung 4-28 Restriktions- und Sequenzanalyse der Ca,B,Strep-Sequenz i.pcDNA3; Bestdtigung der einfachen
Integration mit richtiger Orientierung; der Restriktionsverdau mit BamHI-HF zeigt die erwartete 100 bp-Bande
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4.2.3.2 Etablieren der Aufreinigung und Detektion des OneStrepTag-Konstrukts

Flr die spatere Analyse des Interaktoms der Ca,8,STREP-Maus wurden die Batchaufreinigung und die
Detektionsmethoden etabliert. Dazu wurde das HEK293T-Uberexpressionssystem genutzt. Das
Ca,B,Strep-Expressionsplasmid wurde zusammen mit dem Ca,1.2-Expressionsplasmid in HEK293T-
Zellen co-transfiziert um die Funktionalitidt der Ca,B,-Untereinheit anhand der Membranexpression
der Ca,1.2-Untereinheit abzusichern. Die transifzierten HEK293T-Zellen wurden mit TrisSDS-Puffer
aufgeschlossen, die Proteinkonzentration bestimmt und die Proteine mittels Westernblot auf einer
Membran fixiert. Die Detektion der getaggten Ca,,-Untereinheit erfolgte mit dem Ca,,-spezifischen
Antikorper AntiCa,B,,,, mit dem OneStrepTag-spezifischen Antikorper StrepMAB-Classic HRP und mit

StrepTactin HRP. Der Ca,1.2-Calciumkanal wurde mit einem Antikorper gegen Ca,1.2 detektiert.
Detektion

Die Detektion mit StrepMAB-Classic HRP und StrepTactin HRP zeigte eindeutig die 75 kDa-grofie
Ca,B,-Untereinheit, wobei mit StrepTactin HRP auch unspezifische Banden detektiert wurden. Diese
Nebenbanden konnten mit StrepMAB-Classic HRP nicht festgestellt werden, was fiir die hohe
Spezifitat des Antikorpers spricht. Die Detektion mit AntiCa,,,, zeigte das Ca,B,-Protein mit den
Antikorper-spezifischen Nebenbanden. Die Detektion der Ca,1.2-Untereinheit erfolgt bei 270 kDa mit
dem Antikorper AntiCa,1.2. Um die Spezifitdit der Detektionsmoglichkeiten zu testen und von
HEK293T-spezifische Nebenbanden zu unterscheiden, sind untransfizierte HEK293T-Zellen im
direkten Vergleich zu transfizierten HEK293T-Zellen (Ca,, + Ca,1.2) in Abbildung 4-29 dargestellt.

Tactin HRP StrepMAB HRP AntiCa,B2.2 AntiCa,1.2
- + - + - + - +
J 270 kDa =)
75kDa ) - — —_— ' — -

Abbildung 4-29 Expression und Detektion von Ca,B,Strep- und Ca,1.2-Protein in HEK293T-Zellen; Detektion mit
StrepTactin HRP, StrepMAB-Classic HRP, AntiCa,B,,, und AntiCa,1.2, -:untransfizierte HEK293T-Zellen, +: HEK293T-Zellen
transfiziert mit Ca,3,Strep und Ca,1.2
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Aufreinigung

Die Aufreinigung des Ca,B,-Interaktoms in HEK293T-Zellen mittels StrepTactinSuperflow-Matrix
wurde im Batchverfahren getestet. HEK293T-Zellen, transfiziert mit Ca,1.2 und Ca,,-Strep bzw.
Ca,B,, wurden mit PET-Puffer aufgeschlossen, die Proteinkonzentration bestimmt und das
Interaktom  der Ca,B,-Strep-Untereinheit von nicht interagierenden Proteinen (ber
StrepTactinSuperflow-Matrix getrennt. Das Protokoll zur Batch-Aufreinigung wurde am Protokoll der
Firma IBA angelehnt und auf die Bedingungen fiir Membranproteine angepasst. In Abbildung 4-30 ist
die Detektion mit AntiCa,B,,, nach Batchaufreinigung dargestellt. Durch die Batchaufreinigung
konnten nur in den Versuchsansatzen mit getaggtem Ca,B,-Strep-Expressionsvektor das Ca,f,-
Protein mit dem Antikérper AntiCa,B,,, nachgewiesen werden. Somit konnte der OneStrep-Tag und
das daran gebundene Interaktom spezifisch aus der Proteinlésung isoliert werden. Es waren kaum

unspezifische Banden detektierbar, was zusatzlich fiir eine hohe Spezifitat spricht.

Im gleichen Versuchaufbau wurde getestet, ob bei der Aufreinigung der Ca,,-Strep-Untereinheit die
Interaktion mit der Ca,1.2-Untereinheit gestort ist bzw., ob die Ca,1.2-Untereinheit mit der Ca,f,-
OneStrep-Untereinheit co-prazipitiert werden kann. Die Ca,1.2-Untereinheit konnte nur nach Co-
Expression mit Ca,B,-Strep nachgewiesen werden; die Co-Expression mit der ungetaggten Ca,B,-
Untereinheit und StrepTactinSuperflow-Aufreinigung fihrte zu keiner Detektion. Damit konnte
gezeigt werden, dass die OneStrep-Tag-Aufreinigung spezifisch fiir getaggte Proteine (Ca,B,-Strep)
und deren gebunden Interaktionspartner (Ca,1.2) ist. Die Aufreinigung ist geeignet fiir Isolation und
Aufreinigung von Proteinen aus HEK293T-Uberexpressionsversuche. Fiir die in vivo-Isolation
(Ca,B,STREP-Mauslinie) missen die Isolation des Ca,,-Strep-Proteins und das Aufreinigungsprotokoll

an die komplexeren Bedingungen im Mausmodell adaptiert werden.

AntiCavﬁzvz AntiCav1 2
Ca,f; + Ca,1.2 - + - - - + - -
Ca,B,Strep - - + - - - + -
Ca,B,Strep + Ca,1.2 - - - + - - - +
270 kDa =) '
75 kDa ‘ -— - . e —

=
& = i -

— - -

Abbildung 4-30 Aufreinigung von Ca,B,Strep iiber StrepTactinSuperflow nach Uberexpression in HEK293T-Zellen;
Uberexpression von WT-Ca,B, und Ca,B,Strep zusammen mit Ca,1.2; Detektion mit AntiCa,B,.,; Co-Immunprizipitation
von Ca,1.2, Detektion mit AntiCa,1.2
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4.3 Generierung der Ca,,STREP-Mauslinie

4.3.1 Gentargetingstrategie

Ziel war das Generieren einer Mauslinie, die ein getaggtes CACNB2 Gen besitzt. Die Ca,B,STREP-
Mauslinie soll das Ca,B,-Strep-Protein im ganzen Korper exprimieren, um so die in vivo Analyse des
Interaktoms der Ca,B,-Untereinheit in verschiedenen Geweben zu ermoglichen. Dazu wurde der
Affinitatsaufreinigungs-Tag OneStrep-Tag carboxy-terminal an das CACNB2 Gen fusioniert, d.h. der
OneStrep-Tag wurde an das letzte Exon des CACNB2 Gens (Exon 14) in frame ligiert. Um die
Expression des Tags in vivo zu ermoglichen, musste dazu das urspriingliche Stop-Codon der Ca,,-
Untereinheit entfernt und durch eine Schnittstelle ersetzt werden, die fiir Ligation des OneStrep-Tags
an die Ca,B,-Untereinheit dient. Die Expression des Ca,,STREP-Proteins wird durch die beiden Stop-
Codons am Ende der OneStrepTag-Sequenz terminiert. Fir das Klonieren des STREP-
Gentargetingvektors konnten die Zwischenvektoren, die zum Generieren der Ca,,STOP-Mauslinie
hergestellt wurden (teilweise modifiziert) verwendet werden. Wie bereits fir das STOP-
Gentargetingkonstrukt beschrieben, wurde ein Vektor geplant, der im 5-Arm Exon 13 und im 3‘-Arm
Exon 14 (inklusive der erwiinschten Mutationen) enthielt. Der 5-Arm bestand neben Exon 13
zusatzlich aus intronischen DNA-Sequenzen und war 1,6 kb grof3, der 3-Arm besaRR neben Exon 14
und dem OneStrep-Tag nicht codierende 3‘-UTR und hatte eine GréBe von 5,8 kb. Fir die
Konstruktion wurden Zwischenvektoren und Restriktionsschnittstellen verwendet, die bereits fir das
Klonieren des STOP-Gentargentingvektors hergestellt wurden. Lediglich der Exon 14 enthaltende
Zwischenvektor wurde modifiziert und der OneStrep-Tag anstelle des Stop-Codons eingefligt. Das
Ensembl Gen ENSMUST00000114723 wurde fiir das Uberpriifen der Sequenzen von
Zwischenvektoren und Endvektor verwendet. Uber die Schnittstellen Notl, BamHI, Clal und Acc65I
wurden die Fragmente aus den Zwischenvektoren in das Vektorriickgrat des Gentargetingvektors
(pBlue-loxP-NeoTK-loxP-Vektor) eingefiigt. In Abbildung 4-31 st die hier verwendete

Gentargetingstrategie dargestellt.

Genort CACNB2

X X
¢ e
sTOP
Gentargetingvektor N X [ErT— X B NeoTK c E14 | X A

mit OneStrep-Tag P P! | | |

| | | | |
! 1,6 kb ! 4,8 kb ! 1,7 kb "6ko ' 25kb !

STOP
N X r_1 X B C | P X A
Mutierter Genort \ e \ P LS |

Abbildung 4-31 Ca,,STREP-Gentargetingstrategie: Genort CACNB2 mit natiirlichen Schnittstellen, Exon 13 und Exon 14;
Gentargeting Vektor mit eingefiigter Selektionskassette, Veranderungen in Exon 14 und verdnderten Restriktionsstellen;
Mutierter Genort nach homologer Rekombination und Entfernen der Selektionskassette - Exon 14 enthilt in frame die
OneStrep-Tag-Sequenz und wird durch zwei Stop-Codons terminiert
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4.3.1.1 Herstellung des Ca,,STREP-Gentargetingkonstrukts

Fur die Herstellung des Ca,,STREP-Gentargetingkonstrukts wurden das 5’Arm-Fragment in pBIl-loxP-
NeoTK-loxP und die Zwischenvektoren pBI(Pstl-Xhol) und pBl(Xhol-Acc65l) (Abbildung 4-33 -3, -4), die
far die Klonierung des Ca,B,-STOP-Konstrukts bereits hergestellt wurden, verwendet. Lediglich der
Zwischenvektor, der Exon 14 enthélt, pBI(Clal-Pstl), wurde verdndert. AnschlieRend wurden die
Zwischenvektoren in das Vektor-Riickgrat pBl-loxP-NeoTK-loxP eingefligt. Das Vorgehen ist

schematisch in Abbildung 4-33 dargestellt.

Zwischenvektor pBIl(Clal-Pstl)OneStrep

Der Exon 14 enthaltende Zwischenvektor pBl(Xbal-Pstl) wurde aus der PCR-Reaktion mit Xbal for
und Pstl_re und der anschlieBenden Ligation in den pBluescript-Vektor hergestellt. Mit dem
QuikChange Il Mutagenese Kit wurde durch Verwendung der Mutationsprimer quikinsertCla_for und
quikinsertCla_re eine Clal-Schnittstelle in das Fragment 3‘ hinter die natirlich vorkommende Xbal-
Schnittstelle eingefiigt. Uber diese Clal-Schnittstelle wurde der 3“Arm spiter in das
Gentargetingkonstrukt eingefligt. Mit Hilfe einer weiteren QuikChange-Mutation und den Primern
quikinsertBamHI|_for und quikinsertBamHI_re wurde das Stop-Codon TGA am 3‘-Ende von Exon 14
durch eine BamHlI-Schnittstelle ersetzt (Zwischenvektor pBI(Clal-Pstl) BamHI). Diese BamHI-
Schnittstelle ist flir das Anfligen des OneStrep-Tags an Exon 14 notwendig: durch Restriktionsverdau
von pBI(Clal-Pstl) BamHI und OneStrep-Tag in pCR2.1 mit dem Enzym BamHI-HF und Verknipfen der
Fragmente mit T4 DNA-Ligase entstand der Vektor pBI(Clal-Pstl)OneStrep, der das getaggte Exon 14
enthalt (Abbildung 4-32).

Xt‘)al E14 P‘stl
TGA GCGGCCGCTCTAGAATCGATATAGTACATGTCCC
Xbal ™ ET™ Pstl —_—N TGA
_ ~N Xbal ™ B Pstl
pBI(Xbal-Pstl) 4,6 kb Clal
) S~
¢ / CGCCGGCGAGATSITAGCTATATCATGTACAGS
TGA <«
lal ATGTATACATCCGCCAAGGATCCCCGTGCGTGTCC
Xba E14 Pstl —_—A

_ e TGA,
pBI(Xbal-Pstl)Clal 4,6 kb ~ a : TGA — BamHI
ATA

) S
* TA TGTAGGCGGTTCCTAGEGGCACGCACAGG
J

—
?Ia BamHIP ‘ <

pBI(Clal-Pstl)_BamHI 4,6

BamH BamHI

S
_ OneStrep-Tag i.
- pCR2.1
“«

stl

xold 13 ET e 5!
kb
e

pBI(Clal-Pstl)OneStrep 4,7 kb

Abbildung 4-32 Einfligen der OneStrep-Sequenz an Exon 14 der genomischen Ca, 3,-DNA-Sequenz
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3‘Arm-Fragment

Fir das Klonieren des 3‘Arms wurde der Zwischenvektor pBI(Pstl-Xhol) mit Pstl und Xhol verdaut und
3 von dem verdnderten Exon 14 in den Zwischenvektorwird pBI(Clal-Pstl)OneStrep ligiert. Es
entstand das 6,3 kb groRBe Fragment pBI(Clal-Xhol)OneStrep. Durch Restriktionsverdau mit Xhol und
Acc65! wurde das DNA-Fragment aus dem Zwischenvektor pBIl(Xhol-Acc65l1) geschnitten und in den
Zwischenvektor pBI(Clal-Xhol)OneStrep eingefligt. Dadurch war das 3’Arm-Konstrukt mit einer GroRRe

von 8,8 kb (5,8 kb + 3 kb pBluescript) komplett und wurde fiir die Endligation verwendet.

Endligation des Gentargetingkonstrukts

AbschlieBend erfolgte das Verkniipfen des 3’Arms (5,8 kb) mit dem 5’Arm in pBlue-loxP-NeoTK-loxP
(9,4 kb): Nach Restriktionsverdau mit Clal und Acc65l wurde das 3’Arm-Konstrukt 3 hinter die loxP-
NeoTK-loxP-Sequenz ligiert. Das Gentargetingkonstrukt hatte eine GroRe von 15,3 kb (Abbildung
4-33).

Xbal 14 Pstl
- ‘ L Xhol EcoRI
} _ | L
TGA }
Xbal Pstl
-EI- EcoRlI Xhol
pBI(Xbal-Pstl) 4,6 kb 5
pBI(Xhol-EcoRll) 5,5 kb
v
BamHI v
lal,
xool ST e Pst
Xbal Xbal BI(Clal-Pstl)BamHI 4,6 kb Pstl Xhol EcoRI Xhol
¥ v + v
NoXbaI =13 XbaleHl Xbal'2! ey Pstl Ps Xhol Xhol ECORIpc65
pBI(Xbal-Xbal) 4,6 kb pBI(CIaI-Zs;II)(gneStrep pBI(Pstl-Xhol) 4,6 kb pBI(Xhol-Acc65l) 5,5 kb
(1) (2) (3) (4)
BamHI
Xbal

OneStrep-Gentargetingvektor pBl-loxP-NeoTK-loxP
15,3 kb

Notl Xbal

EcoRI
Acc65l

Abbildung 4-33 Klonierung des Ca,,STREP-Gentargetingkonstrukts

4.3.1.2 Uberpriifung des Gentargetingkonstrukts

Mit Hilfe von Restriktionsanalyse und der Sequenzierung wurde das Ca,B,STREP-
Gentargetingkonstrukt auf Vorhandensein der Schnittstellen und auf unerwlinschte Mutationen
untersucht. Mit der Sequenzanalyse wurden zusatzlich die Position und die Sequenz des OneStrep-

Tags Uberprift: Die OneStrep-Tag-Sequenz muss in frame mit Exon 14 der Ca,B,-Sequenz liegen, es
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dirfen keine Mutationen im OneStrep-Tag enthalten sein und die terminierenden Stop-Codons

TAA/TAA missen vorhanden sein.

Sequenzanalyse

Das Gentargetingkonstrukt wurde durch Sequenzanalyse auf Richtigkeit und unerwiinschte
Mutationen Uberprift. Entscheidend ist, dass keine Punktmutationen in Exon 14 enthalten sind und
dass die OneStrep-Tag-Sequenz in frame vorliegt. Der Gentargetingvektor erfillte diese
Anforderungen und konnte fiir die Verdnderung von murinen ES-Zellen durch homologe
Rekombination verwendet werden (Abbildung 4-34).

I E14

Toe A TecTa T CCECTTTOCTTCAGGOTTETCAA TCAAAGGCCTGATC reTacTecCC e TTECE

mhu“lhhﬂul“ﬂﬂhnHhhhﬂmlduhmnmmum‘unu‘

AAAAA 6% TG 0AGGT TCEOOAGGTGOATCGGGAGOTOEATC CCCGCABTTICS

BamHI
Abbildung 4-34 Sequenzanalyse des Ca,B,STREP Gentargetingkonstrukts: Exon 14 (rote Linie), OneStrepTag (griine Linie)

iiber BamHI-Schnittstellen in frame an Exon 14 fusioniert; zwei Stop-Codons (roter Kreis) beenden das
Ca,B,0neStrepTag-Konstrukt

Restriktionsanalyse

Durch die Restriktionsanalyse wurde die GroRe der einzelnen Fragmente im Gentargetingkonstrukt
Uberprift. Es konnte gezeigt werden, dass alle Fragmente in richtiger GréRe enthalten waren
(Abbildung 4-35).
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1 uncut
o | 2 Acc6bl 15,3 kb

% 3 Clal 15,3 kb

Y 4 Acc65l+Clal 5,8 +9,5 kb

e~ 5 Clal+Xhol 3,3+12kb

‘_ 6 uncut
7 Notl-HF 3+12kb

8 | 8 BamHI-HF 0,1 kb + 15,2 kb

Abbildung 4-35 Restriktionsanalyse des STREP-Gentargetingvektors; die Nummern bezeichnen die verwendeten
Restriktionsenzyme/-Kombinationen, die Gr6Ren der Fragmente sind tabellarisch dargestellt

4.3.2 Gentargeting mittels homologer Rekombination

Fir das Targeting wurden 15 pg des mit Acc65l linearisierten Gentargetingvektors in embryonale
Stammzellen (R1, Passagel5) elektroporiert und auf 12 Feeder-Petrischalen verteilt. Nach 24 h wurde
die Positiv-Selektion in G418-haltigem ES-Medium begonnen. Wahrend der Selektionsphase mit
erhohtem Zellsterben wurde zweimal taglich das Kulturmedium gewechselt. An Tag 9 wurden die
ersten ES-Zellkolonien isoliert. Insgesamt wurden an vier Folgetagen 640 Klone vereinzelt und in 96-
well-Platten vermehrt. Die Masterplatte wurde bei 70 %iger Konfluenz mit DMSO-haltigen
Einfriermedium bei -80 °C gelagert, die Screening-Platten bei vollstandiger Konfluenz geerntet und

auf richtige Integration des Gentargetingkonstrukts ins ES-Zellgenom untersucht.

4.3.2.1 Untersuchung der ES-Zellklone

Die ES-Zellklone, die die G418-Selektion (iberlebt haben, tragen die Selektionskassette und somit das
Gentargetingkonstrukt im Genom. Um eine Aussage dariber zu treffen, ob das Konstrukt nur einmal
und an der richtigen Stelle integriert wurde, wurden zunachst alle Klone mittel PCR-Screening

Uberpruft. Positive Klone aus dem PCR-Screening wurden mittels Southern-Screening bestatigt.

PCR-Screening

Flar das PCR-Screening wurde eine Strategie verwendet, bei der ein Primer 5 auBerhalb des DNA-
Bereichs, der fiur die Herstellung des Gentargetingkonstrukt verwendet wurde, liegt (forward-Primer,
StrepPCRScrl_for). Ein weiterer Primer liegt auf der Neo-Kassette (reverse-Primer, Neol re). So
konnte nur dann ein PCR-Produkt entstehen, wenn die Rekombination an der richtigen Stelle im
Genom erfolgt war. Das PCR-Produkt hatte eine GrofRe von 1,7 kb (Abbildung 4-36). Es konnte bei 3
der 640 Klone das PCR-Produkt amplifiziert werden (Klone 2-5C, 5-5A und 6-7c). Diese Klone wurden

weiter mit Sequenzanalyse und Southern-Blot Gberprift.
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Rekombination an richtiger Stelle: PCR-Produkt 1,7 kb

Neo1_re
StrepPCRScr1_for — STOP

N X X B c |P X A
L1 b1 | PICSIED Ll | |

Wildtyp/Rekombination nicht an richtiger Stelle erfolgt: kein PCR-Produkt

StrepPCRScr1_for SToP
—_—

X ST X E14 | P X

>
P

Abbildung 4-36 StrepPCR-Strategie und positive ES-Klone; bei richtiger Integration ins Genom ergibt sich ein PCR-Produkt
mit der GroRe 1,7 kb, (rote Linie: Bereich auBerhalb des Gentargetingvektors); rechts: positive ES-Zellklon, +: positiv
Kontrolle

Southern-Screening

Die PCR-positiven ES-Zellklone wurden mittels Southern-Blot bestatigt. Um auszuschlielRen, dass eine
Mehrfach-Integration stattgefunden hat, wurde eine DNA-Sonde verwendet, die auf der Neo-
Restistenzkassette bindet (Neo-Sonde). Durch einen geeigneten Restriktionsverdau mit BspHI
wurden die ES-Zell-DNA 5‘ vor dem rekombinierten Bereich und 3 hinter der Neo-Sonde geschnitten.
Durch die Lage der Restriktionsschnittstelle 5 vor dem rekombinierten Bereich kann die Integration
an der richtigen Stelle im Genom nachgewiesen werden. Das von der Neo-Sonde erkannte Fragment
hat eine GréRe von 3,9 kb und wird bei einfacher Integration als einziges Signal auf dem Blot sichtbar.
Als Positiv-Kontrolle wurde der Klon 2H2B aus dem STOP-Gentargeting verwendet. In Abbildung 4-37
ist die richtige und einfache Integration der Klone 2-5C und 5-5A dargestellt. Klon 6-7C ergab ein ca.
4,5 kb groBes Produkt und wurde nicht weiter fiir die Manipulation der Blastozysten und der

Generierung der Mauslinie verwendet.

Neo-Southern: BspHI-Cut, 3,9 kb-Fragment : 2-5C 5-5A 6-7C bl o

NeoSonde
BspHI . BspHI
—_— sTOP
N X X B c pEm—| P X
| | B 1 1 P | LS | I I

Abbildung 4-37 Southernblot-Strategie und positive ES-Klone: BspHI-Verdau, NeoSonde detektiert 3,9 kb-Fragment,
rechts: positiv-Kontrolle, Klon 2H2B (15 ug)

4.3.2.2 Sequenzanalyse der positiven ES-Zellklone

Mit Southern- und PCR-Screening konnten die richtige und einfache Integration nachgewiesen
werden. Durch die Sequenzanalyse wurde Uberprift, ob die Mutation im Genom an der richtigen

Stelle vorhanden ist. Mit der Primerkombination Checkl_for (Bindung auf der 3‘loxP-Sequenz) und
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3’ArmScr10_re (Bindung 3‘ hinter Exon 14) wurde der 3’-Arm mittels PCR amplifiziert (Phusion™HF-
Polymerase) und anschlieBend sequenziert. Der OneStrepTag konnte bei den PCR- und Southern

positiven ES-Zellklonen in frame mit Exon 14 nachgewiesen werden (Abbildung 4-38).

Klon 2-5C

Klon 5-5A

Abbildung 4-38 Sequenzanalyse der positiven OneStrepTag-ES-Zellklone; rote Linie: Exon 14; griine Linie: OneStrepTag

4.3.3 Blastozysteninjektion

Aus dem ES-Zelltargeting gingen zwei positive ES-Zellklone (2-5C und 5-5A) hervor, welche in
C57BI/6N-Blastozysten injiziert wurden. In einer ersten Injektionsrunde wurden die Klone 2-5C und 5-
5A an insgesamt 16 Tagen in 218 Blastozysten injiziert und in 20 CD1-Ammenmdiitter operiert. Es
wurden aus nicht geklarten Umstianden nur zwei der operierten Mause schwanger. Unter dem
Nachwuchs befanden sich eine mannliche Chimare mit einem Chimarismus von ca. 80 % und eine
weibliche Chimére (ca. 30 %). Die mannliche Chiméare wird mit C57BI/6N-Weibchen verpaart. Aus
dieser Verpaarung sollen Nachkommen entstehen, die die Ca,f,STREP-Untereinheit auf einem Allel
tragen, d.h. heterozygot fiir diese Mutation sind. In einer zweiten Injektionsrunde soll die Injektion

der positiven ES-Zellklone wiederholt werden.
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5 Diskussion

Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration regulieren zahlreiche Prozesse, die von der
Kontraktion von Muskelzellen bis zur Transkription von Genen reichen (Caterall, 2000). Ein wichtiger
Modulator der Calciumionenkonzentration im Herzen ist der L-Typ Calciumkanal Ca,1.2. Im adulten,
murinen Herzen interagiert der Ca,1.2-Kanal mit der Ca,,-Untereinheit, die den Transport des
Kanals (Trafficking) vom ER an die Zelloberflache und die funktionelle Anordnung des LTCCs in der
Plasmamembran steuert (Bordin et al., 2010; Chien et al., 1995). Die Interaktion der Ca,,- mit der
Ca,0;-Untereinheit kommt (iber den AID (alpha interaction domain)-ABP (alpha binding pocket)-
Komplex zustande, der kristallographisch gut charakterisiert ist (Van Petegem et al., 2004). Fehlt
diese Interaktion, kommt es in vitro zu einer fehlenden Ca,1.2-Oberflachenexpression und damit
korrelierend zu einem drastisch reduzierten Calciumeinstrom (Colecraft et al., 2002; Hullin et al.,
2003; Nakayama et al., 2007; Pragnell et al., 1994).

Die Relevanz der Ca,3,-Untereinheit flr die Kanalexpression und den Calciumeinstrom in vivo konnte
von Weissgerber et al. (2006) in einer Ca,B,-knock-out-Maus gezeigt werden: Die homozygoten Tiere
sind nicht lebensfahig und sterben am embryonalen Tag 9,5 p.c. in utero. Grund fiir den Tod ist eine
drastisch reduzierte Kontraktilitit der Kardiomyozyten, mit stark reduzierter Pumpfunktion des
Herzens und der daraus folgenden gehinderten BlutgefaBentwicklung. Das unzureichend
ausgebildete BlutgefalRsystem flihrt zur Sauerstoffunterversorgung des Embryos und bedingt die
Letalitat. Die Vermutung, dass in diesen Tieren ein vermindertes LTCC-Trafficking stattfindet und nur
wenige funktionale LTCC-Kandle in die Kardiomyozyten eingebaut werden kénnen, konnte durch
elektrophysiologische Messungen bestéatigt werden (Reduktion I, um 60 %). Im Vergleich zum Ca,f3,-
knock-out stirbt der Ca,1.2-knock-out erst an Tag 14,5 p.c. Diese Tatsache ldsst vermuten, dass der
knock-out des CACNB2 Gens weitreichendere Folgen als der Ca,1.2-knock-out hat. Abgesehen von
der Interaktion mit der Ca,l1.2-Untereinheit im LTCC, konnten durch das Fehlen der Ca,f,-

Untereinheit weitere lebenswichtige Interaktionen in den Ca,,-knock-out-Tieren gestort sein.

Mogliche Interaktionspartner der Ca,B,-Untereinheit, die indirekt zur Reduktion des
Calciumeinstroms fiihren konnten, sind kleine GTPasen der RGK-Proteinfamilie (Beguin et al., 2001;
Correll et al., 2008; Flynn and Zamponi, 2011), das endozytotische Protein Dynamin (Gonzalez-
Gutierrez et al., 2007a) und Phospholipase C (Beggren et al., 2004). Ca,B-Proteine haben strukturelle
Eigenschaften, die sie als Mitglied der MAGUK-Proteinfamilie definieren. MAGUK-Proteine sind
Organisatoren (Scaffolds) in Signal-Transduktions-Kaskaden und bekannt dafiir, eine Vielzahl von
Proteininteraktionen einzugehen (Anderson, 1996; Dimitratos et al., 1999). Die MAGUK-Kernstruktur
besteht aus einer PDZ-, einer GK- und einer SH3-Domane sowie einem sogenannten HOOK; Ca,B-
Proteine besitzen drei dieser Strukturelemente (GK- und SH3-Domédne und HOOK) (Hidalgo and
Neely, 2007). Die strukturellen Ahnlichkeiten machen die Ca.,8-Untereinheit zu einem méglichen
Scaffold flir Protein-Interaktionen, die Uber die LTCC-Interaktion hinausgehen kdnnen. Weitere
mogliche Interaktoren des Ca,B-Proteins sind Ryanodinrezeptoren, BK,-Kanéle, Bestrophin und der

Zinktransporter ZnT-1 (Ubersicht in Buraei and Yang, 2010).
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Der L-Typ Calciumkanalkomplex wird durch eine Vielzahl von Phosphorylierungskaskaden gesteuert,
deren Zielprotein auch die Ca,,-Untereinheit sein kdnnte. Mittels in vitro-Daten konnte die
Phosphorylierung des Ca,B,-Proteins durch PKA, CaMKIl und Akt/PKB gezeigt und unterschiedliche
Einflisse auf biophysikalische und pharmakologische Eigenschaften von LTCCs festgestellt werden
(Binemann et al., 1999; Dolphin, 2003; Grueter et al., 2006; Viard et al., 2004). Weder der Einfluss
der Ca,B,-Phosphorylierungsereignisse auf den LTCC-Strom, noch die Ca,B,-Interaktionen sind bisher,
mangels geeigneter Mausmodelle, in vivo untersucht worden. Im Rahmen der vorliegenden
Doktorarbeit wurden geeignete knock-in-Mausmodelle generiert. Diese in vivo-Modelle sollen dazu
dienen, die verschiedenen Funktionen der Ca,B,-Untereinheit im kardialen Calciumkanalkomplex

unter physiologischen sowie unter pathophysiologischen Bedingungen zu untersuchen.

5.1 Die Ca,B,STOP-Mauslinie

Die exakte Regulation spannungsabhangiger Calciumkanale mittels Proteinkinasen und Phosphatasen
ist bisher nicht geklart und auch der Einfluss der Ca,B-Untereinheit bei in vivo-
Phosphorylierungsereignissen ist nicht verstanden. Die im Rahmen der Arbeit generierte knock-in-
Mauslinie Ca,,STOP dient zur Untersuchung von Exon 14 des CACNB2 Gens und der darauf
befindlichen PKA-, CaMKIl- und Akt/PKB-Phosphorylierungsstellen. In  vitro-Vorversuche
verschiedener Gruppen zeigen einen entscheidenden Einfluss der Phosphorylierungsstellen auf den

Einstrom von Ca*" via LTCC-Komplexe.

5.1.1 Generierung und primare Charakterisierung der Mauslinie

Fiir die Generierung der knock-in-Mauslinie wurde ein Gentargetingvektor kloniert, der einen 5'- und
3‘-Homologiebereich von insgesamt 7,4 kb besitzt. Als Grundlage fir das Klonieren diente
genomische DNA aus 129/Sv-Mausen. Der Sequenzabgleich erfolgte anhand der Ensembl-Gene ID
ENSMUST00000114723. Zwischen den Homologiearmen befindet sich eine Selektionskassette mit
Neomycin-Resistenz, die von zwei loxP-Sequenzen flankiert ist. Die Neomycin-Resistenz diente der
Selektion wahrend dem Gentargeting in ES-Zellen, die loxP-Sequenzen dienten dem Entfernen der
Selektionskassette in vivo. Die homologe Rekombination des Gentargetingvektors in ES-Zellen wurde
durch Elektroporation erreicht. Dabei liegt die Wahrscheinlichkeit fiir die Rekombination durch
crossing-over am richtigen Genort bei 0,1-1 % (Nagy et al., 2003; Thomas et al., 1986). Hier zeigte ein
ES-Zellklon von 840 isolierten Klonen die einfache, richtige Rekombination. Das entspricht einer
Quote von 0,12 %. Die Rekombinationseffizienz liegt am unteren Ende der Wahrscheinlichkeit fir die
richtige Integration; Griinde hierfiir kbnnen in der Zuganglichkeit des Genorts, der DNA-Sequenz und

in der Qualitat der Stammzellen gesehen werden.
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In dem positiven ES-Zellklon konnte die eingefiigte Stop-Mutation mit Hilfe der Sequenzanalyse
bestatigt und der Zellklon fiir die Manipulation von Blastozysten verwendet werden; die injizierten
Blastozysten wurden in scheinschwangere Ammenmause operiert. Im Fall der Ca,,STOP-Mauslinie
gingen aus den Operationen 10 Chimaren mit unterschiedlichem Chimarismus (40-95 %) hervor. Der
Chimarismus ist anhand des agouti-farbenen Fellanteils abschatzbar, der nur durch die Injektion von
Stammzellen mit SV129-Hintergrund enstehen kann. Durch das Verpaaren der mannlichen Chimaren
mit C57Bl/6N-Weibchen wurde die Keimbahngéngigkeit der Mutation getestet. Ziel der Verpaarung
waren heterozygote Nachkommen, die die Mutation auf einem Allel tragen. Nur eine der Chimaren
(95%) konnte die Mutation keimbahngéngig vererben, die anderen Chimaren waren infertil und
konnten keine Nachkommen zeugen. Griinde fiir die Infertilitat sind in der Qualitat der Stammzellen,
der Art der Injektion der Stammzellen und der Verschmelzung der injizierten Stammzellen mit der

inneren Zellmasse der Blastozyste zu suchen und nur schwer zu ermitteln.

Mit der fertilen Chimére wurde die Ca,f,STOP-Mauslinie geziichtet. Durch Verpaaren der
mannlichen, heterozygoten Nachkommen mit weiblichen CreDeleter-Mausen (Stamm: B6.C-Tg(CMV-
Cre)1Cgn/J) wurde die NeoTK-Selektionskassette aus dem Genom entfernt und diese Nachkommen
zu homozygoten knock-in-Tieren verpaart. Die NeoTK-Kassette wurde aus dem Genom entfernt, um
mogliche Schwierigkeiten bei der Ca,B,STOP-Proteinexpression zu vermeiden. Die homozygoten
Nachkommen sind lebensfahig und fertil. Es waren dullerlich keine Veranderungen im Vergleich zu
ihren Wildtyp-Geschwistertieren erkennbar. Gleichzeitig wurden die heterozygoten Nachkommen
mit NeoTK-Kassette zu einer homozygoten Mauslinie verpaart. Auch die homozygoten Nachkommen
der Ca,B,STOP"*°™-Linie sind lebensfahig und fertil; das bedeutet, dass die NeoTK-Kassette die
Proteinexpression und die Ca,B,-Interaktionen nicht stort. Somit fiihrt die Trunkierung des Ca,,-C-
Terminus zu keinem letalen Phanotyp. Die statistische Auswertung der Geburten zeigte, dass die
eingefligte Stop-Mutation keine Auswirkungen auf die Vererbung hat, die gemall dem Mendel’schen
Gesetz verlauft (x*=0,329).

Das Vorhandensein der Stop-Mutation wurde durch Sequenzanalyse von genomischer DNA und
cDNA Dbestdtigt. Die entscheidende Funktion der Ca,B,-Untereinheit, das Trafficking des
Kanalkomplexes via AID-ABP-Komplex, wurde durch Einfliihren der Stop-Mutation nicht beeinflusst;
eine Bestéatigung daflir war die Co-Immunprézipitation von Ca,1.2 durch das Ca,f,STOP-Protein. Das
trunkierte Ca,B,-Protein konnte indirekt Gber den C-terminal bindenden Antikérper AntiCa,B,,, (keine
Detektion des Proteins moglich) und direkt Gber den N-terminal bindenden Antikérper AntiCa,B,-
N4/1195 (58 kDa Ca,B,STOP-Protein) nachgewiesen werden. Eine Tendenz zur Abnahme der LTCC-
Stromdichte in den Kardiomyozyten der Ca,B,STOP-Tiere konnte durch die preliminiren
elektrophysiologischen Experimente gezeigt werden. Diese Daten miissen im Weiteren verifiziert

werden.

Der Unterschied des Herzgewichts (normalisiert auf die Tibialdnge) in Ki- und WT-Tieren ist ohne
Signifikanz; es liegt jedoch bei den mannlichen Ki-Tieren eine Tendenz zu einem reduzierten
Herzgewicht vor, was auf eine kardioprotektive Eigenschaft des trunkierten Ca,,-Proteins hindeuten

konnte. Dass die Ca,B,-Untereinheit eine Rolle bei der Entstehung von pathophysiologischen
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Herzwachstum (Hypertrophie) spielen kann, konnte von Nakayama et al. (2007) in einem transgenen,
die Ca,B,-Untereinheit Uberexprimierenden Mausmodell gezeigt werden. In diesem Mausmodell
fihrt die gesteigerte Expression des Ca,B,-Proteins zu einer signifikanten Zunahme des
Calciumstroms, einer signifikanten Zunahme des Herzgewichtes, einer Zunahme an apoptotischen
Gewebe und zu einer signifikant erhohten Sterberate der transgenen Tiere, sowohl unter basalen,
wie auch unter Isoprenalin-stimulierten Bedingungen (Nakayama et al., 2007). Die Ca,,STOP-Maus
hingegen zeigt eine Reduktion des Herzgewichtes und eine Tendenz zur Abnahme des LTCC-Stroms;
dies konnte auf einen protektiven Mechanismus durch die eingefligte Stop-Mutation und das somit

trunkierte Ca,B,-Protein hindeuten.

Um einen Hinweis auf Veranderungen der Herzkontraktion zu gewinnen, wurden mittels
telemetrischer EKG-Aufzeichnungen P-Welle, PQ-, QT- und TP-Dauern in Ca,B,STOP-Tieren im
Vergleich mit den Wildtyp-Kontrollen vor und nach Gabe von Isoprenalin aufgezeichnet. Es wurde bei
einer Herzfrequenz von 630 bpm vor Isoprenalingabe, d.h. vor Stimulation der B-AR, gemessen.
Dabei konnten keine Unterschiede zwischen knock-in- und WT-Tieren festgestellt werden. Bei der
Erhohung der Herzfrequenz auf 700 bpm durch Isoprenalingabe konnte eine signifikante
Verbreiterungen der P-Welle in den knock-in-Tieren festgestellt werden. Die P-Welle eines EKGs stellt
die Vorhoferregung dar; eine verbreiterte P-Welle kann somit auf Veranderungen im Vorhof oder
eine fehlerhafte Reizlibertragung im Reizleitungssystem hindeuten (Schrader and Kelm, 2005); dies
muss detaillierter in Folgeversuchen beleuchtet werden. Beide Genotypen reagieren auf
Phenylepinephrin-Gabe (a-AR-Agonist) mit einem Abfall der Herzfrequenz, auf Isoprenalin-Gabe (B:-
/B2-AR-Agonist) mit einer Zunahme der Herzfrequenz. Die sympatische Regulation des Herzens ist bei

den Ki-Tieren somit unverandert.

5.1.2 Ca,1.2-Expression der Ca,,STOP-Mauslinie

In einer Theorie, die von Viard et al. (2004) fir neuronale LTCCs und Catalucci et al. (2009) fir
kardiale LTCCs vedffentlicht wurde, wird der Ca,,-Untereinheit bzw. dem Exon 14 des CACNB2 Gens
eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Stabilitdit der LTCC-Kandle in der
Zellmembran zugewiesen. Grund hierfir konnte die Rolle der Akt/PKB-Phosphorylierungsstelle
Ser574 sein, die sich im Carboxy-Terminus der Ca,,-Untereinheit befindet. Durch Phosphorylierung
von Ser574 via PI3K-PDK1-Akt/PKB soll der Degradation des Kanals entgegengewirkt werden, was zur
Erhéhung der Ca,1.2-Membranexpression fihren soll. Bekannt ist, dass die Serin/Threonin-Kinase
Akt/PKB nach IGF-1-Stimulation und daraus folgender Aktivierung der PI3K-Signalkaskade
phosphoryliert wird und vom Zytosol an die Zellmembran wandert. Die ebenfalls durch PI3K-
Produkte aktivierte Phosphatidylinositol dependent kinase 1 (PDK1) phosphoryliert nun Akt/PKB, die
wiederum ihre Zielproteine phosphorylieren kann (Fayard et al., 2010). Beziglich der Akt/PKB-
Phosphorylierung von Calciumkanalen konnte bei in vitro-Experimenten ein moglicher Einfluss auf
die Ca,1.2-Membranexpression durch die Ca,B-Untereinheit gezeigt werden:

Uberexpressionsversuche in COS-7-Zellen zeigten, dass die Mutationen von Ser574 zu Alanin bzw. zu
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Glutamat den PI3K-Akt/PKB-Effekt, d.h. eine Erhéhung der Stromdichte nach Akt-Phosphorylierung,
verhindern bzw. imitieren (Viard et al.,, 2004). Weitere Versuche wurden mit PDK1-knock-out-
Mausen durchgefiihrt, einer Mauslinie mit Herzmuskel-spezifischem knock-out des PDK1-Proteins;
der globale knock-out fiihrt zu einem embryonal-letalem Phanotyp (Lawlor et al., 2002). Die
Expermiente mit PDK1-knock-out-Mdusen unterstiitzen die Theorie, dass die Phosphorylierung von
Ser574 die LTCC-Stromdichte beeinflusst: Laut Catalucci et al. (Catalucci et al., 2009) enthalt die
Kanalpore Ca,1.2 hoch-konservierte PEST-Sequenzen (Signale fiir eine schnelle Proteindegradation)
auf den intrazellularen Linkern I-Il und lI-lll, die durch die Akt/PKB-abhangige Phosphorylierung der
Ca,B,-Untereinheit blockiert werden, wodurch die Ca,1.2-Proteindegradation gebremst wird. Dies
fihrt zu einer erhéhten LTCC-Dichte in der Plasmamembran und zur Veranderung der Ca,1.2-
Kanalfunktion. In den Herzmuskel-spezifischen PDK1-knock-out-Mausen ist die Aktivierung der
Akt/PKB-abhangigen Ca,B,-Phosphorylierung nicht moglich, was die Reduktion der LTCC-Stromdichte
auf -9,08 +0,96 pA/pF (WT-Kontrollversuch: -16,26 0,96 pA/pF) durch die verstirkte Ca,1.2-
Proteindegradation erkldren konnte (Catalucci et al.,, 2009). In Abbildung 5-1 sind die PEST-

Sequenzen des Ca,1.2-Kanals und der postulierte Mechanismus dargestellt.
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Abbildung 5-1 PEST-Sequenzen der Ca,1.2-Untereinheit und Akt/PKB-Phosphorylierung der Ca,B,-Untereinheit

In der Ca,B,STOP-Maus wird die Akt/PKB-Stelle durch die eingefiihrte Stop-Mutation nicht mehr
exprimiert, d.h. Ca,, kann nicht mehr durch Akt/PKB phosphoryliert werden. Der Theorie Viard et al.
und Catalucci et al. zufolge musste dadurch der Abbau Membran-gebundener Ca,1.2-Kanale durch

Proteasen beglinstigt sein und die LTCC-Kanaldichte und der Calciumstrom I, in die Zelle reduziert
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werden. Die Rolle der Ca,B,-Untereinheit bei der Akt/PKB-abhingigen Stabilisierung des Ca,1.2-
Kanals kann mit Hilfe der Ca,,STOP-Mauslinie durch Messung der Stromdichte geklart werden. Die
Tendenz aus ersten Messungen zeigt, dass in den Ca,,STOP-Kardiomyozyten eine geringere LTCC-
Stromdichte vorliegt und somit weniger Calciumkandle in der Zellmembran vorhanden sind. Es
handelt sich um keinen signifikanten Unterschied, wobei die Zahl der gemessenen Zellen noch zu
gering ist, um eine endgiiltige Aussage zu treffen. Auf Proteinebene kann in ersten, vorlaufigen
Experimenten kein drastischer Unterschied zwischen der Ca,1.2-Expression in Ki- und WT-Tieren
festgestellt werden. Dieses vorlaufige Ergebnis muss jedoch mit einer ausreichend hohen Fallzahl an
untersuchten Tieren mit weiteren Methoden verifiziert werden, da die von Catalucci et al. (2009)
beschriebenen Abnahme der Akt/PKB-abhingige LTCC-Membranexpression (durch Pest-Degradation)
um ca. 25 % methodisch im Westernblot nur schwer nachweisbar ist. Daher sind weitere
Untersuchungen geplant, mit welchen die tatsachlich in die Zellmembran eingebauten Ca,1.2 LTCCs
durch Oberflachenquervernetzung nachgewiesen und quantifiziert werden kénnten. Die Ca,[3,STOP-
Mauslinie kdnnte als geeignetes Modell zur Untersuchung der Theorie von Viard et al. und Catalucci

et al. dienen und zur Klarung der PEST-Degradation von LTCCs beitragen.

5.1.3 Akute Regulation der Ca,B,STOP-Mauslinie via PKA

Die akute Regulation des Calciumeinstroms tber den LTCC Ca,1.2 erfolgt u.a. Gber den B-adrenergen
Signalweg, der die Aktivierung von B-Adrenozeptor (B-AR), Gs-Protein, Adenylatzyklase und PKA
erfordert. Die bisherige Vorstellung der B-adrenergen Regulation beinhaltete die PKA-abhingige
Phosphorylierung von Ser1928 auf dem Ca,1.2-Carboxy-Terminus. Mit Hilfe einer Alanin-Mutante
(51928A) konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die PKA-Regulation und somit die B-
adrenerge Stimulation des Ca,1.2-Kanals nicht (oder zumindest nicht alleine) von dieser
Phosphorylierungsstelle gesteuert wird: die S1928A-knock-in-Mause zeigen keine Veranderungen in
lca unter Kontrollbedingungen oder nach Isoprenalin-Stimulation im Vergleich mit WT-Mausen
(Lemke et al., 2008). Mit dieser knock-in-Maus wurden in vitro-Daten (De Jongh et al., 1996; De Jongh
et al., 1991; Hall et al., 2006; Hofmann et al., 1999) widerlegt, in welchen Ser1928 als entscheidende
Phosphorylierungsstelle bei der akuten B-adrenergen Regulation im Herzen publiziert wurde. Neben
Ser1928 befinden sich weitere potentielle PKA-Phosphorylierungsstellen auf der Ca,1.2- und der
Ca,B,-Untereinheit die potentielle Ziele fir die PKA-Phosphorylierung in vitro sind (Fuller et al., 2010;
Gerhardstein et al., 1999).

Far die Ca,B,-Untereinheit wurden mittels Phosphopeptid-Mapping und Micro-Sequenzierung von
bakteriell-exprimierter Ca,B,-Protein zunichst die PKA-Konsensussequenzen Thrl164 und Ser591
identifiziert (Gerhardstein et al., 1999). Durch Mutation dieser Aminosauren in Alanine und
anschlielenden Phosphorylierungsexperimenten konnten diese PKA-Sequenzen als nicht funktional
identifiziert werden. Drei weitere putative Phosphorylierungsstellen, die nicht die PKA-Konsensus-
Sequenz erfillen, sind Ser4d59, Ser479 und Ser480. In den Arbeiten von Gerhardstein et al. (1999) und

Binemann et al. (1999) wurden diese Stellen in vitro auf ihre physiologische Relevanz hin
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elektrophysiologisch untersucht und Ser479 sowie Ser480 als PKA-Phosphorylierungsziele
identifiziert. Durch Phosphorylierungsstudien wurden diese Ergebnisse von Toni Lemke (2007,

Dissertation der Fakultat fir Chemie und Pharmazie, LMU Miinchen) bestétigt.

Bei der hier generierten Ca,,STOP-Mauslinie fehlen die beiden PKA-Phosphorylierungsstellen
Ser479/480 auf der Ca,B,-Untereinheit. Erste in vivo-Untersuchungen zeigten keinen Einfluss der
eingefligten Stop-Mutation auf die akute PKA-Regulation. Diese Aussage stiitzt sich bisher nur auf
Ultraschallmessungen bei drei Monate alten Mausen, vor und nach Isoprenalin-Gabe. Bei der
Ultraschallmessung reagierten die knock-in-Tiere, ebenso wie die Wildtyp-Kontrollen auf Isoprenalin
mit einem Anstieg der Herzfrequenz und einem verstarkten Fractional shortening.
Elektrophysiologische Daten zur Bestdatigung der Ultraschalldaten liegen noch nicht mit
ausreichender Fallzahl vor. Das deutet vorlaufig darauf hin, dass die akute B-adrenerge Regulation
des Herzens durch das Entfernen der PKA-Stellen auf der Ca,B,-Untereinheit zumindest nicht
vollstandig ausgeschaltet wird bzw. dass es Backup-Mechanismen gibt, die den Ausfall der Ca,B,-
Funktion Ubernehmen konnen, etwa die Phosphorylierungsstelle Ser1700 (Fuller et al., 2010).
Ser1700 befindet sich auf dem Ca,1.2-Carboxy-Terminus, ist aber erst nach proteolytischer Spaltung
des Carboxy-Terminus bei Aminosaure 1821 fiir die PKA-Phosphorylierung zuganglich. Abbildung 5-2
zeigt die putativen PKA-Phosphorylierungsstellen im LTCC-Komplex.

Ca,1.2 Ca,B

----- Ser1700

Ser1928

Ser460 Ser480

Ser479
Abbildung 5-2 PKA-Phosphorylierungsstellen im LTCC-Komplex ; links: Carboxy-Terminus der Ca,1.2-Untereinheit mit

PKA-Stellen Ser1928 und Ser1700; rechts: Ca,B,-Untereiheit mit Ser460 und Ser479/480

Die bisher erhobenen Daten beziehen sich nur auf drei Monate alte Tiere. Ein ndchster Schritt ist, die
Funktion der Ca,,STOP-Untereinheit unter pathophysiologischen Bedingungen zu kldren. Durch die
Trunkierung des Ca,B,-Proteins konnte eine Tendenz zu reduziertem Herzgewicht und reduziertem
LTCC in den Ki-Tieren nachgewiesen werden. Dies konnte auf einen kardioprotektiven Mechanismus
durch die Ca,,STOP-Mutation hindeuten. Kardioprotektive bzw. hypertrophe Mechanismen kdénnen
in vivo mit Hilfe unterschiedlicher Modelle untersucht werden, z.B. durch kiinstliches Hervorrufen
einer pathophysiologischen Herzhypertrophie nach Verengung der Aorta (TAC, transverse aortic
constriction) (deAlmeida et al., 2010) oder durch Behandlung mit Angiotensin Il (Everett et al., 1994;
Johar et al., 2006). Desweiteren kénnen die Untersuchungen von kardioprotektiven Mechanismen
auch in Tieren mit altersbedingter Herzhypertrophie durchgefiihrt werden. Fiir dieses Modell sollten
Tiere verwendet werden, die dlter als 8 Monate sind. Die Erklarung hierfiir ist eine Veroffentlichung
von Muth et al. (2001), in welcher eine altersbedingte Entstehung von pathologischer Hypertrophie

und Herzinsuffizienz bei transgenen, den LTCC-lberexprimierenden Mausen festgestellt werden
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konnte; diese krankhaften Veranderungen konnten in Versuchstieren jlinger als acht Monate nicht
festgestellt werden. In allen drei Hypertrophie-Modellen kann die Hypertrophie, bzw. ein moglicher
protektiver Mechanismus, molekularbiologisch, histologisch und durch Bestimmung des
Herzgewichts (im Verhaltnis zur Tibialdnge) nachgewiesen werden. Neben der akuten Regulation des
B-AR-Signalwegs durch kurzzeitige Isoprenalin-Gabe muss auch die Langzeitwirkung der PKA-

Stimulation in den genannten Hypertrophie-Modellen untersucht werden.

Wie bereits diskutiert sind Backup-Mechanismen fiir wichtige zellulare Signalwege sehr
wahrscheinlich. Zu diesen wichtigen Signalwegen zahlt die akute Regulation des Ca,1.2-Kanals durch
die PKA-Phosphorylierung. Ist die Regulation fehlerhaft, kann es zur Vergiftung der Zelle durch zu
hohe intrazellulire Calciumkonzentrationen [Ca®']; oder zu einer extrem verlangsamten Reaktion auf
Catecholamin-abhangige B-AR- und PKA-Stimulation bei zu niedrigen Calciumkonzentrationen
kommen. Deshalb ist das Zusammenspiel verschiedener PKA-Stellen im Calciumkanalkomplex sehr
wahrscheinlich. Weiterfiihrende Experimente miissen hierzu noch durchgefiihrt werden. Zur
vollstandigen Klarung der akuten B-AR- und PKA-abhangigen Regulation des LTCC-Komplexes miissen

in vivo-Daten fiir eine S1700A-Mausmutante erhoben und diskutiert werden.

5.1.4 CaMKIl-abhdngige Phosphorylierung und Fazilitierung

Eine weitere Regulation des Ca,1.2-Kanals erfolgt mittels CaMKIl, die zur Fazilitierung des Kanals
flihren kann. Die Fazilitierung wird als zelluldares Gedachtnis erregbarer Zellen betrachtet und durch
einen stark depolarisierenden Puls (spannungsabhangige Fazilitierung) oder durch schwache,
repetitive Pulse (Ca*"-abhingige Fazilitierung) (Anderson et al., 1994; Lee et al., 2006; Xiao et al.,
1994) ausgeldst. Effekt der Fazilitierung ist ein Offnungsmodus (Mode2), der zu einer erhéhten
Offnungswahrscheinlichkeit (Po) des Kanals und zu kurzzeitig gesteigertem Ca®-Strom (lc) in
erregbare Zellen fuhrt (Dzhura et al., 2000; Pietrobon and Hess, 1990). Die Ca’"-abhhingige
Fazilitierung wird wu.a. durch CaMKIl ausgelost, welche durch Phosphorylierung der
Ryanodinrezeptoren Typ 2 (RyR2) im SR und der Ca,1.2-Kandle des Herzens die Erhohung der
intrazelluldaren Calciumkonzentration bewirkt. Mittels biochemischer Phosphorylierungsstudien
konnten im L-Typ Calciumkanalkomplex verschiedene CaMKII-Stellen identifiziert werden: Ser1512
und Ser1570 auf der Ca,1.2-Untereinheit und Thr498 auf der Ca,B,-Untereinheit. Untersuchungen in
heterologen Expressionssystemen lassen vermuten, dass die CaMKIl direkt an den Carboxy-Terminus
der Ca,1.2-Untereinheit bindet bzw. direkt Ser1512 und Ser1570 phosphorylieren kann (Hudmon et
al., 2005; Lee et al.,, 2006). Andere Untersuchungen zeigten, dass das erfolgreiche Targeting von
CaMKIl an den full length Ca,1.2-Kanal in transfizierten HEK293-Zellen die Bindung von CaMKII an die
Ca,B,-Untereinheit und die Phosphorylierung von Thr498 erfordert (Abiria and Colbran, 2010; Kamp
et al., 2000).

Erste in vivo-Daten fur die Funktion von Ser1512/1570 wurden durch ein knock-in-Mausmodell (SF-
Maus) erhoben worden. Durch Mutation von Ser1512/1570 zu Alanin wurden die CaMKII-
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Phosphorylierungsstellen blockiert, was in Theorie zur Inhibition der Fazilitierung in den SF (sine
facilitation)-Mausen fihren sollte. Elektrophysiologische Messungen an isolierten SF-Kardiomyozyten
zeigten, dass die Spannungs- bzw. Frequenz-abhangige Fazilitierung der Kardiomyozyten zwar stark
erniedrigt (Reduktion der Fazilitierung vom 1,58fachen (WT) auf das 1,18fache (Ki)), aber nicht
vollstandig inhibiert ist (Blaich et al., 2010). Somit sind Ser1512/1570 zu einem hohen Anteil fur die
Fazilitierung des Ca,l1.2-Kanalkomplexes verantwortlich. Es existieren aber womdglich weitere
Mechanismen bzw. CaMKIlI-Phosphorylierungsstellen, um die Fazilitierung der Zelle
aufrechtzuerhalten. Ein weiterer Effekt der von Blaich et al. (2010) durch die Mutation $1512/1570A
festgestellt wurde, ist die signifikante Verkirzung des QT-Intervalls wahrend des kardialen
Aktionspotentials (AP) bei hoher Herzfrequenz (700 bpm). Studien belegen, dass die Verlangerung
des APs, einhergehend mit der Verianderung der Ca*-Homdostase und strukturellen Herzschiden,
durch CaMKII-Aktivitat, Fazilitierung und friihzeitige Nachdepolarisierungen (EAD, early after
depolarization) entstehen kdnnen. Die Folgen kdnnen Herzarrhythmie und pl6tzlicher Herztod sein
(Anderson, 2004; Wu et al., 2002). Im SF-Modell kénnten die homozygoten knock-in-Tiere durch die
Verkirzung des QT-Intervalls vor EADs und Arrhythmien geschiitzt sein, wohingegen bei WT-Tieren

bei 700 bpm die Wahrscheinlichkeit von Arrhythmien steigt.

Die Rolle der CaMKII-Phosphorylierungsstelle Thr498 auf der Ca,B,-Untereinheit in vivo ist bis dato
nicht geklart. In vitro-Daten zeigen, dass die Mutation T498A die Ca**-abhingige Fazilitierung hemmt.
Nach de Hypothese von Grueter et al. (2006) wird die CaMKIl durch die Phosphorylierung der Ca,B-
Untereinheit an die CaMKII-Bindungsstellen auf dem Ca,1.2-Carboxy-Terminus gebracht wird und
kann dort Ser1512/1570 phosphorylieren. Deshalb werden synergistische Effekte der Ca,1.2- und der
Ca,B,-Untereinheit bei der CaMKIll-abhdngigen Regulation des Calciumkanals vermutet (Grueter et
al., 2006; Hudmon et al., 2005; Lee et al.,, 2006). In der Ca,B,STOP-Mauslinie wird Thr498 nicht
exprimiert, weshalb die synergistischen Effekte nicht mehr vorhanden sein sollten und die
Kardiomyozyten somit verandert auf Spannungs- und Frequenz-abhangige Fazilitierung reagieren
sollten. Die Fazilitierung wird durch elektrophysiologische Messungen im whole cell patch bestimmt
und ist entscheidend, um die Relevanz der Ca,,-Untereinheit bei der CaMKIl-abhéngigen Regulation
der spannungsabhangigen Calciumkandle zu ermitteln. Bisher konnten keine aussagekraftigen
Messungen der Ca,B,STOP-Kardiomyozyten im Vergleich zu WT-Kardiomyozyten durchgefiihrt
werden. Die geplanten elektrophysiologischen Messungen und die zu erhebenden Daten werden

zeigen, ob diese Theorie in vivo unterstitzt werden kann.
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5.2 Interaktionsstudien: Ca,8,STREP-Mauslinie

Die Ca,B-Untereinheit ist nicht nur als intergraler Bestandteil von Calciumkanalkomplexen zu
betrachtet, der ausschlieRlich Funktionen fiir das Kanaltrafficking, die Membranexpression und die
Beeinflussung der biophysikalischen Eigenschaften des Kanalkomplexes erfillt. Dass das Ca,-Protein
weitere Funktion in vielfdltigen Signalkaskaden haben koénnte, wurde mehrfach in in vitro-
Interaktionsstudien gezeigt: die Interaktion der Ca,B-Untereinheit mit kir/Gem, Rad, Rem und Rem2,
kleinen GTPasen der RGK Proteinfamilie (Beguin et al., 2001), mit Dynamin, einem endozytotischen
Protein (Gonzalez-Gutierrez et al., 2007b), und Phospholipase C in pankreatischen Inselzellen zur
Regulation der Insulinsekretion (Beggren et al., 2004) wird diskutiert. Die Interaktion mit kleinen
GTPasen, Dynamin und Phospholipase C fiihrt zur Reduktion der Ca,1.2-Membranexpression bzw. zur

reduzierten Insulinsekretion durch erniedrigte Ca®*-Oszillation in pankreatischen B-Zellen.

Die genannten Studien basieren iberwiegend auf Experimenten in Uberexpressionssystemen oder
infizierten Primarzelllinien. Da diese Systeme die Komplexitdt und physiologischen Bedingungen
eines Organs nicht widerspiegeln, ist die in vivo-Untersuchung der Interaktionspartner sinnvoll, um
das Spektrum der Ca,B,-Interaktionen einzugrenzen und die physiologische Relevanz der
Interaktionen zu betrachten. Interaktionsstudien in Kombination mit massenspektrometrischer
Analyse bieten einen vielversprechenden Ansatz, um die Komplexitdt von Proteininteraktionen
darzustellen, neue Interaktoren zu definieren und die Relevanz der Interaktoren in (geklarten und
ungeklarten) relevanten Signalkaskaden zu analysieren. Auf dem Gebiet der Calciumkanal-Proteine
wurde mit diesem Vorgehen das Ca,2-lonenkanal-Interaktom beleuchtet und eine komplexe Vielzahl
bekannter und unbekannter Interaktionspartner aufgezeigt (Miller et al., 2010). Der dabei gewéhlte
Ansatz beinhaltete die Affinitatsaufreinigung des Ca,2-Interaktoms lber Antikérpermatrix und die
Analyse der Interaktionspartner mittels nanoflow-LC-MS/MS  (liquid = chromatography,
Flissigchromatographie, Tandem-Massenspektrometrie). Dies ist ein gangiges Vorgehen bei der
Untersuchung von Interaktionspartnern, wobei ein Problem bei der Verwendung von Antiképern zur
Co-Immunprazipitation des Zielproteins und dessen Interaktionspartnern liegt. Antikérper
produzieren bei der massenspektrometrischen Analyse starke Hintergrundsignale, was die Analyse
erschwert bzw. schwache Signale verdeckt. Ein weiteres Problem stellt die Qualitat der Antikorper-
Antigen-Bindung dar, die im Fall von lonenkanalproteinen haufig mit vielen unspezifischen
Bindungen einhergeht. Diese unspezifischen Bindungen fiihren zur Detektion von falsch-positiven

Bindungspartnern und somit zur Verfalschung des Interaktoms.

Das Problem der unspezifischen Antikérperbindung ist auch bei der Untersuchung des Ca,B,-
Interaktoms ein Hindernis. Um dieses Problem zu umgehen, existiert die Moglichkeit, das Protein zu
taggen, d.h. mit einer kurzen Aminosauresequenz zu fusionieren. Mit einem Tag-spezifischen
Antikorper konnen das getaggte Protein und die gebundenen Interaktionspartner (Interaktom) aus
einer Proteinlosung ,gefischt” werden. Die Anforderung an einen Aminosdure-Tag sind eine geringe
GroRe, eine hohe Affinitdat zur Aufreinigungsmatrix, keine falsch-positiven Interaktionen und eine

kostengiinstige Verwendung im groBen Malstab. Diese Anforderungen erfiillen eine Vielzahl von
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Tags. Bekannte Beispiele sind HIS (Hexahistidin)-, FLAG-, GST (Glutathion S-Transferase)-, HPC (Heavy
Chain of Protein C)- und CBP (Calmodulin binding Peptide)-Tag. Alle Tags kdnnen C- und N-terminal an
Proteine fusioniert werden, unterscheiden sich in ihrer GrofRe, in der Affinitatsmatrix und den
Elutionsbedingungen. In einer vergleichenden Studie von Lichty et al. (2005) wurden die hochsten
Spezifitaten bei geringster GroRe mit FLAG- und HPC-Tag, sowie mit dem neu entwickelten OneStrep-

Tag (Junttila et al., 2005) erreicht.

Der OneStrep-Tag hat gegeniiber den genannten Affinitatsaufreinigungs-Tags den Vorteil, dass eine
Tandemaffinitats-Aufreinigung (TAP, tandem affinity purification) durchgefiihrt werden kann. Das
bedeutet, dass getaggte Proteine und die gebundenen Interaktionspartner mit nur einem Tag Uber
zwei unterschiedliche Matrizes gereinigt werden kénnen. Die primare Aufreinigung wird hierbei an
einer Streptavidin-Matrix (StrepTactin) ohne Beteiligung von Antikérpern und, bei Bedarf, die zweite
Aufreinigung mit monoklonaler Antikérper-Matrix durchgefiihrt. Dies bedeutet einen groRen Vorteil
gegenlber urspriinglichen TAP-Systemen, welche durch das Fusionieren von zwei spezifischen
Aufreinigungstags schnell eine unhandliche GroRe erreichen (Drakas et al., 2005; Gloeckner et al.,
2007; Rigaut et al., 1999). Der OneStrep-Tag dagegen hat trotz Tandem-Auffreinigung eine sehr
geringe GroRe (3,3 kDa) und fuhrt bei physiologischen Elutionsbedingungen dennoch zu spezifischen
Resultaten bei hoher Selektivitat fir das getaggte Protein. Bisher wurde der OneStrep-Tag nur in in
vitro-Systemen verwendet (De Guiseppe et al., 2010; Frelet-Barrand et al., 2010; Herasimenka et al.,
2010; Warth et al., 2011), wobei eine in vivo-Anwendung vielversprechende Ergebnisse bei der
Isolation von Membranproteinen liefern kénnte. Um die Funktionalitit des OneStrep-Tag-
Affinitatsaufreinigungs-Systems in Verbindung mit der Ca,B,-Untereinheit im Calciumkanalkomplex
zu testen, wurden vor der Durchfiihrung der in vivo-Studien die experimentellen Anforderungen und

Protokolle in vitro getestet.

5.2.1 Invitro-Experimente

Fiir in vitro-Studien wurde das Protokoll zur Aufreinigung der getaggten Proteine bereits
veroffentlicht  (Schmidt and  Skerra, 2007);  Aufreinigungsmatix, Protokolle  und
Detektionsmoglichkeiten sind kauflich erwerblich (lba, Gottingen). Die Funktionalitat des getaggten
Ca,B,0neStrep-Proteins wurde in HEK293T-Zellen getestet und bestéatigt. Die Interaktion der Ca,1.2-
Ca,B,-Interaktion war durch das fusionierte OneStrep-Konstrukt nicht gestért, was in Co-
Immunprazipitations-Experimenten aus HEK293T-Zellen gezeigt wurde. Desweiteren zeigte die
Detektion mit dem monoklonalen OneStrep-Tag-Antikdrper und mit StrepTactin sehr hohe Spezifitat
fur die getaggte Ca,B,-Untereinheit, was eine wichtige Voraussetzung fiir die Anwendung des Tags in
in vivo-Interaktionsstudien darstellt. Die Spezifitat und hohe Effizienz der OneStrep-Tag-Detektion
konnte in einem Uberexpressionsversuch gezeigt werden; das {iberexprimierte, gereinigte
Ca,B,STREP-Protein konnte spezifisch bis in sehr hohe Verdiinnungen (1:10 000 bzw. 1: 1000) durch
StrepTactin HRP bzw. StrepMAB HRP in Herzlysat detektiert werden.
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5.2.2 Generierung der Ca,B,STREP-Mauslinie

Basierend auf den in vitro-Untersuchungen zur OneStrep-Aufreinigung und -Detektion wurde das in
vivo Ca,B,STREP-Modell geplant. Das Klonieren des Gentargetingvektors fiir die Manipulation des ES-
Zellgenoms mittels homologer Rekombination wurde wie beschrieben mit genomischer DNA aus
129/Sv-Méausen durchgefiihrt. Der Gentargetingvektor besitzt einen Homologiebereich von 7,4 kb,
der eingefligte OneStrep-Tag befindet sich in frame mit Exon 14 und die Expression des
Ca,B,0neStrep-Proteins wird durch zwei Stop-Codons (TAA/TAA) am 3’Ende des Tags terminiert.
Desweiteren ist eine Neomycin-Selektionskassette mit zwei flankierenden loxP-Sequenzen zwischen
den 5‘- und 3‘-Homolgiebereich eingefligt. Nach der Elektroporation des OneStrep-Tag-Konstrukts in
129/Sv-ES-Zellen und Selektion konnten aus 640 isolierten Zellklonen zwei Zellklone mit einfacher,
richtiger Rekombination nachgewiesen werden; das entspricht 0,3 % und liegt im Rahmen der
Wahrscheinlichkeit fiir die hier durchgefiihrte tag and exchange-Strategie. Die Zellklone wurden
expandiert, an 16 Tagen in Blastozysten injiziert und in scheinschwangere Ammenmause operiert. Im
Fall der Ca,B,STREP-Mauslinie gingen aus den Operationen nur zwei Chimédren hervor: eine
mannliche Chimare (80 % Chimarismus) und eine weibliche Chimare (30 % Chimarismus). Das Ziel ist
nun, durch Verpaaren mit C57Bl/6-Mausen, die Mutation an heterozygote Versuchstiere
weiterzugeben. Nach Entfernen der Selektionskassette durch Verpaaren der mannlichen
Ca,B,0neStrep-Mduse mit dem CreRekombinase exprimierenden Mausstamm (Stamm: B6.C-
Tg(CMV-Cre)1Cgn/J) kdnnen mit dem heterozygoten Ca,B,STREP-Mausen erste Interaktionsstudien
durchgefiihrt werden. Um eventuelle Auswirkungen des OneStrep-Tags in vivo auszuschliellen, muss

auf einen homozygoten Genotyp verpaart werden.

5.3 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine knock-in-Mauslinie (Ca,B,STOP) generiert, die dazu
dient die Rolle von Exon 14 des CACNB2 Gens und die Funktionen der darauf befindlichen
Phosphorylierungsstellen (PKA, Akt/PKB, CaMKIl) zu beleuchten. Erste Experimente zur
Grundcharakterisierung dieser Mauslinie wurden durchgefiihrt. Prelimindre Ergebnisse geben den
Hinweis auf eine mogliche kardioprotektive Eigenschaft durch das Einflihren der Stop-Mutation und
der daraus folgenden Expression eines Carboxy-terminal verkiirzten Ca,[,-Proteins. Die Theorie, dass
die Ca,B,STOP-Mé&use einem kardioprotektiven Mechanismus unterliegen, muss nun in
Hypertrophiemodellen untersucht werden. Dazu soll sowohl die altersbedingte Herzhypertrophie (in
Mausen alter als acht Monate), als auch die Hypertrophie im TAC- und im Angiotensin-Modell
untersucht werden. Um die Ursache des moglichen kardioprotektiven Mechanismus in der
Ca,B,STOP-Mauslinie zu kldren, werden mogliche verantwortliche Phosphorylierungs-Signalwege
(PKA, CaMKIl, Akt/PKB) biochemisch ndher untersucht. Desweiteren sind elektrophysiologische
Messungen notwendig, um die Parameter Stromdichte und Fazilitierung zu bestimmen bzw. die

Fallzahl fir diese Experimente zu erh6hen.
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Mit der Bestimmung der Stromdichte konnen Riickschlisse auf ein verdndertes Membrantrafficking
bzw. eine veranderte Stabilisierung des Ca,1.2-Kanals in der Zellmembran getroffen werden. Dadurch
kann die Theorie untersucht werden, dass das Ca,B,-Protein mit der darauf befindlichen Akt/PKB-
Phosphorylierungsstelle die Degradation von LTCCs in der Plasmamembran verzogert bzw.
verhindert. Die elektrophysiologischen Ergebnisse sollen parallel durch biochemische Versuche
bestatigt werden. Dazu kénnten das Quervernetzen der membranstandigen Ca,1.2-Kanale und die
anschlielende Quantifizierung der Ca,1.2-Kanidle nach Westernblotting und Antikdrperdetektion
dienen. Anhand der elektrophysiologischen Bestimmung der Fazilitierung kann die Rolle der Ca,B,-
Untereinheit bei der CaMKIll-abhangigen Regulation von LTCCs untersucht werden. Fir die
Untersuchung der Theorie, dass die CaMKII-Phosphorylierungsstelle Thr498 auf der Ca,B,-
Untereinheit die Fazilitierung des Ca,1.2-Kanals entscheidend beeinflusst, konnte die Ca,B,STOP-
Mauslinie, die defizient an Thr498 ist, ein geeignetes Modell darstellen. Die Messungen der

Fazilitierung muss in ausreichend hoher Fallzahl (n > 10) durchgefiihrt werden.

Flr die Untersuchung des Ca,,-Interaktoms wurde die Ca,B,STREP-Mauslinie generiert und soll nun
fur die in vivo-Versuche eingesetzt werden. Die heterozygoten Nachkommen der Ca,B,STREP-
Mauslinie konnten bereits fir das Etablieren der in vivo-Aufreinigung und Detektion verwendet
werden. Dabei muss das Aufreinigungsprotokoll auf die sensiblen Bedingungen von
Membranproteinen und eine erhéhte Menge an falsch-positiven Interaktoren angepasst werden.
Sind diese Bedingungen passend gewahlt, ist das nachste Ziel, das Protokoll fir die
massenspektrometrische Analyse des Ca,B,-Interaktoms in Kooperation zu etablieren und die
Interaktionspartner der Ca,f,-Untereinheit im LTCC unter physiologischen und pathophysiologischen
Bedingungen zu bestimmen. So konnte die Ca,B,STREP-Mauslinie dazu dienen, neue, bisher
unbekannte Interaktionspartner und Signalwege des CACNB2 Gens zu identifizieren und zu

analysieren.
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6 Zusammenfassung

Die Funktion von Ca,B,-Proteinen bei physiologischen und pathophysiologischen Prozessen im
kardiovaskularen System in vivo ist bis dato ungeklart, obwohl es viele Hinweise auf wichtige
Aufgaben der Ca,B,-Proteine gibt. Dass das CACNB2 Gen lebenswichtige Funktionen bei der
Regulation des Calciuminfluxes in die Herzmuskelzellen erfiillt, konnte von Weissgerber et al. (2006)
in einem knock-out-Mausmodell gezeigt werden: In dem embryonal-letalen Ca,p,-knock-out wurde
ein Einfluss der Ca,B,-Untereinheit auf das Trafficking und die biophysikalischen Kanaleigenschaften
der kardialen L-Typ Calciumkanale demonstriert. Aufbauend auf diesen Befunden sollten im Rahmen
der vorliegenden Doktorbeit neuartige Mausmodelle entwickelt werden, um die Vielzahl von
postulierten Ca,B,-Funktionen zu verstehen und auch physiologisch wichtige Interaktionspartner der

Ca,B,-Untereinheit zu finden.

Das erste neuartige Modell, das im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der homologen
Rekombination generiert wurde, war die Ca,,STOP-Maus. In diesem Modell sollten die Rollen der
putativen Phosphorylierungsstellen wichtiger kardiovaskuldrer Kinasen (PKA, CaMKII, Akt/PKB) auf
der Ca,B,-Untereinheit genauer betrachten werden. In vitro-Vorarbeiten verschiedener
Arbeitsgruppen zeigten, dass die Deletion der genannten Phosphorylierungsstellen zur Abnahme des
Calciumstroms in die Zelle fihrt. In der Ca,,STOP-Mauslinie wurde durch Trunkierung des Ca,f,-
Carboxy-Terminus die Expression der genannten Phosphorylierungsstellen aufgehoben. Dieses
Fehlen wiirde nach unseren Erwartungen einen protektiven Effekt auf die (bei Dauerstimulation)
kardiotoxischen PKA-, CaMKII-, und Akt/PKB-Signalwege in vivo haben. Die homozygoten
Nachkommen der Ca,,STOP-Mauslinie sind lebensfahig und fertil. Durch Sequenzanalyse von
genomischer DNA und cDNA konnte die Mutation in der knock-in-Mauslinie nachgewiesen und die
Trunkierung des Ca,B,-Proteins im Westernblot gezeigt werden. Erste Untersuchungen der
Herzphysiologie ergaben im Belastungs-EKG eine signifikante Verbreiterung der P-Welle und bei
elektrophysiologischen Messungen von Kardiomyozyten die Tendenz zur reduzierten Stromdichte in
den Ki-Tieren. Desweiteren wurde ultrasonographisch die linksventrikulare Durchmesserverkiirzung
vor und nach akuter Isoprenalingabe bestimmt, wobei keine Unterschiede zwischen WT- und Ki-
Tieren feststellbar waren. Bei den mannlichen Ki-Tieren ist die Tendenz zu einem reduzierten
Herzgewicht (normalisiert auf die Tibialdnge) erkennbar. Dies ist zusammen mit der erwdhnten
reduzierten Stromdichte ein erster moglicher Hinweis auf kardioprotektive Effekte der Ca,f,-

Trunkierung.

Das Ca,,-Protein erfillt wichtige Aufgaben im L-Typ Calciumkanalkomplex, transportiert diesen an
die Zellmembran und steuert die biophyskalischen Eigenschaften des LTCC-Komplexes. Desweiteren
ist durch Vorarbeiten verschiedener Arbeitsgruppen zu erwarten, dass das Ca,,-Protein ein Scaffold-
Protein der MAGUK-Proteinfamilie ist und weitere wichtige physiologische Aufgaben als Teil anderer
Makroproteinkomplexe wahrnehmen kann. Die bisher in der Literatur in vitro identifizierten

potentiellen Interaktionspartner der Ca,B,-Proteins reichen von kleinen GTPasen der RGK-Familie
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(Rad/Gem/kir), Dynamin, Phospholipase C in pankreatischen B-Zellen und Bestrophin bis hin zu
Ryanodinrezeptoren, BKc-Kandlen und dem Zinktransporter ZnT-1. Eine systematische Analyse des
Ca,B,-Interaktoms war bis dato allerdings methodisch nicht méglich. Dieses Problem kdnnte mit
neuartigen Proteinaufreinigungssystemen, die in vivo-Maustechniken mit Affinitatsaufreinigung und

massenspektrometrischer Analyse verbinden, gelost werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das neuartige Tandemaffinitatsaufreinigungs-System, der
OneStrep-Tag, verwendet, der fir die in vitro- und in vivo-Anwendung zur Identifikation der Ca,f,-
Interaktionspartner etabliert werden soll. Das in vitro-System diente zum Testen und Etablieren der
Aufreinigungs- und Detektionsmoglichkeiten des getaggten LTCC Ca,B,-Proteins und erfillte die
gesetzten Anforderungen. Die Anforderungen beinhalteten die Detektion des Ca,B,0neStrep-
Proteins im Herzlysat bis in hohe Verdiinnungen und die spezifische Isolation der getaggten Ca,,-
Untereinheit mit ihrem bekanntesten Interaktionspartner Ca,1.2. Fir die in vivo-Interaktionsstudien
wurde eine Mauslinie durch Manipulation muriner ES-Zellen mit Hilfe der homologen Rekombination
generiert, die die Ca,,-Untereinheit mit C-terminal fusionierten OneStrep-Tag enthalt. Mit der
Ca,B,STREP-Untereinheit soll das Ca,,-Interaktom unter physiologischen sowie
pathophysiologischen Bedingungen (z.B. in Herzhypertrophiemodellen) untersucht und relevante
Interaktionspartner und ihre Funktion bei der Regulation der Ca,B,-Proteins ndher betrachtet
werden. Aus der Manipulation von Blastozysten mit genetisch veranderten ES-Zellen und der
Operation der Blastozysten in Ammenmause ging eine Chimare mit 80 % Chimadrismus hervor. Durch
Verpaaren der Chimé&re mit C57Bl/6-Mausen soll nun die Ca,f,STREP-Mauslinie etabliert werden, die

fur alle weiteren Interaktionsversuche verwendet wird.

Sowohl das im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit erstellte Ca,,STOP-, als auch das Ca,,STREP-
Mausmodell kdnnte dazu dienen, die ungeklarten Funktionen und Interaktionen des Ca,B,-Proteins
unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen zu klaren und neue Einsichten in

kardioprotektive sowie maladaptive Prozesse zu ermoglichen.
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8 Anhang

8.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien
o*’PdCTP
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung
Agarose LE

Ampicillin

Ammoniumacetat

BCA Protein Assay, Pierce
Borsaure

Bromophenolblau

BSA (Bovines Serum Albumin)
Calpain Inhibitorl

Calpain Inhibitorll

Deoxycholat

DEPC

DMEM

DMSO

DTT (Dithiothreitol)

ECL

EDTA

Esgro™LIF

Ethanol

Ethidiumbromid

FBS

Geneticin (G418)

GST-Sepharose 4B

Isopropano

IPTG (Isopropylthiogalactopyranosid)
kb-Leiter (DNA Molecular Weight Marker X)
L-Glutathion reduced
Lipofectamin 2000

Lysoszym

Ketavet, 100 mg/ml
M16-Medium

M2-Medium

Methanol
Mercaptoethanol (BME)
Natriumchlorid

Natriumchlorid, isotone Lésung 0,9%
Natriumdodecylsulfat
Natriumacetat
NorthernMaxR-Gly

Quantum286

OptiMEM reduced Serum Medium with GlutaMAX
OptiMEM reduced Serum Medium
Penicillin/Streptomycin 100x
PhenolChloroform
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
PMSF

Polyacrylamid (PAGE)
PolyA™Spin Kit

Precision Plus Protein Standard
ProteinA-Sepharose

Hersteller

Hartmann Analytic
biostep
Biozym
Sigma
Roth
Thermo Fisher
Roth
Roth
Roth
Roche
Roche
Sigma
Roth
Invitrogen
Roth
Sigma
Perkin Elmer
Roth
Millipore
Roth
Sigma
Invitrogen
Invitrogen
GE

Roth
Sigma
Roche
Sigma
Invitrogen
Roche
Pfizer
Sigma
Sigma
Roth
Roth
Roth
Braun
Roth
Roth
Ambion
PAA
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Roth
Roth
Fluka
Roth

NEB
Biorad
Sigma
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Proteinase K

RNaseA

RNA-Ladder, 0,5-10 kb
Rompun, 2%
Rotiphorese®Gel 40 (29:1)
Sarkosyl

ssDNA (DNA from Hering sperm)
TrisBase

TrisHCI

Trizol

TritonX-100
Trypsin/EDTA 10x

Tween 20

Ventranquil, 1%
Xylencyanol

8.2 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Gerate

Bezeichnung

Bakterienschuttler Certomat®R/H
Curix 60 Filmentwickler
Druckdosierer Cell Tram Oil
GenePulser

Inkubator

Inkubator (CO,)

Inkubator HERAcell (CO,)
LaminAir HB2448
Mikromanipulator Modell MMN-1
Mikroskop Axiovert 135
Mikroskop Stemi 2000
MiniProtean3Cell Gelkammer
Nanodrop®Spectrophotometer ND-1000
pH-Messgerat pH211
Phosphoimager Cyclon®Plus
Phosphoimagerplatte

PCR Geréte Unoll/T1 Thermocycler
Rotator

Semi-dry Blotter Multiphor Il
Szintilationsmessgerat
Taumelmischer

Tischzentrifuge

UV-Stratalinker 1800
Ultrazentrifuge
Vakuumzentriufge
Uberkopfschiittler Rotator
Wasserbader

Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Petrischalen 3 cm
Petrischlen 10 cm

Roche
Roche
Invitrogen
Bayer
Roth
Chemicon
Sigma
Roth
Roth
Invitrogen
Sigma
Invitrogen
Roth
Albrecht
Sigma

Hersteller
B.Braun

AGFA
Eppendorf
Biorad
Memmert
Binder
Hereaus
Hereaus
Narishige
Zeiss

Zeiss

Biorad

peglab,

Hanna Instruments
Perkin ElImer
Kodak
Biometra
Neolab
Pharmacia LKB
Packard
Neolab
Eppendorf
Stratagene
Beckmann
Bachofer
Neolab
Kottermann, Haake

Hersteller

Nunc
Corning
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Falkon 15 ml

Falkon 50 ml

Wellplatten (6, 24, 96)

Cryovial

Kulturflaschen ES

Kulturflaschen HEK

Stripetten

Pateurpipetten

Parafilm

Haltekapillare 35° GC-100T-10
Injektionskapillare 20° 100, Gr.40
Transferpipette, 115-124 pm,
Transferpipette, 125-134 um,
polyA Spin™ mRNA Isolation Kit
Southernfolie

illustra NICK Columns
EP-Klvetten Klonieren (#712020)
EP-Klivetten Stammzellen(#712010)
Whatman 3 MM

Hyperfilm ECL

Immobilon-P (PVDF-Membran)

8.3 Enzyme

Restriktionsendonukleasen

Die verwendeten Restriktionsendonukleasen wurden von New England Biolabs (NEB) bezogen.

Corning

TPP

Corning

Nunc

Corning

TPP

Corning

Roth

Roth

Biomedical Instruments
Biomedical Instruments
Biomedical Instruments
Biomedical Instruments
NEB

GE (Amersham)

GE

peglab,

peglab

Schleicher und Schdill
GE

Millipore

Ausnahmen sind markiert und der Hersteller ist angegeben.

Bezeichnung Restriktionssequenz
Acc65I GGT ACC
BamHI GGATCC
BspHI TCATGA

Clal ATC GAT
Dpnl* CATC (Agilent)
EcoRl GAA TCC

Notl GCG GCC GC
Pstl CTG CAG

Xbal TCT AGA

Xhol CTC GAG

Polymerasen

Bezeichnung

Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase

Expand High Fidelity PCR System

Pfu Ultra

Tag DNA Polymerase

GoTaq® Hot Start Polymerase
SuperScript® Il Reverse Transcriptase

Hersteller Verwendung
NEB DNA-Amplifikation fiir Klonierungen
Roche DNA-Amplifikation fiir Klonierungen
Agilent Quik Change Il Mutagenese
GenScript Genotypisierung der Mauszucht
Promega Genotypisierung der ES-Zellen

Invitrogen Umschreiben RNA in cDNA


https://www.roche-applied-science.com/servlet/RCProductDisplay?storeId=10201&catalogId=10201&langId=-3&countryId=de&forCountryId=de&productId=3.6.17.2.5.1
http://www.genscript.com/enzyme/E00007-6X_taq_DNA_polymerase.html
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Weitere Enzyme

Bezeichnung Hersteller Verwendung
Cre-Rekombinase NEB Funktionalitatstest der loxP-Sequenzen
T4 DNA Ligase NEB Ligation von DNA-Fragmenten
CIP (Calf Intestinal AlkalinePhosphatase) | NEB Dephosphorylierung gecutteter Vektoren

8.4 Oligonukleotide
Oligonukleotidprimer sind ein notwendiger Bestandteil der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). PCR-

Primer kénnen Mutationen und Restriktionssequenzen enthalten und dienen der Amplifikation

bestimmter genomischer DNA-Bereiche. Desweiteren werden Oligonukleotide zur Sequenzierung

von Plasmiden und genomischer DNA verwendet (Sequenzierprimer). Alle Primer werden von MWG

Eurofins, Ebersberg bezogen.

PCR-Primer zur Amplifikation von DNA-Fragmenten

Veranderungen und eingefligte Basen sind farbig hervorgehoben.

Primer Sequenz in 5 — 3‘-Richtung
Mob2_22_for TAA ACT GGC CCA ATG TCC
Mob2_23_re CCC AAT GGA GGA GCT AGA GAA
Xbal_for ATG AGA ACC AGC TGG AGG AC
Pstl_re TCCCACTTG TTATCT GCG CTG C
Pstl_for ATG TGG ACC GGT ATG TCC CA
Xhol_re TCA GGATTC TAC CAC GGA GTT GGT TA
Xhol_for AGT CCA GTG CTA ATG GAT
EcoRlI_re AGG CCA AGA TCT TAA GCG AGA
pUC_Kpn_for GTA AAA CGA CGG CCA GTG GTA CCC CCA GA
pUC_re CAG GAA ACA GCT ATG AC
quikMUT_for CAA GGT GAT CAA AGG TGA* TCG CTC TGC TCC CCG
quikMUT_re CGG GGA GCA GAG CGA ACT* CCT TTG ATC ACC TTG

GCG GCCGC
GGG ACATGT ACT ATATCG AT

ATCG ATATAG TACATG TCCC
G CGG CCG C

quikinsertCla_for
quikinsertCla_re

pGEX_BamHI_for
pGEX_BamHI_re
quikBamHI_for
quikBamHI_re
quikinsBamHI_for
quikinsBamHI_re
Neo3_re
StrepPCRScr3_for

5'Verl_for GCG ATC GCG GCCGCCTGT TTAACCTTITACAG
5'Verl_re CCC AGA GCG GCC GCA TAA AAT ACA ACG TAG AG
Genotyp_for GCACTTCCTTTT ATG GTCTTC

Genotyp_re ACC AAA GGG GCA AGA ATG

Neol_re CTA CCC GGT AGA ATT GAC

RE22_re GAATTG ACC TGC AGG GGC CCT

PCRScreen3_for CTCAGCATCAGCTTITACTCITG

Checkl TAG GTC CCT CGA AGC TTA

3’ArmScr12 TTCTTC AGC TTG GGA AGC AG

pGEX_Hindlll_for | TTC CAG GGG CCC CTG AAG CTT CTT GAC AGG CAC CTC
pGEX_Hindlll_re | GAG GTG CCT GTC AAG AAG CTT CAG GGG CCC CTG GAA

GTT TAC ATC CGC CAA GGA TCC GCG GCCGCATCG TG
TCA CGA TGC GGC CGC GGA TCC TTG GCG GAT GTA AAC
TTT ACA TCC GCC AAG GATCCCTTG TGCCCTTTT G

CAA AAG GGC ACA AGG GAT CCT TGG CGG ATG TAAA
ATG TAT ACA TCC GCC AAG GAT CCC CGT GCG TGT CC
GGA CAC GCA CGG GGATCCTTG GCG GAT GTATAC AT
TTC AGA CCT AAT AACTTC GTATAG

ATG CTC ACT AAC AT GGC

Verwendung
pBI(Xbal-Xbal)
pBI(Xbal-Xbal)
pBI(Clal-Pstl)
pBI(Clal-Pstl)
pBI(Pstl-Xhol)
pBI(Pstl-Xhol)
pBI(Xhol-EcoRl)
pBI(Xhol-EcoRl)
pBI(Xhol-Acc65l)
pBI(Xhol-Acc65l)
Einflgen Stop-Mutation in E14
Einfligen Stop-Mutation in E14
Einfligen Clal in pBI(Clal-Pstl)
Einfligen Clal in pBI(Clal-Pstl)
Notl, 5'Verlangerung
Notl, 5'Verlangerung
Genotypisierung der Ki-Linie
Genotypisierung der Ki-Linie
Genotypisierung der Ki-Linie
PCR-Screen der Stop-ES-Zellen
PCR-Screen der Stop-ES-Zellen
Amplifikation 3’Arm in ES-Zelllen
Amplifikation 3’Arm in ES-Zelllen
Einfiihren Hindlll in pGEX-Cavp2
Einfihren Hindlll in pGEX-Cavp2
Einfliihren BamHI in pGEX-Cavp2
Einfiihren BamHI in pGEX-Cavp2
BamHI in pcDNA3Cavf2
BamHI in pcDNA3Cavf32
Ersetzen Stop durch BamHI E14
Ersetzen Stop durch BamHI E14
PCR-Screen der Strep-ES-Zellen
PCR-Screen der Strep-ES-Zellen
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Sequenzierprimer

Primer Sequenz in 5 — 3-Richtung Verwendung
pUC_for GTA AAA CGA CGG CCAGT End- und Zwischenvektoren
pUC_re CAG GAA ACA GCT ATG AC End- und Zwischenvektoren
pcDNA3_for GGCTAA CTA GAG AAC CCA CTG pcDNA3-Konstrukte
pcDNA3_re GGCAACTAG AAG GCACAGTC pcDNA3-Konstrukte
pGEX_re GAG CTG CAT GTG TCAGAG G pGEX-Konstrukt
Checkl_for TAG GTC CCT CGA AGCTTA End- und Zwischenvektoren
5’ArmScrl GAA GAG GTC CATCTT ACA AACC End- und Zwischenvektoren
5’ArmScr2 AAC TCT TCT GCA CTG TCC End- und Zwischenvektoren
5’ArmScr3 GCA TAC TG AAG GCC ACC End- und Zwischenvektoren
5’ArmScr4 CTC CAG ATA GTC GGC AAG End- und Zwischenvektoren
5’ArmScr5 TAG CCT CCT CAACTT TAC End- und Zwischenvektoren
3’ArmScrl TAG CAA TGG CAT GCA ATC End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr3 GTA ACC AAA CTC CAG AGG End- und Zwischenvektoren
3’ArmScra CAATCTTTG TGT GTC AGA G End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr5 TGC CTG TGT TAA GAA GCT TAG End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr6 CTC GTA GGC ATT TAT GTA AAG C End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr7 CTG GAA CTC ACT TTG TAG AC End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr8 TTT GGC ACA GTA AAG CAC End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr9 TCT GCT TCC CAA GCT GAA G End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr10 CTA CCC AAACAG CTTTTG End- und Zwischenvektoren
3’ArmScrll AAT AAT CTT CCT TTG GCT CC End- und Zwischenvektoren
3’ArmScr12 TTC TTC AGC TTG GGA AGC AG End- und Zwischenvektoren
MutScreenl AAA GTC CCC CACACATTC End- und Zwischenvektoren
MutScreen2 ACA AGA GACAACTCG TGTTT End- und Zwischenvektoren
Seq_cDNA_E8 CCT TCT TTA AGA AGA CAG AGC cDNA Ca,,STOP-Maus

Seq_cDNA_E11

CCA GCT TAG CGG AAG TTC

cDNA Ca,,STOP-Maus

Seq_cDNA_E14

ACA GGG TTCTCA AGG TGATC

cDNA Ca,,STOP-Maus

8.5 Antikorper

Bezeichnung und Ursprung Protein Verdiinnung Bezugsquelle/Referenz
Anti-Cav1.2, rabbit Cavl.2 1:250 Prof. F. Hofmann, TU Minchen
Anti-Cavp2v2, rabbit Cavp2, C-terminal 1:200 Prof. F. Hofmann, TU Minchen
Anti- Cavp2-N4/1195, rabbit CavB2, N-terminal 1:1000 Prof. V. Flockerzi, Homburg
Anti-MAPK (p44/42), rabbit MAPK, Ladekontrolle 1:1000 Cell Signaling Technology™
StrepMAB HRP, mouse Strep-Fusionsprotein 1:33 333 IBA AG, Gottingen
TactinHRP Strep-Fusionsprotein 1:100 000 IBA AG, Gottingen
GAR HRP, goat Sekundar Antikorper 1:50 000 Dianova
GAM HRP, goat Sekundar Antikorper 1:50 000 Dianova




DANKSAGUNG

An erster Stelle mochte ich Herrn PD Dr. Sven Moosmang und Herrn Prof. Schemann dafiir danken,
dass sie mir das Vertrauen entgegengebracht haben, eine Doktorarbeit auf dem Gebiet der
Molekularbiologie zu beginnen und diese erfolgreich abzuschlieRen.

Ich danke Dr. Moosmang fiir die zahlreichen Hilfestellungen und Denkanst6Re, fiir seine unmittelbare
Erreichbarkeit bei Problemlagen und Zwickmihlen. Ich konnte sehr viel von ihm lernen, sowohl auf
fachlicher Ebene als auch bei Prasentationen oder bei der Anleitung neuer Arbeitsgruppenmitglieder.
Fiir die Moglichkeit, im Namen des Lehrstuhls fir Humanbiologie am WZW zu promovieren, mochte

ich mich bei Herrn Prof. Schemann herzlich bedanken.

An zweiter Stelle geht mein Dank an die Direktoren des Instituts fiir Pharmakologie und Toxikologie
der TU Minchen, Herrn Prof. Franz Hofmann und Herrn Prof. Stefan Engelhardt, die mir erméglicht
haben meine Doktorarbeit an ihrem Institut durchzufiihren. Es war eine spannende Zeit mit immer

neuen Herausforderungen.

Ein wichtiger und herzlicher Dank gebiihrt meinen Kollegen aus der AG Moosmang, AG Hofmann und
AG Engelhardt, die unerlasslich waren, um freudige Ereignisse zu feiern, aber auch um gemeinsam
Probleme zu |6sen.

Einen besonderen Dank mdchte ich dabei Steffi und Carl sagen, die mich in die Pharmakologie und
die Generierung und Analyse von Mausmodellen eingefiihrt haben. Es war ein super Jahr mit euch

beiden!

Als Sonnenschein mit stetig guter Laune und aufbauenden Worten war Angela mein ,Amphetamin“
der Promotion: Danke dass du so ein toller Support-Act auf der Bilhne meiner Doktorarbeit warst
und bist!

Danke liebe Eva, fir schone Tage im Labor und in der Natur, liebe Sophie fir deinen trockenen
Humor, Katrin und Bea fiir eure unendliche Geduld und unendliche Kaffeevorrate und liebe Lulu fiir

deine aufbauende Art.

Die Danksagung ist nur komplett, wenn ich einen essentiellen Faktor erwdahne: Meine Familie. Vielen
Dank Mama, Papa, Felix, Sebastian und Bernhard fiir eure unendliche Unterstiitzung und den
Glauben an mich! Euch widme ich diese Arbeit. Ihr wart und seid der Cofaktor der mich erst zur

Aktivitat bringt!



	1 Einleitung
	1.1 Spannungsabhängige Calciumkanäle
	1.2 Die Rolle des CACNB2 Gens im L-Typ Calciumkanalkomplex
	1.2.1 Die Cavβ-Untereinheiten
	1.2.2 Die Cavβ2-Untereinheit

	1.3 Regulationsmechanismen des L-Typ Calciumkanalkomplexes
	1.3.1 Die cAMP-abhängige Proteinkinase PKA
	1.3.2 Phosphorylierung mittels Akt/PKB
	1.3.3 Regulation von L-Typ Calciumkanälen durch CaMKII

	1.4 Cavβ-Protein-Protein-Interaktionen
	1.4.1 Strukturelle Eigenschaften der Cavβ-Untereinheit
	1.4.2 Tandem-Affinitätsaufreinigung: OneStrep-Tag


	2 Fragestellung und Zielsetzung
	3 Material und Methoden
	3.1 Verwendete Mauslinien
	3.2 Bakterienkultur 
	3.2.1 Verwendete Plasmide
	3.2.2 Verwendete Bakterienstämme
	3.2.3 Kultivierung der Bakterienstämme
	3.2.4 Transformation von Bakterien

	3.3 Molekularbiologische Methoden
	3.3.1 Isolierung von Nukleinsäuren
	3.3.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
	3.3.1.2 Isolierung von genomischer DNA 
	3.3.1.3 Isolierung von RNA aus Gewebe 

	3.3.2 Enzymatische Modifikation von Nukleinsäuren 
	3.3.3 Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion
	3.3.3.1 Verwendete DNA-Polymerasen
	3.3.3.2 QuikChange II Site-Directed Mutagenese 
	3.3.3.3 Reverse-Transkription Polymerasekettenreaktion

	3.3.4 Gelelektrophorese
	3.3.5 Reinigung von Nukleinsäuren
	3.3.6 Quantifizierung von Nukleinsäuren
	3.3.7 Sequenzanalyse von DNA
	3.3.8 Analyse mittels Southern-Blotting

	3.4 Kultivierung und Veränderung von HEK293T-Zellen
	3.4.1 Ausbringen und Expandieren von HEK293T-Zellen
	3.4.2 Transiente Transfektion und Ernte

	3.5 Methoden zur Erzeugung genetisch veränderter Mäuse
	3.5.1 Kultivierung embryonaler Stammzellen
	3.5.1.1 Embryonale Stammzellen
	3.5.1.2 Ausbringen, Passagieren und Einfrieren der ES-Zellen

	3.5.2 Feederzellen
	3.5.2.1 Präparation und Kultivierung der Feederzellen
	3.5.2.2 Inaktivierung und Einfrieren der Feederzellen

	3.5.3 Gentargeting mittels homologer Rekombination
	3.5.3.1 Vorbereitung des Gentargetingkonstrukts, Elektroporation
	3.5.3.2 Positivselektion und Isolierung der Zellklone

	3.5.4 Blastozysteninjektion
	3.5.4.1 Vorbereitung der ES-Zellen
	3.5.4.2 Gewinnung der Blastozysten
	3.5.4.3 Injektion und Operation

	3.5.5 Etablieren der Knock-in Mauslinie

	3.6 Biochemische Methoden zur Untersuchung der genetischen Veränderungen
	3.6.1 Proteingewinnung aus Gewebe
	3.6.2 Proteingewinnung aus Zellen
	3.6.3 Aufreinigung von OneStrep-Tag-Fusionsproteinen
	3.6.4 Überexpression von GST-Fusions-Proteinen
	3.6.5 Quantitative Proteinbestimmung
	3.6.6 Western-Blot
	3.6.7 Co-Immunpräzipitation

	3.7 Physiologische Untersuchungen der genetischen Veränderung
	3.7.1 Ultraschallmessung
	3.7.2 Elektrokardiogramm
	3.7.3 Präparation der Kardiomyozyten und Elektrophysiologie


	4 Ergebnisse
	4.1 Generierung der Cavβ2STOP-Mauslinie
	4.1.1 Gentargetingstrategie
	4.1.1.1 Herstellung des Cavβ2STOP-Gentargetingkonstrukts
	4.1.1.2 Überprüfung des Gentargetingkonstrukts

	4.1.2 Gentargeting mittels homologer Rekombination
	4.1.2.1 Untersuchung der ES-Zellklone
	4.1.2.2 Sequenzanalyse des positiven ES-Zellklons

	4.1.3 Blastozysteninjektion
	4.1.4 Untersuchung der Cavβ2STOP-Mauslinie
	4.1.4.1 Primäre Charakterisierung
	4.1.4.2 Genotypisierung und Sequenzanalyse der genomischen DNA
	4.1.4.3 Sequenzanalyse der cDNA

	4.1.5 Expressionsanalyse
	4.1.6 Physiologische Grundcharakterisierung
	4.1.6.1 Makroskopische Betrachtung des Herzens
	4.1.6.2 Ultraschallmessungen
	4.1.6.3 Elektrokardiogramm
	4.1.6.4 Elektrophysiologie


	4.2 Analyse des Cavβ2-Interaktoms
	4.2.1 OneStrepTag
	4.2.2 Überexpression von GST-Cavβ2STREP-Fusionsproteinen
	4.2.2.1 Klonieren des GST- Cavβ2STREP-Fusionsproteins
	4.2.2.2 Detektion des Fusionsproteins im Herzlysat

	4.2.3 OneStrep-Tag Fusionsexperimente: in vitro Vorversuche in HEK293T-Zellen
	4.2.3.1 Herstellung des Expressionsplasmids Cavβ2STREP in pcDNA3
	4.2.3.2 Etablieren der Aufreinigung und Detektion des OneStrepTag-Konstrukts


	4.3 Generierung der Cavβ2STREP-Mauslinie
	4.3.1 Gentargetingstrategie
	4.3.1.1 Herstellung des Cavβ2STREP-Gentargetingkonstrukts
	4.3.1.2 Überprüfung des Gentargetingkonstrukts

	4.3.2 Gentargeting mittels homologer Rekombination
	4.3.2.1 Untersuchung der ES-Zellklone
	4.3.2.2 Sequenzanalyse der positiven ES-Zellklone

	4.3.3 Blastozysteninjektion


	5 Diskussion
	5.1 Die Cavβ2STOP-Mauslinie
	5.1.1 Generierung und primäre Charakterisierung der Mauslinie
	5.1.2 Cav1.2-Expression der Cavβ2STOP-Mauslinie
	5.1.3 Akute Regulation der Cavβ2STOP-Mauslinie via PKA
	5.1.4 CaMKII-abhängige Phosphorylierung und Fazilitierung

	5.2 Interaktionsstudien: Cavβ2STREP-Mauslinie
	5.2.1 In vitro-Experimente
	5.2.2 Generierung der Cavβ2STREP-Mauslinie

	5.3 Ausblick

	6 Zusammenfassung
	7 Literaturverzeichnis
	8 Anhang
	8.1 Chemikalien und Reagenzien
	8.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien
	8.3 Enzyme
	8.4 Oligonukleotide
	8.5 Antikörper


