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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die funktionelle Bedeutung von zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanalen (CNG-
Kanale) beim Seh- und Riechvorgang der Wirbeltiere ist intensiv untersucht und gut
verstanden. Fir die Fruchtfliege Drosophila melanogaster war dagegen bisher
unklar, wieviele CNG-Kanalgene im Genom vorhanden sind, in welchem Gewebe
CNG-Kanale exprimiert werden und welche Funktion sie besitzen.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal durch Datenbankanalysen vier Gene
identifiziert, die flir CNG-Kanaluntereinheiten bei Drosophila kodieren. Ein Gen
(Dmcengb) wurde aus einer cDNA-Bibliothek isoliert. Es kodiert vermutlich fir eine [3-
Untereinheit eines CNG-Kanals. Das Dmcngb-, Dmcnga- und Dmcng3-Gen wurde
mit einem Expressions-Tag versehen. Sowohl DmMCNGA- als auch DmCNGB-
Proteine werden in HEK293-Zellen exprimiert. Das DmCNG3-Protein war nicht
nachweisbar. Mit immunzytochemischen Farbungen kotransfizierter HEK-TSA-Zellen
wurden die DmCNGA- und DmCNGB-Proteine in einigen Zellen kolokalisiert. Die
elektrischen Eigenschaften der CNG-Kanéle aus Dmcnga/Dmcngb kotransfizierten
Zellen unterscheiden sich nicht von CNG-Kanédlen aus Zellen, die nur mit dem
Dmcnga-Gen transfiziert wurden.

In dieser Arbeit wurden spezifische Antikérper gegen die DmCNGA-
Kanaluntereinheit hergestellt und charakterisiert. Immunhistochemische Farbungen
von Gewebeschnitten adulter Fliegenképfe zeigten, dass das Protein in der Retina
exprimiert wird. Homooligomere DmCNGA-Kanéle werden ~ 50 Mal besser durch
cGMP als durch cAMP gedéffnet. In der Retina wird eine Iésliche Guanylatzyklase
exprimiert. Erstmals konnte in der vorliegenden Arbeit mit zwei unabhéangigen
Methoden gezeigt werden, dass auch eine Stickoxid-Synthase (NOS) in der
Fliegenretina exprimiert wird. Die NOS synthetisiert den gasférmigen Botenstoff NO,
der fir die Aktivierung der Iéslichen Guanylatzyklase benétigt wird. Damit ist in der
Retina die Enzymausstattung vorhanden, um einen cGMP-abhangigen Signalweg zu
regulieren. Welche Aufgabe CNG-Kanéle in diesem Signalweg haben, muss durch

weitere Untersuchungen geklart werden.






Abstract

Abstract

The physiological function of cyclic nucleotide-gated channels (CNG channels) are
well known in vision and olfaction of vertebrates. In contrast, neither the total number
of genes encoding CNG channel-subunits nor their cellular expression patterns and
physiological functions are known in Drosophila melanogaster. Only one gene
(Dmcnga) has been cloned from a Drosophila head-specific cDNA library and was
functionally expressed in foster cells.

In the present study three novel genes (Dmcngb, Dmcng3, Dmcng4) coding for
potential CNG channel-subunits were identified by screening the Drosophila genome
data bank with the Dmcnga-sequence. The cDNA of Dmcngb was cloned by library
screening and PCR amplification. The Dmcngb-gene most likely encodes a B-subunit
of a CNG channel. The Dmcngb-gene as well as the Dmcnga- and Dmcng3-genes
were HA-epitope tagged. Immunostaining of transiently transfected HEK293 cells
with either construct revealed that only DmMCNGA and DmCNGB-HA proteins were
synthesized. As shown by immunostaining, the cotransfection of HEK-TSA-cells with
Dmcnga- and Dmcngb-constructs resulted in a few cells that expressed both
proteins. The electrical properties of CNG channels in cotransfected cells, however,
were identical to homooligomeric DmCNGA-channels.

In this study specific antibodies were raised against the DmCNGA-subunit.
Immunohistochemical stainings of adult Drosophila head sections showed that
DmCNGA is located in the retina. Homooligomeric DMCNGA-channels are ~ 50-fold
more sensitive to cGMP than to cAMP. An enzyme synthezising cGMP (soluble
guanylyl cyclase) has already been described in the retina. In addition, in this study
the nitric oxide synthase was also identified in the Drosophila retina. The nitric oxide
synthase produces the gaseous messenger NO which is necessary for activation of
soluble guanylyl cyclases. Therefore the retina contains the enzymatic components
for a cGMP-regulated signaling pathway in which CNG channels probably suit as the

downstream targets.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Die Uberlebensfahigkeit eines Organismus wird durch die Eigenschaften und das
Zusammenspiel seiner Zellen gewahrleistet. Einige Korperzellen sind darauf
spezialisiert, Signale und Reize aus der Umwelt (Licht, Duftstoffe u.a.) zu registrieren
und in biochemische oder elektrische Antworten umzuwandeln. Dieser Vorgang wird
als Signaltransduktion bezeichnet. Alle Zellen sind von einer Lipiddoppelschicht
umgeben, so dass ein aktiver Stoffaustausch nur Uber die Endo- oder Exozytose
bzw. Uber Membranproteine erfolgen kann. Zu diesen Membranproteinen gehéren
lonenkanéle und energieabhéngige Transporter.

lonenkanéle sind integrale Membranproteine, die hydrophile Poren in der
Zellmembran ausbilden und den passiven Fluss von lonen erméglichen (Ubersicht:
HiLLe, 2001). Diese Eigenschaft ist entscheidend fir die Entstehung und
Weiterleitung elektrischer Signale, beispielsweise in sensorischen Zellen, Nerven-
und Muskelzellen.

lonenkanale werden aufgrund ihrer funktionellen und strukturellen Eigenschaften in
Familien zusammengefasst. Spannungsaktivierte lonenkandle werden durch
Anderungen der Membranspannung geéffnet (Ubersicht: TERLAU & STUHMER, 1998;
ARMSTRONG & HILLE, 1998). Ligandengesteuerte lonenkandle &ffnen nach der
Bindung spezifischer Liganden wie Acetylcholin (ACh), Glutamat oder
v-Aminobuttersdure (GABA). Die Bindung der Liganden kann sowohl auf der
extrazelluldren Seite (ACh, Glutamat, GABA; Ubersicht: BARNARD, 1996) als auch auf
der zytoplasmatischen Seite erfolgen (zyklische Nukleotide (cAMP, cGMP); KAUPP &
SEIFERT, 2002).

Eine weitere Unterscheidungsmadglichkeit ist die lonenselektivitét der Kanéle. So sind
einige lonenkanale Uberwiegend nur fir eine lonensorte permeabel, beispielsweise
fur Natrium- (Ubersicht: CATTERALL, 2000), fir Kalium- (DOYLE et al., 1998; Zhou et
al., 2001; Ubersicht: JAN & JAN, 1997) oder fiir Chlorid-lonen (DUTZLER et al., 2002).
Andere lonenkandle diskriminieren nur schlecht zwischen verschiedenen

lonensorten. Sie werden als nicht-selektive lonenkanéle bezeichnet.
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Fur die Funktion sensorischer Neurone, wie beispielsweise Seh- und Riechzellen, ist
eine Familie von lonenkanalen sehr wichtig. Dies sind die zyklisch Nukleotid-

gesteuerten lonenkanale (CNG-Kanéle).

1.1 Zyklisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanale

CNG-Kanéle gehéren funktionell zur Familie der ligandengesteuerten lonenkanéle.
Sie werden durch die kooperative Bindung der intrazelluldren Botenstoffe cGMP und
cAMP aktiviert (Ubersicht: ZUFALL et al., 1994; KAUPP, 1995; KAUPP & SEIFERT, 2002).
In Sehstébchen (FESENKO et al., 1985; KoCcH & KAaupPP, 1985), Sehzapfen (HAYNES &
YAu, 1985) und Riechzellen (NAKAMURA & GoLD, 1987) von Wirbeltieren sind sie die
Endglieder von Signaltransduktionsketten. CNG-Kanéle kommen aber nicht nur in
Wirbeltieren vor. Aus verschiedenen Wirbellosenspezies wurden ebenfalls CNG-
Kanalgene kloniert (BAUMANN et al., 1994; COBURN & BARGMANN, 1996; KOMATSU et
al., 1996; CHEN et al., 1999; MivAzu et al., 2000). Die strukturellen Eigenschaften
dieser Kandle unterscheiden sich nicht grundlegend von denen der Wirbeltiere.
Charakteristische Merkmale der CNG-Kanéle sollen im folgenden néher beschrieben
werden.

Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften gehéren CNG-Kanéle zur Super-Familie
der spannungsaktivierten lonenkandle (JAN & JAN, 1990; ZAGOTTA & SIEGELBAUM,
1996), obwohl sie durch die Bindung eines Liganden und nicht durch
Spannungsénderungen aktiviert werden (KAUPP et al., 1989; YAu & BAYLOR, 1989;
LYNCH & LINDEMANN, 1994). CNG-Kanéle bilden eine eigene Unter-Familie von nicht-
selektiven Kationenkanalen. Sie sind fur monovalente (Na*, K*) und divalente (Ca?",
Mg?*) Kationen permeabel (Ubersicht: KAUPP & SEIFERT, 2002).

CNG-Kanale bestehen in vivo aus zwei verschiedenen Untereinheiten-Typen, den o-
und den B-Untereinheiten (Abb. 1). Diese Untereinheiten besitzen charakteristische
Strukturelemente (Ubersicht: EISMANN et al., 1993). Dazu gehdéren sechs
transmembranale Segmente (S1-S6) (HENN et al., 1995). Sowohl der N- als auch der
C-Terminus sind intrazellulér lokalisiert (Cook et al., 1989; MOLDAY et al., 1991).
Zwischen dem 5. und 6. transmembranalen Segment liegt die Pore (GOULDING et al.,
1993; ROOT & MACKINNON, 1993; EISMANN et al., 1994; RHO & PARK, 1998).



1 Einleitung 3

) Pore
extrazellular

intrazellular

cNMP - Bindestelle

extrazelluldr

intrazellular
CaM

Abb. 1: Transmembranale Topologie einer o- und einer B-Untereinheit des CNG-Kanals aus
Sehstibchen. Die Abbildung =zeigt die transmembranalen Segmente S1-S6, die
Porenregion (Pore) und die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (cNMP-Bindestelle). Die N-
terminalen Enden der Proteine sind mit N, die C-terminalen Enden mit C bezeichnet. Die N-
und C-Termini befinden sich intrazelluldr. Der Glutamat-reiche Abschnitt der B-Untereinheit
ist mit GARP und die Calmodulin-Bindestelle mit CaM bezeichnet. Native CNG-Kanale sind
vermutlich aus vier Untereinheiten (z.B. coof3) zusammengesetzt. Die genaue Stéchiometrie
ist noch nicht abschlieRend geklart.
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Im C-Terminus befindet sich bei allen CNG-Kanaluntereinheiten eine Bindestelle fur
zyklische Nukleotide (cAMP/cGMP (cNMP)-Bindestelle). Sie besitzt grofe
Sequenzéhnlichkeit zu den Bindestellen fur zyklische Nukleotide in cAMP- und
cGMP-abhangigen Proteinkinasen (WEBER et al., 1987; WEBER et al., 1989) und zum
catabolite activator protein (CAP) aus E. coli (MCKAY & STEITZ, 1981).

Das S4-Segment der CNG-Kandle ahnelt dem Spannungsfuhler der
spannungsaktivierten lonenkanale. Anders als bei spannungsaktivierten K*-Kanalen,
in denen das Sequenzmotiv (*/xXX), bis zu sieben Mal wiederholt wird (Ubersicht:
JAN & JAN, 1992; PONGS, 1992), ist dieses Motiv in CNG-Kanalen verkurzt und wird
von negativ geladenen Aminosauren flankiert.

Die B-Untereinheit der CNG-Kanale in Sehstabchen (CNGB1a) besitzt, im Gegensatz
zur a-Untereinheit (CNGA1), einen viel langeren N-Terminus (= Abb. 1). In dieser
Verlangerung befindet sich ein Sequenzabschnitt, der zu zwei l6slichen Glutamat-
reichen Proteinen (glutamic acid-rich protein, GARP) aus der Rindernetzhaut sehr
ahnlich ist (SuGcIMOTO et al., 1991; COLVILLE & MOLDAY, 1996; GRUNWALD et al., 1998;
KORSCHEN et al., 1999). Es wird angenommen, dass dieser geladene Bereich an der
Organisation makromolekularer Komplexe beteiligt ist (KORSCHEN et al., 1999;
POETSCH et al., 2001). In der Retina sind native CNG-Kanale vermutlich aus vier
Untereinheiten (bspw. acof3) aufgebaut, deren genaue Stdchiometrie jedoch noch
nicht abschlieRend geklart ist (SHAMMAT & GORDON, 1999; HE et al., 2000).

1.2 CNG-Kanalgene in Wirbeltieren

Mehrere CNG-Kanalgene sind aus Wirbeltieren kloniert und nach heterologer
Expression elektrophysiologisch untersucht worden (Ubersicht: KAUPP, 1995; FINN et
al., 1996; ZAGOTTA & SIEGELBAUM, 1996; WEI et al., 1998; KAUPP & SEIFERT, 2002). In
Sehstabchen und Sehzapfen werden unterschiedliche o-Untereinheiten
(Sehstabchen: CNGA1, KAuPP et al., 1989; Sehzapfen: CNGA3, BONIGK et al., 1993;
WEYAND et al., 1994) exprimiert. Die Untereinheiten bilden in heterologen
Expressionssystemen funktionelle Kanale. Einige ihrer Eigenschaften unterscheiden
sich deutlich von denen der nativen CNG-Kanale (KAaurP & SEIFERT, 2002). Werden
jedoch die o-Untereinheiten mit den photorezeptorspezifischen [B-Untereinheiten
koexprimiert (Sehstabchen: CNGB1a, CHEN et al., 1994; KORSCHEN et al., 1995;



1 Einleitung 5

Sehzapfen: CNGB3, GERSTNER et al., 2000), unterscheiden sich die heterolog

exprimierten Kanale kaum von den nativen CNG-Kanalen.

Aus dem Riechepithel von Wirbeltieren wurden drei CNG-Kanal o-Untereinheiten
(CNGA2: DHALLAN et al., 1990; LubwiG et al., 1990; CNGA3: MEYER et al., 2000;
CNGA4: BRADLEY et al., 1994; LIMAN & Buck, 1994) und bisher eine B-Untereinheit
(CNGB1b, SAUTTER et al., 1998; BONIGK et al., 1999) kloniert.

1.3 Funktion von CNG-Kanéalen beim Seh- und Riechvorgang

Die funktionelle Bedeutung der CNG-Kanale bei der Phototransduktion soll anhand
eines Sehstabchens verdeutlicht werden (Abb. 2). Licht wird bei Wirbeltieren in den
Sehstédbchen und -zapfen der Netzhaut (Retina) absorbiert und durch eine
Enzymkaskade (,Sehkaskade®) in ein elektrisches Signal umgewandelt (Ubersicht:
STRYER, 1991; KaurPP & KOCH, 1992; YAu, 1994; MULLER & KAuPP, 1998).
Sehstabchen erméglichen das Sehen bei schwachem Licht. Das Sehen bei hoheren
Lichtintensitdten und die Farbwahrnehmung wird durch drei unterschiedliche Typen
von Sehzapfen erméglicht, die unterschiedliche spektrale Empfindlichkeiten besitzen.
Beide Sehzell-Typen - Sehstabchen und -zapfen - sind morphologisch in ein Auen-
und ein Innensegment unterteilt (Abb. 2A). Im Innensegment befinden sich der
Zellkern und andere Organellen. Hier findet auch die Proteinbiosynthese statt. An der
Basis des Innensegments schliet sich der synaptische Endfu® an. Innen- und
AuBensegment sind durch ein Zilium miteinander verbunden. Das Auflensegment
enthalt alle molekularen Komponenten, die an der Phototransduktion beteiligt sind
(Abb. 2B). Das AuBRensegment der Sehstdbchen besitzt etwa 1.000
Membranscheibchen (engl. ,discs®), die sowohl elektrisch als auch morphologisch
von der Plasmamembran getrennt sind. In diesen ,discs“ ist das Sehpigment
Rhodopsin eingelagert. Sehzapfen besitzen keine isolierten Membranscheibchen.
lhre Plasmamembran ist jedoch \vielfach gefaltet und verleint dem
ZapfenaulRensegment ebenfalls eine stapelféormige Struktur. Das Sehpigment der
Sehzapfen befindet sich in der Plasmamembran.
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Sehzellen und der Phototransduktion. A) Sehstabchen-
(Stédbchen) und Sehzapfenzelle (Zapfen). Die AuBRensegmente sind rot markiert.
B) Schematische Darstellung der Phototransduktion im AuRensegment eines Sehstébchens
(Erklarung im Text). Verwendete Abkiirzungen: GC: Guanylatzyklase; GCAP:
Guanylatzyklase-aktivierendes Protein; PDE: cGMP-Phosphodiesterase; Rh: Rhodopsin; T:
Transducin.

Im Dunkeln sind die CNG-Kanale der Sehzelle durch eine erhdhte cGMP-
Konzentration gedffnet. Sie leiten Na*- und Ca®*-lonen in die Zelle. Etwa 15% des
Dunkelstroms wird von Ca?* getragen (HODGKIN et al., 1987; NAKATANI & YAU, 1988).
Die intrazellulére freie Ca®*-Konzentration ([Ca®'])) betragt ca. 220-550 nM (RATTO et
al., 1988; GRAY-KELLER & DETWILER, 1994). Die Sehzelle wird durch den Kationen-
Einstrom depolarisiert (~-35 mV). Am synaptischen Endfu® wird im Dunkeln der
Neurotransmitter Glutamat ausgeschittet.

Was passiert bei Belichtung der Sehzelle? Die Absorption eines Lichtquants I6st eine
Konformationsanderung im Rhodopsinmolekil (Rh) aus. Das angeregte Rhodopsin
aktiviert ein GTP-bindendes Protein, das Transducin (T). Aktiviertes Transducin
stimuliert seinerseits die cGMP-Phosphodiesterase (PDE). Die Phosphodiesterase
hydrolysiert den Botenstoff der Phototransduktion cGMP. Wenn die cGMP-
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Konzentration abnimmt, schlieBen die CNG-Kanale in der Plasmamembran. Das
SchlieBen der CNG-Kanale im AuRensegment und die Aktivitat von Kaliumkanalen
im Innensegment hyperpolarisiert die Sehzelle. Als Folge wird die Freisetzung des
Neurotransmitters Glutamat aus dem synaptischen Endful vermindert und die
Aktivitat nachgeschalteter Neurone verandert.

Die Erholungsphase nach Belichtung der Sehzelle soll nur kurz angesprochen
werden (Ubersicht: KAuPP & KOCH, 1992; PALCZEWSKI & SAARI, 1997; MULLER &
KAUPP, 1998; BURNS & BAYLOR, 2001). Aufgrund der andauernden Aktivitat des
Na*/Ca®*-K* Austauschers sinkt, nach dem SchlieBen der CNG-Kanale, die [Ca?"];
der Sehzelle auf einen Wert von 50-100 nM (GRAY-KELLER & DETWILER, 1994).
Daraufhin dissoziiert Ca** von dem Ca**-Bindeprotein GCAP (guanylyl-cyclase-
activating protein) ab. Die Guanylatzyklase wird aktiviert. Die intrazellulare cGMP-
Konzentration steigt wieder an und die CNG-Kanale 6ffnen. Durch die gedffneten
CNG-Kanale flieBt Ca?* in die Zelle. Die freie [Ca®"]; erreicht schlieRlich wieder den
Wert von 250-500 nM (= Dunkelzustand). GCAP bindet Ca®*-lonen und wird dadurch
inhibiert.

CNG-Kanale fungieren ebenfalls als Endglieder von Signalketten bei der
Duftstoffwahrnehmung von Wirbeltieren (Ubersicht: ScHILD & RESTREPO, 1998;
FIRESTEIN, 2001). Duftstoffmolekile binden an spezifische Rezeptoren in der
Zilienmembran olfaktorischer Neurone (Ubersicht: Buck & AXEL, 1991; BREER et al.,
1996; FREITAG et al., 1998). Die Bindung aktiviert, ahnlich wie Lichtquanten in
Photorezeptoren, eine G-Protein vermittelte Signalkette (Abb. 3). In den meisten
Riechzellen wird nach Duftstoffbindung der intrazellulare Botenstoff cAMP
synthetisiert. Das cAMP bindet an CNG-Kanale in der Plasmamembran der Zilien
(NAKAMURA & GoLD, 1987; LowE et al., 1989; BAKALYAR & REED, 1990). Die nativen
Kanale sind aus drei verschiedenen Untereinheiten aufgebaut. Sie werden von den
Genen cnga2, cnga4 und cngb1b kodiert (CNGA2: DHALLAN et al., 1990; LubwiG et
al., 1990; CNGA4: BRADLEY et al., 1994; LIMAN & Buck, 1994; CNGB1b: SAUTTER et
al., 1998; BONIGK et al., 1999). Durch die geoffneten CNG-Kanale flief3t Ca®" in die
Zelle und aktiviert Ca2+-abhéngige Cl'-Kanale (KLEENE & GESTELAND, 1991; KLEENE,
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1993 und 1997; HALLANI et al., 1998). Der CI-Ausstrom fuhrt zur Depolarisation der
Zelle. Ein Aktionspotential entsteht und wird an das Gehirn weitergeleitet.

Duftstoffe

Mukus

Off © |10

Zilien-
Lumen

T T Mukus

Stutz- Sensorische
zellen Neuronen

Abb. 3: Schematische Darstellung des Riechepithels und der Olfaktion. Die Abbildung zeigt nur
den cAMP-abhangigen Signalweg, der in den meisten Riechzellen benutzt wird. Links sind
olfaktorische sensorische Neurone mit ihren Zilien, die in den Mukus ragen, abgebildet. Der
Ausschnitt stellt schematisch die Olfaktion in der Zilienmembran der Riechzelle dar
(Erklarung im Text). Verwendete Abkiirzungen: AC: Adenylatzyklase; R: Duftstoffrezeptor.

Neben dem Signalweg, der cAMP als Botenstoff benutzt, existiert in einer
Subpopulation von Riechzellen ein cGMP-gesteuerter Signalweg (MEYER et al.,
2000). In diesen Zellen wird durch Duftstoffe die Synthese von cGMP ausgeldst. Das
cGMP bindet an einen CNG-Kanal, der eine Spleillvariante des cnga3-Gens enthalt
(CNGA3: MEeYER et al.,, 2000). Es wird vermutet, dass diese Riechzellen am
Sozialverhalten von Wirbeltieren beteiligt sind.

1.4 CNG-Kanalgene in Wirbellosen

Auch bei einigen Wirbellosenspezies sind Gene bekannt, die fur o- und (-
Untereinheiten von CNG-Kanalen kodieren. Sie werden in Anlehnung an die
Wirbeltier CNG-Kanal-Nomenklatur als cnga- oder cngb-Gene bezeichnet. Es
existieren jedoch noch weitere Untereinheiten, die sich nicht eindeutig zuordnen

lassen.
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Eine CNG-Kanaluntereinheit wurde aus dem Pfeilschwanzkrebs Limulus polyphemus
kloniert (LIMCNG1; CHEN et al., 1999). Sie wird im Gehirn (CHEN et al., 1999) und im
ventralen Photorezeptor exprimiert (CHEN et al.,, 2001). Diese Untereinheit konnte
bisher nicht funktionell exprimiert werden (CHEN et al., 1999).

In den volistdndig sequenzierten Genomen von Caenorhabditis elegans und
Drosophila melanogaster wurden 6 (BARGMANN, 1998) bzw. 4 (LITTLETON &
GANETZKY, 2000) potentielle CNG-Kanalgene identifiziert. Zwei Gene des Nematoden
Caenorhabditis elegans sind inzwischen kloniert. Das fax-4 Gen (cecnga) kodiert fiir
eine o- (KOMATSU et al., 1996) und das fax-2 Gen (cecngb) kodiert fur eine [3-
Untereinheit (COBURN & BARGMANN, 1996). Sie lagern sich zu einem
heterooligomeren funktionellen CNG-Kanal zusammen (KOMATSU et al., 1999). Diese
CNG-Kanaéle sind sowohl an der Temperatur- und Duftstoffwahrnehmung, als auch
am Auswachsen sensorischer Neurone wahrend der Entwicklung des Nematoden
beteiligt (COBURN & BARGMANN, 1996; COBURN et al., 1998). Uber die Funktion der
restlichen CNG-Kanalgene (cecng3-cecng6) ist noch nichts bekannt.

Aus Drosophila melanogaster wurden bisher zwei CNG-Kanaluntereinheiten kloniert.
Ein Gen (Dmcnga; BAUMANN et al., 1994) kodiert fir eine a-Untereinheit, die grolle
Sequenzahnlichkeit zu den Wirbeltier-Untereinheiten CNGA1-CNGA3 besitzt.
Heterolog exprimierte, homooligomere DmCNGA-Kanéle werden durch cGMP
gedffnet und sind Ca®*-permeabel (BAUMANN et al., 1994). Mit RT-PCR-Experimenten
wurde die mRNA in den Antennen und im visuellen System der Fliege
nachgewiesen. Die physiologische Bedeutung dieser Untereinheit ist unbekannt
(BAUMANN et al., 1994). Ein weiteres CNG-Kanalgen (Dmcng3) wird wahrend der
gesamten Drosophila Entwicklung exprimiert (MIYAzU et al., 2000). Die abgeleitete
Aminosauresequenz (DMCNG3) lalt sich weder den o- noch den B-Untereinheiten
der Wirbeltier CNG-Kanéle eindeutig zuordnen. Das DmCNG3-Protein wird im
Gehirn und im visuellen System exprimiert. Mit in situ Hybridisierungen wurde die
MRNA auch in der Retina nachgewiesen (MiYAzuU et al., 2000). Nach der heterologen
Expression des Gens in HEK293-Zellen wurden jedoch keine zyklisch Nukleotid-
induzierten Stréme gemessen (MiyAzu et al., 2000). Obwohl die Expression der
Dmcnga- und Dmcng3-Gene mit molekularbiologischen Methoden im visuellen
System von Drosophila nachgewiesen wurde, gibt es keinen gesicherten Hinweis,

dass sie an der Phototransduktion beteiligt sind.
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Wie bei Wirbeltieren, existiert in den mikrovillaren Photorezeptoren von Drosophila
ebenfalls eine lichtabhdngige G-Protein vermittelte Signalkaskade (Ubersicht:
RANGANATHAN et al., 1995; ScoTT & ZUKER, 1997; MONTELL, 1999; HARDIE, 2001;
HARDIE & RAGHU, 2001). Anders als in Wirbeltier Photorezeptoren wird jedoch eine
Phospholipase Cg stimuliert (BAHNER et al., 2000), die die intrazelluldren Botenstoffe
Inositol-(1,4,5)-trisphosphat (IP3) und Diacylglyzerin (DAG) synthetisiert. Die
Endglieder dieses Signalwegs sind Ca®*-permeable Kationen-Kanile (HARDIE &
MINKE, 1993; PERETZ et al., 1994; ZUKER, 1996; REUSS et al., 1997). Sie werden als
TRP- (transient receptor potential) und TRPL (TRP-like)-Kanéle bezeichnet (SCOTT et
al., 1995; NIEMEYER et al., 1996; Ubersicht: HARTENECK et al., 2000; CLAPHAM et al.,
2001). Ein weiteres Gen (TRPYy) kodiert flr eine Untereinheit, die sich mit TRPL-
Proteinen zusammenlagert (Xu et al., 2000). Die Aktivierung dieser Kanale fuhrt zur
Depolarisierung der Photorezeptoren. Der genaue Offnungsmechanismus der TRP-
Kanale ist noch nicht bekannt. Bisher wurde ausgeschlossen, dass sie durch cGMP,
IP; und Anderungen der Membranspannung aktiviert werden (HU & SCHILLING, 1995;
NIEMEYER et al., 1996; VACA et al., 1994).

Im Gegensatz zur Phototransduktion sind die molekularen Komponenten des
Riechvorgangs bei Drosophila (Ubersicht: CARLSON, 1996; SMITH, 1996) bislang
kaum verstanden. Inzwischen sind zwar einige Duftstoffrezeptoren kloniert worden
(CLYNE et al., 1999; GAO & CHEss, 1999; Ubersicht: CLYNE et al., 2000; GALINDO &
SMITH, 2001); wie die Signaltransduktion in den olfaktorischen Neuronen jedoch
ablauft, ist nicht geklart.

Es ist aber interessant, dass zwei CNG-Kanaluntereinheiten (Dmcnga und Dmcng3)
im visuellen System und Dmcnga zusétzlich in den Antennen von Drosophila
exprimiert wird. Im vollstdndig sequenzierten Drosophila Genom finden sich noch
zwei weitere Gene, die fir CNG-Kanaluntereinheiten kodieren. Das Dmcngb-Gen ist
den B-Untereinheiten und das Dmcng4-Gen den o-Untereinheiten der Wirbeltier
CNG-Kanéle am dhnlichsten. Uber die physiologische Bedeutung der vier Drosophila
CNG-Kanaluntereinheiten (DmMCNGA, DmCNGB, DmCNG3, DmCNG4) ist nichts
bekannt.

Far Caenorhabditis elegans wurde gezeigt, dass ein CNG-Kanal an der Chemotaxis
und an der Neurogenese beteiligt ist (COBURN & BARGMANN, 1996; COBURN et al.,

1998). Es ist interessant zu untersuchen, ob die Drosophila CNG-Kanéle
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vergleichbare Aufgaben Gbernehmen. Dazu ist die Klonierung aller Untereinheiten

sowie die Aufklarung der genauen zelluldren Verteilung der Proteine erforderlich.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Expressionsmuster des DmCNGA-Proteins
immunhistochemisch bestimmt werden. Dazu mussten spezifische Antikérper gegen
die Kanaluntereinheit hergestellt und charakterisiert werden.

Die nativen CNG-Kandle der Wirbeltiere sind heterooligomere Proteine.
Mdoglicherweise sind Drosophila CNG-Kandle ebenfalls aus verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut. Deshalb sollten die Drosophila CNG-Kanalgene Dmcngb
und Dmcng4 aus cDNA-Praparationen kloniert werden. Die heterologe Expression in
HEK293-Zellen sollte zeigen, ob und welche CNG-Kanaluntereinheiten
homooligomere Kanéle bilden oder ob Untereinheiten-Kombinationen exprimiert
werden muissen, damit funktionelle CNG-Kanéle entstehen.

Der DmCNGA-Kanal wird durch cGMP aktiviert. /In vivo wird cGMP von
membransténdigen oder Idslichen Guanylatzyklasen (GC) synthetisiert.
Untereinheiten einer Iéslichen GC sind im visuellen System von Drosophila
exprimiert. Lésliche GCs kénnen durch Stickoxid (NO) aktiviert werden. Ob eine
Stickoxid-Synthase (NOS), die NO synthetisiert, im visuellen System exprimiert wird,

sollte mit Farbreaktionen und immunhistochemisch tberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Biomol
(Hamburg), Merck (Darmstadt), Amersham Pharmacia Biotech (APB) (Freiburg),
Qiagen (Hilden), Serva (Heidelberg) und Sigma (Deisenhofen) bezogen. Chemikalien
zur Synthese von Oligonukleotiden wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg)

geliefert.

Enzyme und die dazugehérigen Puffer wurden von Ambion (Austin, Texas, USA),
Biometra (Géttingen), Roche Diagnostics (Mannheim), GIBCO BRL (Eggenstein),
New England BioLabs (NEB) (Schwalbach), Amersham Pharmacia Biotech (APB)
(Freiburg), Promega (Heidelberg) und Stratagene (Heidelberg) bezogen. Das LB-
Medium wurde von der Firma Sigma (Deisenhofen) geliefert.

Falls nicht anders angegeben, wurden die hier beschriebenen Methoden aus

SAMBROOK et al. (1989) Gbernommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.2 Stamme und Kulturmedien

2.2.1 Bakterienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Escherichia coli (E. coli) K12
Bakterienstdmme eingesetzt:

Der Stamm XL1-Blue (BuLLOCK et al., 1987) (recA1, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-,
mk+), supE44, relA1, A-, lac, [F', proAB, lacl"ZAM15, Tn10(tet)]) wurde zur

Anreicherung von pBluescript-Derivaten verwendet.

Der Stamm E. coliBL21 (APB, Freiburg) (E. coli B F, ompT, hsdS (rg", mg), gal,
dcem) wurde zur Expression von pGEX-Derivaten und der Stamm M15[pREP4]

(Qiagen, Hilden) zur Expression von pQE-Konstrukten eingesetzt.
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2.2.2 Medien zur Anzucht von Bakterien

Bakterienkulturen wurden in Luria-Broth Medium (LB) (10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/|
Hefeextrakt, 10 g/l NaCl) bei 37°C kultiviert. LB-Agarschalen enthielten 1,5% (w/v)
Agar-Agar. Kleine Fllssigkulturen (5 ml), die zur Praparation von Plasmid-DNA
dienten, wurden in einem Rotationsinkubator (New Brunswick, Nurtingen), gréf3ere
Kulturen (=50 ml) wurden in einem Warmluftschittler (Braun-Dissel, Melsungen)
angezogen. Dem Medium wurde Ampicillin in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
zugesetzt. Fur Plasmid-Praparationen wurden Kulturen verwendet, die Uber Nacht
(GN) bei 37°C inkubiert wurden.

2.2.3 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden HEK293-Zellen (human embryonal kidney — Zelllinie,
ECACC Nr. 85120602, UK) fir die heterologe Expression von cDNA-Konstrukten
verwendet. Diese Zellen sind stabil mit einem Adenovirus transformiert.

Alternativ wurde auch mit einer HEK-TSA-Zelllinie gearbeitet. Diese Zellen haben
das grolRe T-Antigen des Rous Sarcoma Virus (RSV) stabil in ihr Genom integriert.

Die Zellen wurden von Prof. Chr. Fahlke (RWTH Aachen) zur Verfiigung gestellt.

2.2.4 Kulturbedingungen eukaryonter Zellen

Die HEK293-Zellen wurden mit ,Minimal Essential Medium“ (MEM + GLUTAMAX |,
Life Technologies, Karlsruhe) kultiviert. Das Medium war zuséatzlich mit 10% fétalem
Rinderserum (Life Technologies), 10 ml/l Antibiotika/Antimykotika-Lésung (100x, Life
Technologies) sowie 10 ml/l nichtessentiellen Aminoséauren (100x, Life Technologies)

versetzt (Laborbezeichnung des kompletten Mediums: M10).

Die Anzucht der Zellen erfolgte bei 37°C, 5% CO> und 95%iger Luftfeuchtigkeit in
sterilen Petrischalen (& 5-9 cm). Die Generationszeit der Zellen betrug etwa 24 h.
Das Medium wurde zweimal wdéchentlich gewechselt. Bei einer Dichte von ca.
10’ Zellen/9 cm Schale wurden die Zellen abgeldst und in geringerer Dichte auf
neuen Schalen ausgesat. Dazu wurden die Zellen mit 5 ml PBS (8 g/l NaCl, 0,2 g/l
KCIl, 1,15 g/l NaHPO4, 0,2 g/l KH2PO4) gewaschen und mit 1 ml 0,05%
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Trypsin/0,02% EDTA (Life Technologies) bei 37°C abgeldst. Die Zellen wurden mit
9ml M10 Medium versetzt, in ein Greiner Réhrchen Uberfuhrt und zentrifugiert
(Sigma 3K12, 200 xg, 5 min, RT). Der Zellniederschlag wurde in 10 ml M10
resuspendiert. Die Zellzahl wurde in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Fir die
Erhaltung wurden 6-12 x 10° Zellen auf 9 cm Schalen ausgesit. Fir transiente
Transfektionen wurden 2 x 10° Zellen auf 5 cm Schalen bzw. 9 x 10° Zellen auf 9 cm

Schalen ausgesat.

2.2.5 Fliegenstamme (Drosophila melanogaster)

Zur Isolierung von RNA und zur Anfertigung von Gewebeschnitten fir
immunhistochemische Farbungen wurde der Drosophila melanogaster Stamm
Oregon R (Wildtyp) verwendet. Zusatzlich wurde der weilRaugige Stamm w1118 fiir
den immunhistochemischen Nachweis mit fluoreszenzmarkierten

Sekundarantikdrpern und fir Diaphorase-Farbungen eingesetzt.

2.2.6 Fliegenhaltung

Etwa 50-100 Fliegen wurden in Polystyrol-Zuchtréhrchen (Greiner, Durchmesser
50 mm) gehalten. Die Réhrchen waren zu 5-10% mit Nahrmedium (7 g/l Agar, 7,5 g/l
Backerhefe, 60 g/l Kristallzucker, 100 g/l Maisgrie3, 1,25 g/l Nipagin (4-Hydroxy-
Benzoesaure-Methylester), 1 g/l Vitamin C) gefullt. Die Aufzucht der Tiere erfolgte
bei 25°C und 80% Luftfeuchtigkeit mit einem 12-stiindigen Tag/Nachtrhythmus in
einem Brutschrank (RUMED, Rubarth Apparate GmbH).

Die fur die Diaphorase-Farbung (= 2.12) benétigten Fliegenlarven wurden in einer
Flughalle innerhalb des Brutschrankes geziichtet. Dazu wurden etwa 10.000 Fliegen
in einem Plexiglaswiirfel (20 x 20 x 20 cm) gehalten. Die Fliegen legten die Eier auf
Fruchtsaftagarplatten (22,5 g/l Agar-Agar, 25 g/l Saccharose, 1,5 g/l Nipagin, 0,25 |
Traubensaft) ab. Larven des 3. Hautungsstadiums konnten nach etwa einer Woche

mit einem Pinsel von der Agarschale abgesammelt werden.
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Plasmide

FUr Subklonierungen wurde das Plasmid pBluescript SK™ (pB) (SHORT et al., 1988)
von Stratagene (Heidelberg) benutzt.

Die Herstellung der Fusionsproteine erfolgte mit den Vektoren pQE-60 (Qiagen,
Hilden) (= Histidin (His)-Epitop), pGEX-2T (APB, Freiburg) (= Glutathion S-
Transferase (GST)-Epitop) und pMal-c2X (NEB, Schwalbach) (= Maltose-
Bindeprotein (MBP)-Epitop).

Als Expressionsvektor fiir die HEK293-Zellen wurde pcDNA1.1/Amp (pc) (Invitrogen,

Groningen) eingesetzt.

2.3.2 DNA-GroRenstandard

Als DNA-Grélenstandard fir Agarosegele wurde EcoRI/Hindlll geschnittene
A (cl857 Sam 7)-DNA (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Auf jedes Gel
wurden 500 ng DNA aufgetragen. Die FragmentgréRen und DNA-Mengen betragen:
21226 bp (=291,8ng), 5148 bp (=70,8ng), 4.973bp (=68,4ng), 4.268 bp
(=58,7ng), 3.530bp (=48,5ng), 2.027bp (=27,9ng), 1.904bp (=26,2ng),
1.584 bp (=23,5ng), 1.375bp (= 18,9 ng), 947 bp (= 13,0 ng), 831 bp (= 11,4 ng),
564 bp (= 7,8 ng), 124 bp (= 1,7 nQ).

2.3.3 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide fir PCR-Reaktionen wurden mit einem DNA-Syntheziser (Applied
Biosystems 391 DNA Synthesizer) hergestellt. Fur die Abtrennung der
Oligonukleotide von der Matrix wurde das Saulenmaterial in 1 ml Ammoniak
Uberfihrt und UGN bei 55°C inkubiert. Der Ammoniak wurde abgedampft. Die
Jrockenen* Oligonukleotide wurden bei RT gelagert. Bevor die Oligonukleotide fir
PCR-Reaktionen verwendet werden konnten, wurden sie in H,O resuspendiert und
mit Ethanol geféllt. Die Lagerung erfolgte bei -20°C. Die Sequenzen der in dieser

Arbeit verwendeten Oligonukleotide sind im Anhang (= Tab. A3) aufgefuhrt.
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2.3.4 AQuantifizierung von Nukleinsauren

2.3.4.1 Photometrische Bestimmung

Fur die photometrische Bestimmung (Ultrospec 3000, APB, Freiburg) wurde die
Extinktion der DNA-L6sung bei 260 und 280 nm (Schichtdicke: 1 cm) bestimmt. Eine
Absorption Ao =1 entspricht 50 ug/ml doppelstrangiger DNA, 40 ug/ml RNA bzw.
33 pg/ml einzelstrangiger Oligonukleotide. Der Quotient der Extinktionen bei 260 und

280 nm betragt bei einer reinen DNA-LSsung 2.

2.3.4.2 Ethidiumbromid-Fluoreszenz

FiUr die Konzentrationsabschatzung mit Hilfe der Ethidiumbromid-Fluoreszenz wurde
die DNA-L6sung und ein DNA-Standard bekannter Konzentration (0,5 pg/10 pl) in
einem 0,75%igen Agarosegel (= 2.3.7.2) in Gegenwart von Ethidiumbromid
(Endkonzentration 1 pg/ml) aufgetrennt. Ein Vergleich der Fluoreszenz-Intensitaten

der Banden unter UV-Licht (302 nm) erlaubte eine Konzentrationsabschatzung.

2.3.5 Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli

2.3.5.1 Mini-Praparation

Plasmid-Préparationen wurden durch alkalische Lyse nach der Methode von
BIRNBOIM & DoLy (1979) durchgefuhrt. Die zentrifugierten Bakterienzellen aus 1,5 ml
Kulturvolumen wurden in 100 yl Lésung | (25 mM Tris/HCI pH 8,0, 10 mM EDTA)
resuspendiert und mit 200 pl Lésung 11 (0,2 M NaOH, 1% SDS) lysiert. SDS, Proteine
und bakterielle DNA wurden nach Zugabe von 150 ul Lésung Il (3 M Kalium-Acetat,
11,5% Essigsdure (v/iv), mit HCI auf pH 4,8 eingestellt) gefallt. Nach einer
Zentrifugation (Sigma 2K15, 18.000 x g, 10 min, 4°C) wurde der Uberstand einmal
mit Phenol/Chloroform (1:1) und einmal mit Chloroform extrahiert und die
Nukleinsduren durch Zugabe von 1 ml absolutem Ethanol geféllt. Die Nukleinsduren
wurden mit 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 uyl TE-Puffer (10 mM
Tris/HCI pH 7,4, 1 mM EDTA) resuspendiert.
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2.3.5.2 Midi-Praparation

Bakterienzellen aus 50 ml Kulturvolumen wurden zentrifugiert (Sigma 3K12,
5.000 x g, 10 min, 4°C). Der Niederschlag wurde in 4 ml Lésung | (= 2.3.5.1)
resuspendiert und mit 8 ml Lésung |l lysiert. SDS, Proteine sowie bakterielle DNA
wurden mit 8 ml Lésung Il geféllt. Nach einer Zentrifugation (Sigma 3K12, 5.000 x g,
10 min, 4°C) wurde der Uberstand filtriert und mit 25 ml Isopropanol versetzt. Die
gefallten Nukleinsduren wurden durch Zentrifugation prazipitiert (Sigma 3K12,
5.000 x g, 10 min, 4°C). Der Niederschlag wurde in 1,45 ml H,O gelést und die RNA
durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl-Lésung und 50 pl 1 M Tris/HCI pH 7,5 geféllt.
Nach erneuter Zentrifugation (Sigma 3K12, 5.000 x g, 10 min, 4°C) wurde der
Uberstand mit 10 ml absolutem Ethanol versetzt. Die Nukleinsduren wurden
zentrifugiert (Sigma 3K12, 5.000 x g, 10 min, 4°C), kurz im Heizblock getrocknet und
anschlieBend in 300 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7,4, 1mM EDTA)
resuspendiert. Die verbliebene RNA wurde durch Zugabe von 2,5 yl RNase-Cocktail
(Ambion, Austin, USA) 30 min bei 37°C verdaut. Die L6sung wurde zweimal mit
Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform extrahiert. Die wassrige Phase
wurde mit 30yl 3M LiCl und 900 yl Ethanol versetzt und die DNA durch
Zentrifugation préazipitiert (Sigma 2K15, 18.000 x g, 5 min, RT). Der Niederschlag
wurde mit 200 pl 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 200 ul TE-Puffer

resuspendiert.

2.3.6 Modifizierung von DNA-Fragmenten

2.3.6.1 Glatten Uberhangender Einzelstrang-Enden

Mit dem Klenow-Fragment der E. coli DNA-Polymerase | wurden lberhangende 5'-
Enden aufgefillt (5'-3"-Polymeraseaktivitat). Aufgrund der 3°-5"-Exonukleaseaktivitat
des Enzyms wurden Uberhdngende 3°-Enden abgeschnitten. Ein Reaktionsansatz
enthiet 2 U Klenow-Enzym/uyg DNA im vom Hersteller empfohlenen
Inkubationspuffer und 200 ymol dNTPs. Es wurde 30 min bei 37°C inkubiert und

anschlieRend das Enzym 10 min bei 68°C inaktiviert.
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2.3.6.2 Phosphorylierung der 5°-Enden von DNA-Fragmenten

PCR-Fragmente besitzen keine endstandigen 5°-Phosphatreste und mussten, bevor
sie zur Ligation eingesetzt werden konnten, mit T4-Polynukleotidkinase (PNK)
phosphoryliet werden. Die PNK katalysiert die Ubertragung der endsténdigen
Phosphatgruppe des ATP an das 5-Ende eines DNA-Fragments. Die DNA-
Fragmente wurden mit 5-10 U PNK (Roche Diagnostics, Mannheim) in dem
mitgelieferten Puffer und 1 mM ATP 30 min bei 37°C inkubiert. Nach einer
Inaktivierung der Kinase (15 min, 65°C) wurden die Fragmente gelelektrophoretisch

aufgetrennt, aus dem Gel eluiert und fir die Ligation verwendet.

2.3.6.3 Dephosphorylierung von Plasmidvektoren

Zur Vermeidung von Religationen wurden nach der Restriktion der Plasmide die
endstandigen 5’-Phosphatgruppen mit alkalischer Phosphatase (Roche Diagnostics,
Mannheim) entfernt. Die Plasmid-DNA wurde mit 1 U des Enzyms in dem
mitgelieferten Puffer fir 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe
von 1/10 Volumen EGTA (250 mM) und 20 mindtiger Inkubation bei 65°C inaktiviert.
Der Inkubationsansatz wurde mit Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA durch
Zugabe von absolutem Ethanol ausgefallt oder gelelektrophoretisch aufgetrennt und

aus dem Gel eluiert.

2.3.7 Analyse von DNA

2.3.7.1 Restriktionen

1 ug Plasmid-DNA wurde mit einem 2- bis 3-fachen UberschuRR an Enzymeinheiten
eine Stunde in dem vom Hersteller gelieferten Puffer und der angegebenen
Temperatur inkubiert. Die Proben wurden entweder in einem Agarosegel (= 2.3.7.2)
aufgetrennt oder mit Phenol/Chloroform (1:1) und Chloroform extrahiert und

anschlieRend mit Ethanol gefallt.
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2.3.7.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden horizontale Agarosegele benutzt. Die
Konzentration der Agarose variierte zwischen 0,5% (Auftrennung von Fragmenten
>5.000 bp) und 2% (Auftrennung von Fragmenten <500 bp). Die Ethidiumbromid-
Konzentration betrug sowohl im Gel als auch im Laufpuffer 1 ug/ml. Vor dem
Auftragen wurden die Proben mit 1/5 Volumen Probenpuffer (100 mM EDTA, 20%
(w/v) Ficoll400, 0,001% (w/v) Bromphenolblau, 0,001% (w/v) Xylencyanol) versetzt.
Die Elektrophorese wurde bei 60 bis 100 V durchgefiihrt. Als Puffersystem diente 1x
TBE (121,1 g/l TrisBase, 61,8 g/l Borsaure, 7,4 g/l EDTA).

2.3.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde mit der
Zentrifugationsmethode (HEERY et al., 1990) durchgefihrt. Hierzu wurde das obere
Drittel eines EppendorfreaktionsgefdlRes entfernt, der Boden mit einer Kandlle
durchstochen und mit silanisierter Glaswatte verschlossen. Das Agarosestick, das
das gewilinschte DNA-Fragment enthielt, wurde auf die Glaswolle gelegt. Das
Reaktionsgefa? wurde in ein zweites Gefal? gesetzt und zentrifugiert (Eppendorf
Zentrifuge 5415 C, 7000 U/min, 4 min, RT). Das Eluat enthielt das DNA-Fragment.

2.3.9 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.3.9.1 Herstellung kompetenter Zellen

50 ml LB-Medium wurde mit einer Bakterienkultur angeimpft und bis zu einer ODgg
von 0,4 bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden 10 min auf Eis abgekihlt und
zentrifugiert (Sigma 3K12, 5.000 x g, 10 min, 4°C). Der Zellniederschlag wurde in
25 ml 100 mM CaCl; resuspendiert und 20 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in 5ml kaltem 100 mM CaCl,/30% Glyzerin
resuspendiert und 2 bis 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden aliquotiert und bei
-80°C gelagert.
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2.3.9.2 Ligation von DNA-Fragmenten

FUr Ligationen wurden die zu ligierenden Fragmente in einem molaren Verhéltnis von
3:1 bis 10:1 (Insert zu Vektorfragment) eingesetzt. Der Reaktionsansatz wurde mit
T4-DNA-Ligase (1 U/ul) in dem vom Hersteller (Roche Diagnostics, Mannheim)
gelieferten Inkubationspuffer und 0,1 mM ATP (Endkonzentration) fur 2-3 h bei RT
oder UN bei 16°C inkubiert.

2.3.9.3 Transformation von E. coli Zellen

Der Ligationsansatz wurde zu 100 yl kompetenten Zellen gegeben und 20 min auf
Eis inkubiert. Nach Hitzeschockbehandlung fur 90 s bei 42°C wurden die Zellen auf
LB-Agarplatten (LB-Medium mit 1,5% (w/v) Agar), die das benétigte Antibiotikum
enthielten, ausplattiert und UN bei 37°C bebritet.

Fir Retransformationen von Plasmiden wurde eine Pipettenspitze in die Plasmid-
Lésung getaucht und mit den kompetenten Zellen gemischt. Der Ansatz wurde fir

20 min auf Eis inkubiert, hitzebehandelt und ausplattiert (s.o.).

2.3.10 Amplifizierung von DNA durch Polymerase-Ketten

Reaktion (PCR)
Die Polymerase-Ketten Reaktion (PCR) (MULLIS et al., 1986) wurde in Geraten von
Perkin Elmer (DNA Thermal Cycler) oder Biometra (TRIO-Thermoblock)
durchgefuihrt. Die fur die PCR eingesetzten Oligonukleotide werden als Primer
bezeichnet. Ein Standard-Ansatz (100 uyl) hatte folgende Zusammensetzung

(Endkonzentrationen):

Plasmid-DNA: 20 ng
Primer: 10 ng/Base x pl (d.h. 200 - 400 ng/ul)
1x PCR-Puffer (Roche Diagnostics, Mannheim)
0,2 MM dNTP’s
1 mM MgCl,
2 U Tag-DNA Polymerase (Roche Diagnostics, Mannheim)

Die Amplifikation der DNA erfolgte mit 20-45 Zyklen.
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Reaktionsbedingungen:

1. Denaturierung: 94°C, 3 min 1 Zyklus

Denaturierung: 94°C, 45 s )

Hybridisierung: Niedrigere Schmelztemperatur (T,)* 25-40
der beiden Primer minus 2°C, 45 s Zyklen

Polymerisation: 72°C, 45 s

*Berechnung von Tr;: T, = (G+C) x4°C + (A+T) x 2°C

Fir spezielle Amplifikationen wurde die Primerkonzentration erhéht bzw. die
Reaktionszeiten verldngert. Die Ansatze wurden mit Phenol/Chloroform und
Chloroform extrahiert und die DNA mit Ethanol gefédllt. Zum Einfigen von
Schnittstellen wurden Oligonukleotide benutzt, deren Sequenz so verdndert war,

dass die gewlinschte Mutation bei der PCR eingefligt wurde.

2.3.11 Nichtradioaktive Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode (SANGER et al.,
1977) durchgefiihrt. Die Proben wurden in einer PCR-Reaktion mit IRD800-
Fluorophor-markierten Oligonukleotiden und Didesoxynukleotiden synthetisiert. Die
Fragmente wurden auf denaturierenden Polyacrylamid-Gelen im ,LICOR DNA
Sequencer Long ReadIR 4200 (MWG-Biotech, Ebersberg) aufgetrennt.

Sequenzierreaktion

Firr die PCR-Reaktion wurde das , Thermo Sequenase DYEnamic Direct segencing-
Kit von APB (Freiburg) nach Angaben des Herstellers verwendet. Pro Reaktion
wurden 0,5 ug bis maximal 2 uyg DNA eingesetzt, 1,6 pmol IRD800-Fluorophor-
markierter Primer zugegeben und der Ansatz mit Wasser auf ein Endvolumen von
7 ul aufgefillt. Je 1,5 ul dieses Ansatzes wurde auf vier PCR-Reaktionsgefale
verteilt, in die je 1 pl Terminationsmixe (1:1 mit Wasser verdlinnt) vorgelegt waren.
Die Ansatze wurden mit 20 yl ,Chill-out Wax/14“ (Biozym Diagnostik, Hess.
Oldendorf) tGberschichtet und die PCR gestartet.
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PCR-Bedingungen

Die Sequenzierreaktionen wurden wie folgt durchgefiihrt:

1. Denaturierung: 94°C, 3 min 1 Zyklus
Denaturierung: 94°C, 40 s
Hybridisierung: T, - 2°C (je nach verwendetem Primer), 40 s 35 Zyklen

Polymerisation: 70°C, 1 min

Nach der Reaktion wurden die Ansatze mit 3 pl Stopppuffer (Stopppuffer des Kits)
versetzt und fir 2 min auf 70°C erhitzt. Die Proben wurden auf ein denaturierendes

Sequenziergel aufgetragen.

Denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sequenziergellésung (21 g Harnstoff, 30,5 ml H20, 0,5 ml DMSO, 5 ml 10x TBE,
5,6 ml Acrylamid (Rapid Gel XL 40% von USB, Bad Homburg)) wurde frisch
angesetzt, im Ultraschallbad entgast und durch einen Sterilfilter filtriert. Unmittelbar
vor dem GielRen wurden 50 yl TEMED und 350 ul 10%iges Ammoniumperoxodisulfat
(APS) als Radikalstarter zugegeben.

Als Laufpuffer wurde 1x TBE (134 mM Tris, 45 mM Borsaure, 2,5 mM EDTA)
verwendet. Nach einem Vorlauf von 45-60 min wurden jeweils 1,5 pul der PCR-
Anséatze aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte GN mit 2.200 V, 40 mA, 45 W bei
45°C. Durchschnittlich konnten 800-1.000 bp pro Gellauf gelesen werden.

Zur Auswertung der Sequenzreaktionen wurde die Software des Gerateherstellers
benutzt. Die Datenséatze wurden mit den Programmen PCGene und PCSupp (Dr. W.

Bénigk, IBI 1, Forschungszentrum Jilich) formatiert und bearbeitet.
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2.4 Herstellung gewebespezifischer Drosophila cDNA

2.4.1 Praparation von Gesamt-RNA aus Drosophila melanogaster
Geweben

Die RNA aus Koépfen adulter Fliegen wurde mit der LiCl/Harnstoff-Methode isoliert.
Etwa 1 g Gewebe wurde in 7 ml Lésung | (5 M Harnstoff, 3 M LiCl) mit einem Ultra-
Turrax homogenisiert und anschlieend zentrifugiert (Sigma 3K12, 5.000 x g, 15 min,
4°C). Der Uberstand wurde in SW28.1 Zentrifugenréhrchen (iberfihrt. Nach einer
Inkubation von mindestens 4 h bei 4°C wurde die RNA zentrifugiert (Beckman L7
Ultrazentrifuge, SW28, 18.000 x g, 10 min, 4°C) und der Niederschlag in 500 pl
Lésung Il (50 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM EDTA pH 8,0, 1% SDS) resuspendiert.
Nach zweimaliger Phenol/Chloroform- und Chloroform-Extraktion wurde die RNA mit

Ethanol gefallt und in 50 pl TE-Puffer aufgenommen.

2.4.2 Anreicherung von poly(A)"-RNA aus Gesamt-RNA von

Drosophila melanogaster
Die Anreicherung polyadenylierter RNA erfolgte affinitdtschromatographisch
(Oligotex™ Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers. Die Ausbeute wurde
photometrisch bestimmt (= 2.3.4.1). Die poly(A)*-RNA wurde mit Ethanol geféllt und
bei -20°C gelagert.

2.4.3 Synthese von Erst- und Zweitstrang-cDNA

Fir die Durchfilhrung von PCR-Reaktionen musste die poly(A)’-RNA in cDNA
umgeschrieben werden. Das Reaktionsvolumen betrug 50 pl. Ein Annealing-Ansatz
(2,5 pg poly(A)*-RNA und Primer (random- oder oligo-dT-Primer)) wurde 10 min bei
70°C inkubiert, direkt auf Eis abgekihlt und kurz zentrifugiert, bevor die weiteren

Komponenten zugefiigt wurden:

10 pl cDNA Synthese-Puffer (5x)
2,5yl dNTP’s (10 mM)
5 pl DTT (Dithiothreitol) (0,1 M)
1 pl M-MLV Reverse Transkriptase (200 U/pl)
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Die cDNA-Synthese erfolgte fir 2 h bei 37°C. Nach einer gelelektrophoretischen
Kontrolle der Reaktion wurde die Zweitstrangsynthese durchgeflihrt. Dazu wurde der
Reaktionsansatz wie folgt erweitert:
50 pl Erststrang-cDNA
7,5 I ANTP’s (10 mM)
40 pl Zweitstrangsynthesepuffer (10x)
10 pl E. coli DNA Polymerase | (10 U/pl)
1,75 pl E. coli RNase H (2 U/ul)
1,25 pl E. coli DNA Ligase (10 U/ul)

Die Synthese erfolgte fiir 2 h bei 16°C. Zum Glatten der cDNA-Enden wurde T4 DNA
Polymerase (6 U) zugegeben und flr weitere 5 min bei 16°C inkubiert. Anschlielend
wurde die cDNA zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform
extrahiert und mit Ethanol gefallt.

2.5 Durchmustern einer Drosophila cDNA-Bibliothek

2.5.1 Genbibliothek

Eine cDNA-Bibliothek war aus poly(A)™-RNA von Fliegenkdpfen des Drosophila
melanogaster Wildtyp-Stammes Berlin hergestellt und von Prof. E. Buchner

(Universitat Worzburg) zur Verfiigung gestellt worden.

2.5.2 Herstellung von ,Mg**-Zellen* zur Infektion mit A-Phagen

Fir die Herstellung von ,,Mg”-ZeIIen“ wurden 50 ml LB-Medium, das 0,2% (w/v)
Maltose und 10 mM MgSOQO, enthielt, mit einer Einzelkolonie des Bakterienstammes
E. coli Y1090 angeimpft und fir 6-8 h im Warmluftschittler bei 37°C (185 U/min)
inkubiert. Die ODsgp der Suspension wurde bestimmt und die Zellen zentrifugiert
(Sigma 3K12, 5.000 x g, 5 min, 4°C). Die Bakterien wurden in einer 10 mM MgSO,—
Lésung resupendiert (10 ODsgo /ml).
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2.5.3 Titerbestimmung einer A-Phagen-cDNA-Bibliothek

Es wurden verschiedene Verdinnungen einer Phagensuspension in SM*-Puffer
(10 mM Tris/HCI pH 7,5, 100 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 10 mM MgSO,, 0,01%
Gelatine) hergestellt. Jeweils 1 ul der Verdinnung wurde mit 50 pl ,Mg®*-Zellen®
(= 2.5.2) fur 15 min bei 37°C inkubiert. Die Suspensionen wurden mit 3,5 ml auf
48°C vorgewarmtem NZY-Topagar (NZY-Medium: 10 g/l NZ-Amine, 5g/| Hefeextrakt,
5 g/l NaCl, 2 g/l MgSO4 x 7 HyO; fur Top-Agar zuséatzlich: 0,7% (w/v) Agarose)
gemischt und auf NZY-Agarplatten (NZY-Medium mit 1,5% (w/v) Agar) ausgebracht.
Die Platten wurden bei 37°C bis zur Lyse der Bakterien inkubiert (9-14 h). Die

Plaques wurden ausgezahlt und der Titer der Phagensuspension bestimmt.

2.5.4 Transfer und Immobilisierung von A-Phagen-DNA

Die Herstellung von Filterabziigen der cDNA-Bibliothek auf Nylonmembranen
erfolgte in Anlehnung an BENTON & DAvIS (1977). Auf die abgeklihlte NZY-Agarplatte
wurde die Nylonmembran luftblasenfrei aufgelegt. Die Orientierung der Filter wurde
durch Einstiche mit einer heil’en Kanule in den Agar markiert.

Die auf das Filter Gbertragenen A-Phagen wurden 5 min denaturiert (0,5 M NaOH,
1,5M NaCl) und 5 min neutralisiert (0,5M Tris/HCI pH 7,5, 1,5M NaCl). Die
Nukleinsduren wurden durch UV-Quervernetzung (254 nm, 0,12 Jicm?, Stratalinker,

Stratagene) immobilisiert.

2.5.5 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

DNA-Fragmente, die als Sonde fur Hybridisierungen eingesetzt werden sollten,
wurden radioaktiv mit der "random priming" Methode (FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983)
markiert. Es wurde das "Megaprime DNA Labeling Kit" (APB, Freiburg) benutzt. Die
Reaktionen wurden nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Als Radionuklid
wurde of*’P]dCTP (spezifische Aktivitat > 6.000 Ci/mmol) benutzt. Nicht eingebaute
Nukleotide wurden durch eine Gelfiltration mit Sephadex G75 (APB, Freiburg)
abgetrennt. Ein Teil der Probe wurde zur Bestimmung der Markierungseffizienz in

einem  Szintillationszahler (Tricarb 2000 CA, United Technologies Packart)
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gemessen. Vor der Hybridisierung wurde die Sonde fiir 5 min bei 95°C im Heizblock

denaturiert.

2.5.6 Hybridisierung von immobilisierter DNA mit DNA-Sonden
und Autoradiographie

Die Inkubationen wurden in einem Hybridisierungsofen (Biometra APT Line) in
Spezialflaschen durchgefiihrt. Vor der Hybridisierung wurden die Membranen mit
Wasser benetzt, in die Glasflaschen tberfihrt und fur 2 h vorhybridisiert (5x SET",
5x Denhardt’s Losung?, 0,1% SDS, 0,1 mg/ml denaturierte Heringssperma-DNA).
Die Hybridisierungs- und Waschbedingungen sowie die verwendeten Puffer sind in
der nachfolgenden Tabelle zusammengefasst (Tab. 1). Es wurde mit hoher Stringenz
(62°C) hybridisiert.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Hybridisierungs- und der Waschldésung

Hybridisierungslésung Waschlésung
SET" 5 x 1x
Denhardt’s® 5 X -
SDS 0,1% 0,1%
ssDNA 100 pg/mi -
Sonde 1 x 10° cpm/ml -
Temperatur 62°C 62°C
Zeit 2-16 h 2 x 30 min

") 1x SET: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris/HCI pH 7,4
%) 100x Denhardt’s Lésung: je 2% (w/v) BSA, Ficoll 400, und Polyvinylpyrrolidon

Spezifische Hybride, die aus Nukleinsauren und radioaktiv markierten DNA-Sonden
bestanden, wurden durch Autoradiographie mit einem ,XAR5“-Réntgenfilm (Kodak)
unter Verwendung von Verstarkungsfolien (Cronex Hi plus, Du Pont) nachgewiesen
(1-72 h bei -80°C).
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2.5.7 Isolierung von A-Phagen und Préparation von
A-Phagen-DNA aus (kleinen) Lysaten

Nach der Autoradiographie wurden die Signale auf dem Réntgenfilm den A-Phagen-
Plaques auf den Agarplatten zugeordnet. Die entsprechenden Regionen wurden mit
Pasteurpipetten ausgestochen und in 500 ul SM*-Puffer eluiert. Zur Vereinzelung

(,Feinscreen®) wurden die eluierten Phagen erneut ausplattiert.

Die Praparation der A-Phagen-DNA erfolgte nach SANTOS (1991). 50 pl ,Mg**-Zellen*
wurden mit 2-5 pl des Phageneluats versetzt. Der Ansatz wurde 15 min bei 37°C
inkubiert, anschlieend in 5 ml NZY-Medium (= 2.5.3) Uberfuhrt und bis zur Lyse der
Bakterien (etwa 6 h) im Rotationsinkubator bei 37°C inkubiert. Das Phagenlysat
wurde mit 2 yl DNasel (1 mg/ml) und 2 yl RNase-Cocktail (Ambion, Austin, USA)
20 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 100 pl 2 M ZnCl,-Lésung wurde die
Inkubation fir weitere 5 min bei 37°C fortgesetzt. Die Lésung wurde zentrifugiert
(Sigma 3K12, 5.000 x g, 10 min, 4°C). Der Niederschlag wurde in 500 pl TES-Puffer
(0,1 M Tris/HCI pH 8,0, 0,1 M EDTA pH 8,0, 0,3% (w/v) SDS) resuspendiert und
15 min bei 60°C inkubiert. Nach Zugabe von 60 pul 3 M KAc (pH 4,8) erfolgte eine
5 min Zentrifugation (Sigma 2K15, 18.000 x g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde
zweimal mit Phenol/Chloroform (1:1) und zweimal mit Chloroform extrahiert. Die
wassrige Phase wurde mit dem 25fachen Volumen Ethanol versetzt. Die
Nukleinsduren wurden abzentrifugiert (Sigma 2K15, 18.000 x g, 5 min, 4°C), einmal
mit 70% Ethanol gewaschen und in 50-100 pl TE-Puffer (10 mM Tris/HCI pH 7.4,
1 mM EDTA) aufgenommen.

2.6 Heterologe Expression und Affinitdtschromatographie

2.6.1 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Die Transfektionsrate der HEK293-Zellen ist u.a. von der eingesetzten DNA- Menge
abhangig. Deshalb wurden verschiedene DNA-Mengen (1-15 ug) jedes Konstrukts
zur Transfektion eingesetzt und die Transfektionsrate immunzytochemisch bestimmt.
Die DNA-Menge, die die grolite Anzahl gefarbter Zellen ergab, wurde dann fir alle

nachfolgenden Transfektionen verwendet.
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Die Transfektion der HEK293-Zellen erfolgte mit der Calcium-Phosphat-Methode
(CHEN & OKAYAMA, 1987). Fir eine 5 cm Schale wurde die DNA mit H O auf 124
aufgefillt, mit 41 yl 1 M CaCl, versetzt und nach der Zugabe von 165 pl 2x BBS
(50 mM BES, pH 6,95, 280 mM NacCl, 1,5 mM Na;HPOQO,) fir 20 min bei RT inkubiert.
Fur Transfektionsansétze in 9 cm Schalen wurde das Volumen verdreifacht. Die
Ansatze wurden tropfenweise zu den Zellen gegeben und fir 20-22 h im Brutschrank
(Heraeus Instruments BB 6060) bei 35°C, 3% CO. und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Das  Calcium-Phosphat-DNA-Prazipitat wurde lichtmikroskopisch
ausgewertet (Zeiss Mikroskop ID 03) und durch Waschen mit 5 ml 1x PBS sowie
1 ml 1x PBS/EDTA (2 g EDTA/Liter PBS, pH 7,3) entfernt. Die Zellen wurden mit
frischem M10 Medium (5 ml) versetzt und fir weitere 24 h bei 37°C, 5% CO, und
95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Fur immunzytochemische Nachweise wurden die
Zellen nach dem Entfernen des Prézipitats mit 300 pl Trypsin (0,05% Trypsin, 0,2 g/l
EDTA) bei 37°C abgeldst, mit frischem Medium (M10) versetzt und in ,Multiwell-
Platten“ ausplattiert. Alternativ wurden die Zellen fiir immunzytochemische
Nachweise mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern auf Poly-L-Lysin (0,1 mg/ml)
beschichteten Glasplattchen ausgesét. Die Syntheserate der heterolog exprimierten

Gene wurde durch Zugabe von Butyrat (Endkonzentration 3 mM) gesteigert.

2.6.2 Expression und Reinigung von Fusionsproteinen

Fir die Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikérper wurden bakteriell
exprimierte Fusionsproteine verwendet. Als ,bakterieller* Fusionsanteil wurde die
Glutathion S-Transferase (GST) bzw. das Maltose-Bindeprotein (MBP) benutzt.
Zusatzlich wurde ein Konstrukt hergestellt, das hinter den 101 C-terminalen

Aminosauren der CNG-Kanaluntereinheit ein (Histidin)s-Epitop (His-Tag) exprimiert.

Die Expression der GST-Fusionsproteine erfolgte in LB-Medium (= 2.2.2) mit
100 yg/ml Ampicillin. Fusionsproteine mit MBP-Anteil wurden in LB-Medium
(= 2.2.2) mit 0,2% Glucose und 100 pg/ml Ampicillin exprimiert. Konstrukte, die am
C-Terminus ein His-Tag trugen, wurden in YT-Medium (8 g/l Trypton, 5 g/l
Hefeextrakt, 2,5 g/l NaCl) mit 100 ug/ml Ampicillin exprimiert.
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250 ml Medium wurden mit einer Vorkultur beimpft und bei 37°C bis zu einer
ODeoo= 0,4 geziichtet. Durch die Zugabe von Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG; Endkonzentration 0,5 mM) wurde die Expression der Fusionsproteine
gestartet. Etwa 3h nach der IPTG-Zugabe wurden die Zellen geerntet
(Zentrifugation: Beckman J2-21, 3.000 x g, 10 min, 4°C).

Der Bakterienniederschlag wurde in PBS mit 0,5 mg/ml Pefabloc SC (Roche
Diagnostics, Mannheim) resuspendiert. Die Zellen wurden mit 0,1 mg/ml Lysozym
(Merck, Darmstadt) fir 30 min auf Eis inkubiert und anschlielend sonifiziert
(Sonifier B-12, Branson, 6x 30 s, etwa 90 W, 4°C).

Unlésliche Bestandteile wurden durch einen Zentrifugationsschritt (Sigma 3K12,
15.000xg, 10min, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde fur die
Affinitdtschromatographie verwendet oder Uber ein praparatives PAA/SDS-Gel

gereinigt.

2.6.2.1 Glutathion S-Transferase (GST)-Fusionsproteine

GST-Fusionsproteine wurden aus praparativen PAA/SDS-Gelen (= 2.10.2) eluiert.
Dazu wurde das Lysat (= 2.6.2) gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine
durch Anfarbung mit 3 M Kupfersulfat (CuSQO,) sichtbar gemacht. Das GST-
Fusionsprotein wurde ausgeschnitten und UGN bei 4°C gegen 05M
Ammoniumhydrogencarbonat ((NH4)HCO3) in PBS) dialysiert. Die isolierten Proteine
waren ausreichend rein und wurden zur Herstellung von Affinitdtsmatrizes (= 2.7.2)

und fir Western-Blots (= 2.10) verwendet.

2.6.2.2 Reinigung von Maltose-Bindeprotein (MBP)-Fusionsproteinen

Das Maltose-Bindeprotein (MBP) bindet an die Maltosereste einer Amylose-
Affinitatsmatrix. Lasliche MBP-Fusionsproteine kénnen daher
affinitdtschromatographisch tber eine Amylose-Saule gereinigt werden (KELLERMANN
& FERENCI, 1982). Als Saulenmaterial wurden 3 ml Amylose-Agarose (NEB,
Schwalbach) benutzt. Der Uberstand des Bakterienlysates (= 2.6.2) wurde 1:1 mit
Saulenpuffer (200 mM NaCl, 20 mM Tris/HCI pH 7,4, 10 mM B-Mercaptoethanol,
1mM EDTA) verdinnt und auf die Saule (Biorad, Minchen) aufgetragen.

Unspezifisch gebundene Proteine wurden durch Waschen mit 10 Saulenvolumen
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des Saulenpuffers entfernt. Die spezifisch gebundenen Fusionsproteine wurden mit
5 ml 20 MM Maltose (im Saulenpuffer) eluiert. Die Qualitdt der Reinigung wurde
gelelektrophoretisch Uberprift. Das Fusionsprotein wurde zur Immunisierung von

Kaninchen (= 2.7.1) verwendet.

2.6.2.3 Affinitatschromatographische Reinigung von
Histidin-Tag-Fusionsproteinen

Fusionsproteine, die ein Epitop mit sechs Histidinen (His-Tag) tragen, binden an

Nickel-Nitrilotriessigsdure Matrizes (Ni-NTA). Lésliche His-Tag-Fusionsproteine

kénnen deshalb ebenfalls affinitdtschromatographisch gereinigt werden (CROWE et

al., 1994).

Die Ni-NTA Agarose (Qiagen, Hilden) (1 ml Bettvolumen) wurde in
Sonifizierungspuffer (50 mM Tris/HCI pH 8, 300 mM NaCl) aquilibriert. Der Uberstand
des Bakterienlysats wurde unverdiinnt aufgetragen und die Saule zweimal mit 10 ml
Sonifizierungspuffer gewaschen. Die Elution der gebundenen Fusionsproteine
erfolgte schrittweise (jeweils 1 ml) durch eine ansteigende Imidazolkonzentration
(0,1 bis 1 M). Die eluierten Proteine wurden zur Herstellung von Affinitdtsmatrizes

bzw. fur Western-Blots (= 2.10) verwendet.

2.7 Herstellung und Reinigung polyklonaler Antikérper

2.7.1 Immunisierung von Kaninchen

Polyklonale Antikérper gegen die CNG-Kanaluntereinheit wurden durch Injektion von
gereinigten His-Tag-Fusionsproteinen bzw. von gereinigten MBP-Fusionsproteinen in

Kaninchen (Rasse: Weilker Neuseelander) hergestellt.

Zur Immunisierung wurden jeweils 500 ug Fusionsprotein verwendet. Die
Proteinlédsung wurde mit PBS auf 1 ml aufgefullt, mit Adjuvans (ABM-3 komplett;
PAN Biotech, Aidenbach) gemischt und im Abstand von 3 Wochen den Tieren
subkutan gespritzt. Die Immunantwort der Kaninchen wurde im Abstand von

3 Wochen getestet. Das Serum der getdteten Tiere wurde durch eine Zentrifugation
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(Sigma 3K12, 3.000 x g, 30 min, 4°C) vom Blutkuchen getrennt und bei -80°C
gelagert.

2.7.2 Affinitatschromatographische Reinigung polyklonaler Antikérper

Fir die Reinigung der spezifischen Antikérper aus dem Serum wurden
Affinitdtsmatrizes (KENT, 1994) hergestellt. An das Saulenmaterial (CNBr-aktivierte
Sepharose; APB, Freiburg) wurden Fusionsproteine gekoppelt, die den gleichen zur
Immunisierung verwendeten CNG-Kanalbereich besallen, sich im bakteriellen
Abschnitt jedoch unterschieden. His-Tag-CNG-Seren wurden Uber eine GST-CNG-
Matrix und MBP-CNG-Seren wurden Uber eine His-Tag-CNG-Matrix gereinigt.

Es wurden 0,6g Séaulenmaterial (s.0.) in 1mM HCI far 15 min auf Eis
aufgeschwemmt. Das Saulenmaterial wurde auf einer Fritte abgenutscht und mit
200 ml kalter 1 mM HCI in eine Leersaule (Biorad, Minchen) Uberfihrt. Die Saule
wurde mit 10 ml Kopplungspuffer (100 mM NaHCO; pH 8,3, 0,5 M NaCl) aquilibriert
und anschlieBend mit dem Fusionsprotein (UN, 4°C dialysiert gegen
Kopplungspuffer; beim GST-Fusionsprotein zusétzlich mit 0,5% (w/v) SDS) fir 2-3 h
bei RT unter Schitteln gekoppelt. Es wurde einmal mit Kopplungspuffer gewaschen
bevor unbesetzte, aktive Gruppen der Matrix blockiert wurden (Blockierlésung:
100 mM Tris/HCI pH 8, 1 h, RT).

Durch viermaliges Waschen mit 100 mM Tris/HCI pH 8, 0,5 M NaCl und 100 mM Na-
Acetat pH 4, 0,5 M NaCl wurden nicht kovalent-gekoppelte Fusionsproteine entfernt.
AbschlieBend wurde die Saulenmatrix mit der Blockierlésung aquilibriert. Vor dem
Auftragen des polyklonalen Serums wurde die Antigensdule mit jeweils

10 Saulenvolumen der nachfolgenden Puffer aquilibriert:

10 mM Tris/HCI pH 7,5
100 mM Glycin pH 2,5
10 mM Tris/HCI pH 8,8
10 mM Tris/HCI pH 7,5
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Zur Reinigung wurde 1 ml Serum (1:10 verdiinnt in 10 mM Tris/HCI pH 7,5) dreimal
Uber die Saule gegeben. Es wurde mit jeweils 20 Saulenvolumen 10 mM Tris/HCI
pH7,5 und 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5M NaCl gewaschen. Die Elution der
Antikérper erfolgte mit 10 Saulenvolumen Glycin (100 mM pH 2,5). Die sauren Eluate
wurden mit 1 M Tris/HCI pH 8 neutralisiert und Uber Centricon30 (Millipore,
Eschborn) eingeengt. Die gereinigten Antikérper wurden in 0,1 mg/ml BSA,
0,01% NaN3;, 50% Glyzerin , 50 mM NaCl bei -80°C gelagert.

2.8 Isolierung von Membranproteinen und
Konzentrationsbestimmungen

2.8.1 Isolierung von Membranproteinen aus HEK293-Zellen

Fir Western-Blot Analysen wurden Membranproteine aus zuvor transient
transfizierten HEK293-Zellen isoliert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und die
Zellen zweimal mit sterilem PBS gewaschen. Die adhdrent wachsenden Zellen
wurden mit einem Zellschaber von der Kulturschale abgelést und zentrifugiert
(Eppendorf Zentrifuge 5415 C, 2.000 U/min, 5 min, RT). Der Niederschlag wurde in
0,5 ml (9 cm Schale) bzw. 0,2 ml (5 cm Schale) Puffer A (10 mM NaCl, 2 mM EDTA,
25 mM HEPES pH 7,5, 0,5 mg/ml Pefabloc SC) aufgenommen, mit einem Pistill
homogenisiert und zur Lyse der Zellen fir 10 min auf Eis inkubiert.

Nach erneuter Zentrifugation (Sigma 2K15, 18.000 x g, 30 min, 4°C) wurde der
Niederschlag in 0,1 ml (9 cm Schale) bzw. 0,03 ml (6 cm Schale) Puffer B (200 mM
NaCl, 50 mM HEPES pH 7,5, 0,5 mg/ml Pefabloc SC) vollstdndig resuspendiert.
Tropfenweise wurde das gleiche Volumen einer 2%igen CHAPS-Lésung zugegeben.
Die Membranproteine wurden 10 min auf Eis solubilisiert und die entstandenen
Micellen zentrifugiert (Sigma 2K15, 8.000 x g, 10 min, 4°C). Der Uberstand enthielt

die solubilisierten Membranproteine.

2.8.2 Praparation von Membranproteinen aus nativem

Drosophila Gewebe
Proteinextrakte aus nativem Fliegengewebe wurden fur Western-Blot Analysen, mit
kleinen Anderungen, nach der Methode von SHAH & HYDE (1995) prépariert.
50 Képfe und 50 Kérper adulter Fliegen wurden prapariert und eingefroren (-80° C).
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Die Proben wurden in Extraktionspuffer (60 mM Tris/HCI pH 7,0, 2% SDS,
10% Glyzerin , 0,001% Bromphenolblau, 1% B-Mercaptoethanol, 0,5 mg/ml Pefabloc
SC) aufgenommen und mit einem Pistill homogenisiert. Die Ansatze wurden 5 min
bei 95°C denaturiert und anschlief3end zentrifugiert (Sigma 2K15, 1.000 x g, 2 min,
4°C). Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde mit der Amido-Schwarz-
Methode (= 2.8.3.2) bestimmt.

2.8.3 Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen

2.8.3.1 Konzentrationsbestimmung |6slicher Proteine

Die Proteinkonzentration Iéslicher Proteine wurde nach BRADFORD (1976) bestimmt.
Die Proteinprobe wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 800 pl aufgefillt
und mit 200 ul Bradford-Reagenz (Protein Assay, Bio-Rad, Miinchen) versetzt. Nach
10 minutiger Inkubation bei RT wurde die Absorption der Lésung bei 595 nm
bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer mit Rinderserum-Albumin
(BSA) (NEB, Schwalbach) erstellten Kalibrierkurve bestimmt.

2.8.3.2 Konzentrationsbestimmung von Membranproteinen

Detergenzien und Lipide stéren die Konzentrationsbestimmung nach BRADFORD
(1976). Deshalb wurden Proteinkonzentrationen alternativ mit der Amido-Schwarz-
Methode bestimmt.

Zum Vergleich wurden BSA-L&sungen bekannter Konzentration (NEB, Schwalbach)
verwendet. Die Proben sowie die BSA-Lésungen (1-10 pg) wurden mit Wasser auf
200 pl aufgefillt und mit 20 yl 10% SDS gemischt. Es wurden 30 pl 1 M Tris/HCI
pH 7,5, 1% SDS hinzugegeben und vermischt. Zur Fallung der Proteine wurden 60 pli
104% (w/v) Trichloressigsaure (TCA) zugegeben und fur 30 min bei RT inkubiert. Ein
Membranfilter (Type HA, PorengréRe 0,45 pm, Millipore, Eschborn) wurde mit 2 ml
6% TCA auf einer Vakuumfilteranlage (Millipore, Eschborn) benetzt. Die Protein-
Proben wurden auf den Filter aufgetragen und anschlieBend mit 2 ml 6% TCA
gewaschen. Der Filter wurde fir 3 min in einer Féarbelésung (0,5% (w/v)
Amidoschwarz 10B, 45% Methanol, 10% Essigsaure, 45% Wasser) inkubiert, kurz
mit Wasser gespllt und dreimal fur 1 min in Entfarbelésung (90% Methanol,

2% Essigsaure, 8% Wasser) gegeben. Die angefarbten Bereiche (Protein) wurden
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ausgeschnitten und 20 min in 1 ml Elutionslésung (25 mM NaOH, 50 uM EDTA,
50% (v/v) Ethanol) in einem Tischschiuttler (Eppendorf Mixer 5432) extrahiert. Die
Absorption der Lésung wurde mit einem Ultrospec 3000 (APBiotech, Freiburg) bei
630 nm gegen eine Nullprobe ermittelt. Anhand der BSA-Referenzwerte konnte die

Proteinkonzentration der Probenlésung bestimmt werden.

2.8.4 Modifikation von Proteinen

2.8.4.1 Deglykosylierung von Membranproteinen

Membranproteine sind haufig posttranslational modifiziert. Zu den bekanntesten
Modifikationen gehért die Glykosylierung. Ob ein Protein modifiziert vorliegt, kann
enzymatisch geprift werden. Das Enzym Peptid N-Glykosidase F (PNGase F) aus
Flavobacterium menigosepticum spaltet N-glykosidisch gebundene Zucker ab.

Membranproteinlésungen (= 2.8.1) wurden fir 10 min bei 37°C denaturiert
(0,5% SDS, 1% B-Mercaptoethanol). Die Deglykosylierung erfolgte fiir 4 h bei 37°C in
50 mM PBS pH 7,5, 1% Nonidet P 40 mit 500 U PNGase F (NEB, Schwalbach).

Kontrollreaktionen wurden ohne Zugabe des Enzyms durchgefiihrt.

2.9 Immunprazipitation

Die Immobilisierung eines monoklonalen Maus-o-HA-Antikérpers (12CAS5; zur
Verfigung gestellt von Frau Dr. E. Kremmer, GSF Minchen) an Protein G-
Sepharose und die Immunpréazipitation von Membranproteinen an der Antikérper-
Séaulenmatrix wurden in Anlehnung an BONIFACINO et al. (1999) durchgefiihrt. Fiir die
Antikérper-Sdulenmatrix wurden 2 mg Maus-o-HA-Antikérper an Protein G-
Sepharose 4B Fast Flow (1 ml Saulenvolumen) (Sigma, Deisenhofen) mit dem
quervernetzenden Reagenz Dimethylpimelimidatdihydrochlorid (DMP; Sigma,
Deisen) gekoppelt. Die Antikdrper-Saulenmatrix wurde mir von Dr. A. Scholten (IBI 1,

Forschungszentrum Jilich) zur Verfigung gestellt.
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2.9.1 Immunprazipitation von Membranproteinen an einer
Antikérper-Saulenmatrix
Immunprazipitationen wurden mit 50 uyg Membranproteinen aus heterolog
transfizieten HEK293-Zellen (= 2.8.1) in einem Eppendorf-Reaktionsgefaf
durchgefiihrt. Zum Wechseln der Flissigkeit wurde die Sdulenmatrix zentrifugiert
(Sigma 3K12, 200 x g, 5 min, 4°C), der Uberstand entfernt und das Saulenmaterial
resuspendiert. Wahrend der Inkubationen wurde das Saulenmaterial durch
Invertieren in Suspension gehalten.
Die in Puffer B resuspendierten Membranproteine (= 2.8.1) wurden zunachst fur 1 h
bei 4°C mit dem gleichen Volumen Triton X-100 (in Puffer D: 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1% (w/v) Triton X-100, 20 mM HEPES/NaOH
pH 7,4, 0,5 mg/ml Pefabloc SC) solubilisiert. AnschlieRend wurden sie flr 30 min bei
4°C mit 100 pyl Protein G-Sepharose 4B Fast Flow (&quilibriert in Puffer D)
vorinkubiert, um die Proteine zu entfernen, die unspezifisch mit der Gelmatrix
wechselwirken. Die Protein G-Sepharose wurde zentrifugiert und die vorinkubierte
Proteinsuspension zu 100 pl der in Puffer D aquilibrierten Antikérper-Saulenmatrix
gegeben. Der Ansatz wurde fir 2 h bei 4°C inkubiert und anschlieRend zentrifugiert.
Der Uberstand enthélt die nicht gebundenen Proteine (Durchfluss) und wurde
abgenommen. Die Sdule wurde insgesamt finfmal mit vier Saulenvolumen Puffer D
gewaschen. Die Elution der gebundenen Membranproteine erfolgte durch Zugabe
von 100 pl Elutionspuffer (100 mM Glycin pH 2,5, 0,1% (w/v) Triton X-100). Alle noch
gebundenen Proteine wurden mit einer SDS-haltigen Lésung (2% (w/v) SDS, 5 mM
EDTA, 20 mM Tris/HCI pH 7,5) entfernt. Die einzelnen Fraktionen wurden in einem
PAA/SDS-Gel (= 2.10.2) aufgetrennt und im Western-Blot ausgewertet.

2.10 Nachweis immobilisierter Proteine

2.10.1 Protein-GréRenstandard

Denaturierende Protein-Gele wurden mit dem LMW-GréRenstandard (APB, Freiburg)
in 1x SDS-Probenpuffer (1,6% (w/v) SDS, 1% (v/iv) B-Mercaptoethanol, 50 mM
Tris/HCI pH 7,6, 12,5% (w/v) Glyzerin , 0,013% (w/v) Bromphenolblau) beladen. Der

Grélenstandard enthélt folgende Proteine: Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel
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(94 kDa), Albumin aus Rinderserum (67 kDa), Ovalbumin aus Huhnereiweil}
(43 kDa), Carboanhydrase aus Rinder-Erythrozyten (30 kDa), Trypsin-Inhibitor aus
Sojabohne (20,1 kDa), o-Lactalbumin aus Kuhmilch (14,4 kDa). Zwischenzeitlich
wurden flr einige Komponenten die GréRenangaben vom Hersteller (APB, Freiburg)
korrigiert: Phosphorylase b aus Kaninchenmuskel (97 kDa), Albumin aus

Rinderserum (66 kDa) und Ovalbumin aus Hihnereiweil3 (45 kDa).

Zusatzlich wurde der HMW-GréRenstandard (APB, Freiburg) benutzt. Dieser
GroéRenstandard enthéalt folgende Proteine: Myosin aus Kaninchenmuskel (220 kDa),
o-2-Makroglobulin aus Rinderplasma (170 kDa), B-Galaktosidase aus E. coli

(116 kDa), Transferrin aus dem Menschen (76 kDa), Glutamat Dehydrogenase aus
Rinderleber (53 kDa).

2.10.2 Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Trennung der Proteine wurde nach LAEMMLI (1970) in
7,5%igen bis 12,5%igen denaturierenden PAA/SDS-Gelen (Verhaltnis Acrylamid :
Bisacrylamid = 37.5:1) durchgefuhrt. Fir lineare Gradientengele wurden
Acrylamidkonzentrationen zwischen 5 und 15% verwendet. Zur elektrophoretischen
Auftrennung wurde eine Minigel Twin Kammer (Biometra, Géttingen) (Gelmale 10 x
8 x 0,1 cm) benutzt. Die Proteinproben wurden mit 3-4 Volumen SDS-Probenpuffer
(= 2.10.1) versetzt. Die Elektrophorese (Elektrodenpuffer: 25 mM Tris, 0,1% SDS,
192 mM Glycin) erfolgte im Sammelgel bei 15 mA und im Trenngel bei 20 mA bis die
Bromphenolblaufront gerade aus dem Gel ausgetreten war.

Die Auftrennung von Proteinextrakten aus Drosophila melanogaster und praparative
Trennungen von Fusionsproteinen erfolgten in 10%igen PAA/SDS-Gelen in einer
Hoefer-Gelkammer (Studier 400, 15 x 14 x 0,15 cm) bei 70 mA UN.

Die PAA/SDS-Gele wurden mit Coomassie-Blau angefarbt (MEYER & LAMBERTS,
1965). Gele wurden fur 1-2 h in Farbelésung (30% Ethanol, 10% Essigsaure, 0,2%
Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva, Heidelberg)) inkubiert und anschlielend in
Entfarbelésung (30% Ethanol, 10% Essigsaure) wieder entfarbt, auf VWhatman-Papier

Ubertragen und getrocknet.
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2.10.3 Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen (,\Western-Blot*)

Far immunologische Nachweise wurden die Proteine im Semi-Dry-Verfahren (TOWBIN
et al., 1979) mit einem Multiblot-Transfergerat (Roth, Karlsruhe) nach den Angaben
des Herstellers (30 min bei 5 mA/cm? Gelflache, d.h. ~ 245 mA) aus PAA/SDS-Gelen
auf eine PVDF-Membran (Immobilon-P-Membran, Millipore, Eschborn) (ibertragen.
Der Transfer wurde durch eine reversible Anfarbung mit 2%iger Ponceau-Rot-

Lésung (2% Ponceau S, 5% Essigsaure) kontrolliert.

Die Spezifitdt und Affinitdt von Seren und gereinigten Antikérpern wurde auch mit
» 1 upfeltests® (Dot-Blots) getestet. Dazu wurden verschiedene Mengen (0,2-20 ng)
gereinigter Fusions- und Kontrollproteine auf eine Nitrocellulose-Membran (Protran
Nitrocellulose, Schleicher & Schuell, Dassel) aufgetropft. Nach dem Antrocknen

erfolgte der Nachweis analog dem \Western-Blot-Verfahren (= 2.10.4).

2.10.4 Immunologischer Proteinnachweis auf Western-Blot Membranen

Western-Blots wurden einmal fiur 10 min bei RT in 1x PBS gewaschen. Die
Membranen wurden fir 30min bei RT in Blockierlésung | (0,5% (w/v)
Magermilchpulver in PBS) inkubiert und anschlieBend zweimal fur je 10 min mit
Lésung | (0,05% (w/v) Tween20 in PBS) gewaschen. Fur Blots mit
Membranpraparationen aus HEK293-Zellen und aus Drosophila Geweben wurde
Blockierlésung Il (2,5% (w/v) Magermilchpulver, 0,5% (w/v) BSA in 1x PBS)
verwendet.

Die Membranen wurden mit dem Erstantikérper (verdinnt in Lésung |) fir 1 h bei RT
inkubiert und danach zweimal fir 10 min bei RT in Lésung | gewaschen. Es folgte
eine 30 minutige Inkubation bei RT mit dem Zweitantikdrper (verdinnt in Lésung 1).
Die Membranen wurden zweimal fir 10 min mit Lédsung | und einmal fir 10 min mit
1x PBS gewaschen. Der Nachweis der spezifisch gebundenen Antikérper erfolgte mit
-,ECL-Western blotting detection reagents® (APB, Freiburg). Dazu wurden die Blot-
Membranen 1 min bei RT in ECL-Inkubationslésung (ECL-Lésung 1 und ECL-
Lésung 2 im Verhaltnis 1:1) Gberfuhrt. Der Nachweis gebundener Antikérper erfolgte
durch Belichtung von Rdéntgenfilmen (Hyperfilm ECL, APB, Freiburg) fir 10 s bis 2 h.
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2.10.5 Wiederverwendung von Western-Blot Membranen

Die Membran wurde nach der Entwicklung des Réntgenfilms mit 1x PBS gewaschen.
Die Ablésung der gebundenen Antikérper erfolgte durch zweimal 5 minltige
Inkubation mit 0,2 M NaOH bei RT. Die Membran wurde mehrfach mit 1x PBS
gewaschen und bei 4°C in PBS mit 0,01% NaN; gelagert.

2.11 Immunzyto- und Immunhistochemie

2.11.1 Immunzytochemie an HEK293-Zellen

Der Nachweis heterolog exprimierter Proteine erfolgte 45 Stunden nach der
Transfektion der HEK293-Zellen (= 2.6.1). Die Zellen wurden zweimal mit 1x PBS
gewaschen und fur 15 min bei RT mit einer 4%igen Paraformaldehyd-Lésung (PA)
fixiert. Das PA wurde durch drei Waschschritte mit 1x PBS entfernt und die Zellen mit
Prainkubationslésung (10% Normal goat serum (v/v) (NGS), 0,5% Triton X-100 (w/v)
in 1x PBS) fir 30 min bei RT inkubiert. Der Erstantikérper wurde in Verdiinnungen
von 1:10 bis 1:100 in PBS™ (5% NGS (v/v), 0,5% Triton X-100 (w/v) in 1x PBS) fur 60
min bei RT eingesetzt. Nach drei 15 minttigen Waschschritten mit 1x PBS wurde
Zweitantikérperlésung (1:100 verdunnt in PBS") fur 30 min bei RT zugegeben. An
den Zweitantikorper ist das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) kovalent gebunden.
Nach der Inkubation wurde dreimal fir 15 min mit PBS gewaschen. Der Nachweis
der gebundenen Antikérper erfolgte durch eine HRP-katalysierte Oxidationsreaktion.
Eine Farbstofflésung, die Diaminobenzidin (DAB) (0,05% (w/v) DAB,
0,01% Wasserstoffperoxid in 1x PBS) enthielt, wurde fir 30 s bis 15 min zu den
Zellen pipettiert.

Das oxidierte DAB bildet einen unléslichen braunen Niederschlag. Die Reaktion
wurde durch dreimaliges Waschen mit 1x PBS gestoppt. Die Glasplattchen wurden in
AquaPoly/Mount (Poly sciences, Warrington, USA) eingebettet und
lichtmikroskopisch (Axiovert 35, Zeiss) ausgewertet bzw. photographiert (Nikon F3).

Alternativ wurden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Zweitantikérper (= Tabelle 2)

verwendet, um  koexprimierte Proteine nachweisen zu kdnnen. Die
Zweitantikérperlésung wurde 1:500 in PB (81 mM NazHPO4, 19 mM NaH,PO,)
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verdiinnt und fur 30 min bei RT zugegeben. Nach dem Waschen mit 1x PBS erfolgte
der Nachweis gebundener Antikérper mit einem konfokalen Lasermikroskop

(= 2.11.2.3). Die Anregung der Fluorophore der Sekundarantikérper erfolgte seriell.

Fir den immunzytochemischen Nachweis des His-Tag-Epitops wurde ein
monoklonaler Antikérper (PentaeHis Alexa Fluor 488 Conjugate, Qiagen, Hilden)
verwendet, der gegen 5 Histidine gerichtet und mit dem Fluorophor Alexa-488
konjugiert ist. Die Erstantikdrperlésung wurde in einer Verdiinnung von 1 : 1.000 in
PB fur 60 min bei RT eingesetzt. Nach der Inkubation wurde dreimal mit 1x PBS

gewaschen, die Glasplattchen eingebettet und mikroskopisch ausgewertet.

2.11.2 Immunhistochemie an Gewebeschnitten von
Drosophila melanogaster

2.11.2.1 Anfertigung von Gewebeschnitten

Adulte Fliegen wurden mit Ethylether betdubt und dorsal mit Nagellack auf einem
Zahnstocher fixiert. Nach Zugabe einer frisch angesetzten Fixierlésung
(4% Paraformaldehyd in 1x PBS pH 7,2 oder 5% Glutardialdehyd (Merck, Darmstadt)
in Tris/HCI pH 7,6) wurden die Luftsdcke im Kopf der Tiere mit einer Kaniile
angestochen, um die Fixierung des Gewebes zu erleichtern. Die vorbehandelten
Tiere wurden flr 3 h bei 4°C inkubiert und anschlieBend in Drosophila Ringer-Lésung
(182 mM KCI, 46 mM NaCl, 3 mM CaCl,, 10 mM Tris/HCI pH 7,2) mit 25% Sucrose
bei 4°C gelagert.

Die Kopfe der fixierten Fliegen wurden in Einbettmedium (Tissue Freezing Medium,
Leica Instruments, Nussloch) Uberfihrt und in flussigem Stickstoff eingefroren. Es
wurden 12 uym dicke Gefrierschnitte (Kryostat: 2800 Frigocut E, Reichert/Jung/Leica)
bei einer Umgebungstemperatur von -24°C und einer Objekttemperatur von -20°C
angefertigt. Die Schnitte wurden auf gelatinisierte Objekttrager aufgenommen,
getrocknet und entweder sofort fur die Immunhistochemie verwendet oder bei -20°C
gelagert.

Fir die Gelatinisierung wurden SuperFrost-Objekttrager eingesetzt. Nach dem
Entfetten in absolutem Alkohol (iN) wurden die Objekttrager fur 5 min in 2% Gelatine
bei 42°C inkubiert und UN bei 60°C getrocknet.
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2.11.2.2 Farbniederschlag und Durchlichtmikroskopie

Gewebeschnitte adulter Drosophila Képfe wurden mit einem Fettstift (Pap Pen,
Kisker, Mihlhausen) eingegrenzt und mit Lésung | (0,2% (w/v) Triton X-100 in
1x PBS, pH 7,4) gewaschen. AnschlieRend wurde Prainkubationslésung (0,2% (w/v)
Triton X-100, 1% (v/v) NGS in 1x PBS) fir 30 min bei RT zugegeben. Sie wurde
durch die Erstantikérper-Verdinnung (gereinigter Antikérper 1:50 bis 1:100 in

Lésung 1) ersetzt und UN bei 4°C auf den Schnitten belassen.

Die Schnitte wurden am nachsten Tag zweimal fir 15 min mit Lésung | gewaschen.
Der Nachweis der Erstantikérperbindung erfolgte mit der ABC-Methode (Avidin-
Biotinylierter Peroxidase-Complex, Hsu et al., 1981). Dabei tragt der Zweitantikérper
(rbBio, Sigma) kovalent gebundenes Biotin, das hochaffin an HRP-markiertes Avidin
(ExtrAvidin-Peroxidase konjugiert, Sigma) bindet.

Die Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikérper (1 : 1.000 in NG (5% (v/v) NGS,
0,5% (w/v) Triton X-100 in PB)) erfolgte fir 3 h bei RT. Es wurde zweimal fir 15 min
mit Lésung | gewaschen. Anschlielend wurde das markierte Avidin (1 : 300 in PB)
fur 2 h bei RT zugegeben. Nach der Inkubation wurde zweimal fir 15 min mit
Lésung | und einmal fur 15 min mit 1x PBS gewaschen. Der Nachweis des spezifisch
gebundenen Antikérpers erfolgte durch eine HRP-Reaktion mit dem Chromogen
Diaminobenzidin (DAB) (= 2.11.1) fir 30 min bei RT. Nach mehrmaligem Waschen
mit 1x PBS wurden die Schnitte eingebettet und der braune Niederschlag

lichtmikroskopisch ausgewertet.

2.11.2.3 Fluoreszenzmarkierte Antikérper und konfokale Mikroskopie

Der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Zweitantikérpern in Kombination
mit einem konfokalen Mikroskop erhéhte die Nachweis-Empfindlichkeit deutlich. Die
Gewebeschnitte adulter Drosophila Képfe bzw. Gehirne von Larven (3. Stadium)
wurden mit einem Fettstift eingegrenzt und Prainkubationsliésung (0,012% (w/v)
Tween 20 in PBS) fur 20 min bei RT zugegeben. Nach zwei Waschschritten mit PB
wurde Blockierlésung (0,5% BSA, 0,1% Kaltwasserfischgelatine in PB) fiir 30 min bei

RT zugegeben. Sie wurde durch die Erstantikdrperlédsung (gereinigter Antikérper
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1: 50, a-rb-uNOS (Sigma, Deisenhofen) 1 : 50 bis 1 : 100, a-rb-Opsin (Dr. A. Huber,
Karlsruhe) 1 : 20 in Blockierlésung) ersetzt und UN bei 4°C inkubiert.

Die Praparate wurden dreimal 15 min mit PB gewaschen. Der Nachweis der
Erstantikérperbindung erfolgte mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Zweitantikérpern fur 3 h bei RT.

Nach mehrmaligem Waschen mit PB wurde die Bindung der Zweitantikbrper mit
einem inversen konfokalen Lasermikroskop (TCS SP, Leica) nachgewiesen. Dieses
Mikroskop war mit einem Ar/Kr-Laser ausgertistet, der vier Spektrallinien emittiert
(476, 488, 568, 647 nm). Die Eigenschaften und Verdiinnungen der verwendeten
Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Zweitantikérper sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Tabelle 2: Eigenschaften und verwendete Verdiinnungen der Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Zweitantikorper

Fluorophor * Verdlinnung Anregungs- Hersteller
Maximum [nm]

gt-o-rt-Alexa-488 1:500 488 Molecular Probes,
Leiden, Niederlande

gt-o-rt-Alexa-568 1:500 568 Molecular Probes,
Leiden, Niederlande

d-o-rb-CY3 1:500 554 Dianova, Hamburg

d-o-rb-CY5 1:100 652 Dianova, Hamburg

*} Abkiirzungsverzeichnis der Zweitantikérper: d = donkey (im Esel hergestellt), gt = goat (Ziege);
o = Anti-; gerichtet gegen Erstantikérper aus: rb = rabbit (Kaninchen), rt = rat (Ratte)

Das emmitierte Fluoreszenzlicht wurde mit verstellbaren Bandpassfiltern einem
Fluoreszenzdetektor (,Photomultiplier) zugefiuhrt und zu einem digitalen Bild
weiterverarbeitet. Durch das konfokale Prinzip gewinnt man Bilder aus sehr diinnen
Gewebeschnittebenen, die kaum Fluoreszenzlicht aus anderen Objektebenen
enthalten. Der raumliche Eindruck eines Gewebeschnittes wurde im Computer durch
Uberlagerung mehrerer Schnittebenen eines Préaparates erzeugt. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Fluoreszenzabbildungen stellen Projektionen aus 2 bis maximal 16

Bildebenen dar. Durchlichtaufnahmen wurden ebenfalls mit dem konfokalen
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Mikroskop und einer Differenziellen Interferenz Kontrast (DIC oder Normarski)-Optik

digital aus einer einzigen Bildebene erzeugt.

2.11.3 Immunhistochemie an larvalen Gehirnen von
Drosophila melanogaster
Larvale Gehirne wurden 0N bei 4°C in 1x PBS mit 1% Saponin permeabilisiert und

wie unter 2.11.2.3 beschrieben weiterbehandelt.

2.12 Diaphorase-Farbung

2.12.1 Diaphorase-Farbung an larvalen Gehirnen von
Drosophila melanogaster

Fur die Praparation larvaler Gehirne wurden Tiere des 3. Larvenstadiums verwendet.
Sie wurden in eiskaltem 1x PBS immobilisiert. Das Gehirn wurde unter einem
Binokular (Zeiss STEMI DV 4) prapariert. Das Gewebe wurde 1 h in 4%igem
Paraformaldehyd bei 4°C fixiert. Die Gehirne wurden mehrmals mit 1x PBS
gewaschen und tber Nacht bei 4°C mit 1% (w/v) Saponin in 1x PBS permeabilisiert.
Die Gehirne wurden dreimal mit 1x PBS gewaschen und dann fir 5 Stunden bei RT
im Dunkeln mit einer Farbelésung (0,1 mM 4-Nitrotetrazoliumchloridblau (NBT),
0,1 mM B-NADPH, 0,1% (w/v) Triton X-100 in 1x PBS) inkubiert. Die Kontrollgehirne
wurden in einer Farbelésung inkubiert, die kein B-NADPH enthielt. Unmittelbar nach

der Inkubation wurde die Farbung lichtmikroskopisch ausgewertet und dokumentiert.

2.12.2 Diaphorase-Féarbung an Gewebeschnitten adulter Fliegen

Fir die Farbung von Gewebeschnitten wurde sowohl der Wildtyp-Stamm Oregon R
als auch die weilRdugige Mutante w1118 eingesetzt. Die Gefrierschnitte adulter Képfe
(= 2.11.2.1) wurden nach MULLER (1993) angefarbt.

Die Schnitte wurden fur 1 h bei RT im Dunkeln mit Farbelésung (0,2 mM NBT, 1 mM
B-NADPH, 0,2% (w/v) Triton X-100 in 1x PBS) inkubiert. Die Kontrollgehirne wurden
gleich behandelt. Die Farbelésung enthielt jedoch kein 3-NADPH.
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Nach der Farbung wurden die Praparate dreimal mit PBS gewaschen und
eingebettet. Der blaue Formazan-Niederschlag wurde lichtmikroskopisch

ausgewertet und photographiert.

2.13 Elektrophysiologische Messungen

Die elektrophysiologische Charakterisierung der Drosophila CNG-Kanale wurde von
Dr. S. Frings (IBI 1, Forschungszentrum Jilich) durchgefihrt. Die
Kanaluntereinheiten wurden in HEK293-Zellen oder HEK-TSA-Zellen heterolog
exprimiert. Die Messungen erfolgten mit der ,Patch clamp®“-Technik (HAmMILL et al.,
1981) in der ,inside out-patch“-Konfiguration. Ein Membransttick (,patch®) wurde mit
einer Messpipette so von der Zelle abgezogen, dass die zytoplasmatische Seite zur
Badlésung (140 mM NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM HEPES/NaOH pH 7,4) gerichtet
war. Der Pipettenwiderstand betrug ca. 5 MQ, nach Abziehen des Patches von der
Zelle > 2 GQ (,Seal“-Widerstand).

Die elektrophysiologischen Messungen wurden bei definieter Spannung
(Spannungsklemme) durchgefiihrt (EPC7; List, Darmstadt). Der Membranstrom
wurde durch einen Tiefpassfilter (1 kHz, 8-Pol Bessel Filter, Frequency Devices,
Massachusetts/USA) gefiltert und die Messwerte gespeichert (A/D-Wandler und
Software: pClamp 6.0.3, Axon Instruments, Burlinggame/ USA). Die Membranstiicke
wurden aus parallel angeordneten Quarz-Kunststoff-Kapillaren mit den Testlésungen
perfundiert. Flr die Messung der cGMP- bzw. cAMP-induzierten Stréme wurde die
Pipette mit der Badlésung geflllt und die Membranstiicke mit den angegebenen

Konzentrationen von cGMP bzw. cAMP in Badlésung perfundiert.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, zelluldre Komponenten, die an cGMP-
gesteuerten Signalwegen im Zentralnervensystem (ZNS) von Drosophila
melanogaster beteiligt sind, zu identifizieren und zu charakterisieren.

Vor einiger Zeit wurde in unserem Arbeitskreis die Untereinheit eines zyklisch
Nukleotid-gesteuerten lonenkanals (Dmcnga) kloniert und elektrophysiologisch
charakterisiert (BAUMANN et al., 1994). Die Sequenzierung des vollstandigen
Drosophi