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1 Einleitung

Ionenkanale kontrollieren den IonenfluB tiber Membranen. Sie sind integrale Membran­

proteine und bilden hydrophile Poren in del' Lipidmembran, die den passiven FluB von elek­

trisch geladenen Ionen ermoglichen, Diese Funktion ist entscheidend fur die Entstehung und

Weiterleitung elektrischer Signale, z.B. in sensorischen Zellen, Nervenzellen und Muskelzel­

len. Ionenkanale unterscheiden sich in ihrer Ionenselektivitat und im Aktivierungsmechanis­

mus.

Viele Ionenkanale werden durch Anderung del' Membranspannung aktiviert (Ubersicht: Ter­

lau & Sttihmer, 1998; Armstrong & Hille, 1998). Einige Ionenkanale werden durch mechani­

sche Krafte beeinfluBt (Ubersicht: Ghazi et al., 1998). Eine groBe Gruppe von Ionenkanalen

wird durch die Bindung von Liganden aktiviert, Einige Liganden binden extrazellular ~,Neu­

rotransmitter"; Ubcrsicht: Barnard et al., 1996), andere binden intrazellular (z.B. zyklische

Nukleotide).

1.1 Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanale

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanale ("CNG-Kanale") gehoren funktionell zur Gruppe

del' ligandengesteuerten Ionenkanale, Sie bilden eine Familie von Kationenkanalen und wer­

den durch die intrazellulare, kooperative Bindung del' zyklischen Nukleotide cGMP bzw.

cAMP geoffnet (Ubersicht: Zufall et al., 1994; Kaupp, 1995). Aufgrund gemeinsamer struktu­

reller Merkmale gehoren CNG-Kanale zur gleichen genetischen Superfamilie wie die span­

nungsabhangigen Ionenkanale (Jan & Jan, 1990; Guy et al., 1991; Goulding et a!., 1992; Bo­

nigk et al., 1993). Sie werden jedoch nicht durch Spannungsanderung aktiviert und sind nul'

schwach spannungsabhangig (Kaupp, 1989; Yau & Baylor, 1989; Lynch & Lindemann,

1994). Viele CNG-Kana1e sind molekularbiologisch und elektrophysiologisch charakterisiert

worden (Obersicht: Kaupp, 1995; Finn, 1996; Zagotta & Siegelbaum, 1996; Wei et al., 1998).

CNG-KanaIe gehoren zur Gruppe del' nicht-selektiven Kationenkanale, da sie verschiedene

monovalente Kationen schlecht unterscheiden konnen (Frings et al., 1992; Torre & Menini,

1994; Haynes, 1995a). Sie leiten auch divalente Kationen. Diese blockieren dabei den Strom,

del' durch monovalente Kationen getragen wird (Ubersicht: Yau & Baylor, 1989; Kaupp &

Altenhofen, 1992; Sesti et al., 1994; Frings et al., 1995; Haynes, 1995b; Seifert et al., 1999;

Dzeja et al., 1999).
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CNG-Kaniile wurden erstmals in sensorischen Zellen von Wirbeltieren identifiziert (Seh­

stiibchen: Fesenko et al., 1985; Sehzapfen: Haynes & Yau, 1985; Riechzellen: Nakamura &

Gold, 1987), CNG-Kaniile bestehen aus verschiedenen homologen Untereinheiten. Die

Stochiornetrie der Untereinheiten ist unklar. CNG-Kanaluntereinheiten werden als CNCa und

CNCp bezeichnet. Der CNG-Kanal in Sehstabchen wird durch eine CNCa1-Untereinheit

(Kaupp et al., 1989) und eine CNCp1a-Untereinheit (Chen et al., 1994; Korschen et al., 1995)

gebildet. In Sehzapfen ist eine weitere, als CNCa2 bezeichnete, a-Untereinheit (Bonigk et

al., 1993; Weyand et al., 1994) gefunden worden. Eine p-Untereinheit ist in Sehzapfen bis­

lang nicht nachgewiesen worden. Der CNG-Kanal in Riechzellen besteht aus den Unterein­

heiten CNCa3 (Dhallan et al., 1990; Ludwig et al., 1990), CNCa4 (Bradley et al., 1994; Li­

man & Buck, 1994) und CNCplb (Sautter et al., 1998; Bonigk et al., 1999),

COOH

Abb.1.1: Modell der transmembranalen Topologie einer cc-Unterelnhelt der zyklisch Nukleotid­
gesteuerten Ionenkaniile nach Henn et al, (1995). Dargestellt sind die transmembranalen Segmente Sl-S6, die
Porenregion (P) und die eNMP-Bindestelle (eNMP). Das N-terminale Ende des Proteins ist mit NH, bezeiebnet,
das C-terminale Ende mit COOH, N- und C-Terminus befinden sieb intrazelluliir. Im N-Terminus einiger a­
Untereinheiten befindet sich eine Bindestelle fiir Calmodulin (ErIiiuterungim Text),

Die transmembranale Topologie einer cs-Untereinheit ist in Abb. 1.1 dargestellt. CNG-Kaniile

lihneln in ihrer Struktur den spannungsgesteuerten Kalium-Kanalen, Sie besitzen sechs trans­

membranale Segmente (Sl-S6: Henn et al., 1995). Zwischen dem ftlnften und sechsten Seg­

ment befindet sich ein Bereich, der homolog zur Porenregion spannungsabhiingiger Kanale

ist (Guy et al., 1991; Goulding et al., 1992; Heginbotham et al., 1992; Bonigk et al.,

1993). Dieser Bereich ist auch in CNG-Kaniilen an der Ausbildung der Pore beteiligt
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(Goulding et al., 1993; Root & MacKinnon, 1993; Eismann et al., 1994; Rho & Park, 1998).

Im transmembranalen Segment S4 befindet sich ein Sequenzmotiv, das dem "Spannungsfilh­

ler" -Motiv del' spannungsabhangigen Ionenkanale ahnelt. Diesel' Proteinbereich vermittelt

moglicherweise die schwache Spannungsabhangigkeit del' CNG-Kaniile. N- und C-Terminus

del' CNG-Kaniile befinden sich intrazellular (Cook et al., 1989; Molday et al., 1991). Im

N-Terminus einiger a-Untereinheiten befindet sich eine funktionelle Calmodulinbindestelle

(CNCa3: Liu et a!., 1994; CNCa2: Bonigk et a!., 1996) bzw. ein homologes Motiv, Im

C-Terminus befindet sich die Bindestelle fur zyklische Nukleotide ("cNMP-Bindestelle"). Die

Bindestelle wurde durch Sequenzvergleich mit cAMP- bzw. cGMP-abhiingigen Proteinkina­

sen (Weber et a!., 1987 und 1989) identifiziert (Kaupp et al., 1989; Kumar & Weber, 1992).

Durch die Bindung del' zyklischen Nukleotide erfolgt vermutlich eine Konformationsande­

rung del' Bindestelle. Diese wird dann auf andere Proteinbereiche ubertragcn und fUhrt zur

Offnung del' Kanale (Goulding et a!., 1994; Gordon & Zagotta, 1995). Del' genaue Mecha­

nismus del' Aktivierung ist jedoch unklar (Brown et al., 1998). Wahrscheinlich spielt dabei

del' Bereich zwischen dem sechsten transmembranalen Segment und del' cNMP-Bindestelle

eine wichtige Rolle (Paoletti et aI., 1999).

1.2 Funktion und physiologische Bedeutung von CNG·Kanalen

1.2.1 Signaltransduktion in Sehzellen von Wirbeltieren

Licht wird bei Wirbeltieren in den Sehstabchen und Sehzapfen del' Netzhaut absorbiert und

durch eine Enzymkaskade ("Sehkaskade") in ein elektrisches Signal umgewandelt ("Photo­

transduktion"; Uberblick: Stryer, 1991; Yau, 1994; MUller & Kaupp, 1998). Sehstabchen er­

moglichen das Sehen bei schwachem Licht. Sehzapfen ermoglichen das Farbensehen bei Ta­

geslicht. Beide Zelltypen (Abb, 1.2.lA) sind morphologisch in ein iiuBeres und ein inneres

Segment unterteilt. Das AuBensegment enthalt aIle molekularen Komponenten, die an del'

Phototransduktion beteiligt sind. Das AuBensegment del' Sehstabchen besitzt Membranstapel

("Disks"), in denen das Sehpigment Rhodopsin eingelagert ist. Sehzapfen besitzen keine iso­

lierten Membranstapel: ihre Plasmamembran ist jedoch vielfach gefaltet und verleiht dem

ZapfenauBensegment ebenfalls eine stapelformige Struktur. Das Sehpigment del' Sehzapfen

befindet sich in del' Plasmamembran.
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A
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---Dlsk--_...

- Zillum ----j
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. Synapse B

eNG­
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I

Abb, 1.2.1: Schematische Darstellung del' Phototransduktion in Sehstiibehen und Sehzapfen, A: Seh­
stabchen- und Sehzapfenzelle (Die morphologische Grenze zwischen AulJen- und Innensegment ist durch einen
Pfeil rechts neben der Zapfenzelle gekennzeichnet/ Eriauterung im Text). B: Schematische Darstellung der Pho­
totransduktion in Sehstabchen (Erlauterung im Text); Verwendete Abkiirzungen: CaM: Calmodulin,
PDE: cGMP-Phosphodiesterase, Rec: Recoverin, GC: Guanylylzyklase, Rh: Rhodopsin, RhK: Rhodopsinkinase,
T: Transducin.

Die molekularen Vorgange der Phototransduktion sollen hier am Beispiel der Sehstabchen

besehrieben werden (Abb. 1.2.1B). Im Dunkelzustand werden die CNG-Kana1e der Sehzelle

dureh eine erhohte eGMP-Gleiehgewiehtskonzentration offen gehalten. Sie leiten Na+- und­

Ca2+-Ionen in die Zelle, die dadureh depolarisiert wird. Dureh die Aktivitat des Na+ICa2+-K+

Austauschers stellt sieh eine Ca2+-Gleiehgewiehtskonzentration von ca. 220-550 nM ein

(Ratto et aI., 1988; Gray-Keller & Detwiler, 1994).

Bei Beliehtung induziert die Absorption eines Liehtquants eine Konformationsanderung in

einem Rhodopsinmolekul, Dureh das angeregte Rhodopsin wird das G-Protein Transducin

aktiviert. Dieses aktiviert seinerseits die eGMP-Phosphodiesterase. Die aktive Phosphodie­

sterase hydrolysiert cGMP. Wenn die eGMP-Konzentration abnimmt, schliellen die CNG­

Kanale (1.1) in der Plasmamembran. Durch das Sehlie13en der CNG-Kanale im Aulienseg­

ment und die pennanente Aktivitat eines, hier nieht naher besehriebenen, Kaliumkanals im

Innensegment wird die Gesamtzelle hyperpolarisiert. Ais Foige wird die Freisetzung des

Transmitters Glutamat an der Synapse vermindert und die Aktivitat naehgesehalteter
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Neuronen verandert, Gleichzeitig sinkt die Caz+-Gleichgewichtskonzentration del' Sehzelle

aufgrund del' Aktivitat des Na+/Caz+-K+ Austauschers.

Die Erholungsphase nach del' Belichtung und die Adaptation del' Phototransduktionskaskade

an unterschiedliche Lichtintensitaten (Ubersicht: Kaupp & Koch, 1992; Koch, 1995; Koutalos

& Yau, 1996; Polans et al., 1996; Detwiler & Gray-Keller, 1996; Palczewski & Saari, 1997;

Muller & Kaupp, 1998) sollen hier nul' kurz umrissen werden. Dabei wirken

Caz+-Bindungsproteine als Caz+-Sensoren und steuern die Aktivitat von Zielproteinen

(Abb.1.2.lB). Wenn die Caz+-Konzentration nach Belichtung einen Wert von < 100 nM er­

reicht, beschleunigt die Guanylylzyklase del' Sehzellen die Synthese von cGMP. Dies wird

durch ein Caz+-Bindungsprotein namens GCAP ("guanylyl-cyclase-activating-protein") ver­

mittelt. Bei niedriger Caz+-Konzentration verliert GCAP gebundenes Caz+, wird dadurch akti­

viert, und stimuliert die Guanylylzyklase. Durch die steigende cGMP-Konzentration werden

die CNG- Kanale wieder geoffnct. Die Ca2+-Konzentration erreicht wieder ihren Ruhewert, so

daB GCAP wieder inaktiviert wird. Die Adaptation an unterschiedliche Lichtintensitaten wird

durch zwei Ca2+-Bindungsproteine, Recoverin und Calmodulin, vermittelt. Im Dunkeln, wenn

die Ca2+-Konzentration hoch ist, inhibiert Recoverin die Phosphorylierung des Rhodopsins

durch die Rhodopsinkinase. Dadurch wird die Lebensdauer des aktivierten Rhodopsins ver­

Iangert, Bei niedrigen Ca2+-Konzentrationen, wie sie bei Belichtung del' Sehzelle auftreten,

verlauft die Rhodopsln-Phosphorylierung durch die Rhodopsinkinase schneller, da sie nicht

durch Recoverin inhibiert wird. Die Lichtantwort fallt kleiner und kttrzer aus. Auch del' CNG­

Kanal wird durch Caz+ moduliert. Calmodulin erniedrigt in del' Caz+-gebundenen Form die

Ligandenempfindlichkeit des CNG-Kanals urn den Faktor 1,5-2. Ungeklart ist bislang, ob

diesem schwachen Effekt eine physiologische Rolle in vivo zukommt.

1.2.2 Slgnaltransduktlon in Riechzellen von Wirbeltieren

Die Geruchsdetektion wird bei Wirbeltieren durch Riechzellen ("olfaktorisch-sensorische

Neuronen/OSNs") vermittelt. Del' Duftstoffreiz wird durch eine Signaltransduktionskaskade

("Riechkaskade") in ein elektrisches Signal umgewandelt ("Olfaktion"). Die Riechzellen

(Abb.1.2.2A) besitzen Zilien, die von einem Riechknopfchcn ausgehen. Die Zilien sind in

einer Schleimschicht (Mucus) eingebettet. Duftstoffe durchdringen den Mucus und binden an

Duftstoffrezeptoren, die sich in del' Zellmembran del' Zilien befinden (Ubcrsicht: Buck &
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Abb. 1.2.2: Scltematisclte Darstellung del' Stgnaltransduktion in Riechzellen, A: Riechzelle (Erlauterung im
Text). B: Signaltransduktion in Riechzellen (Erlauterung im Text); Verwendete Abkurzungen: AC: Adenylylzy­
klase III, CalVI: Calmodulin, G: G-Protein (Golr), R: Duftstoffrezeptor.

Axel, 1991; Breer et aI., 1996; Freitag et al., 1998). Durch die Bindung des Duftstoffes wird

eine Signaitransduktionskaskade (Ubersicht: Breer et al., 1994; Zufall et aI., 1994; Schild &

Restrepo, 1998) ausgelost (Abb.1.2.2B). Die meisten Duftstoffe induzieren einen Anstieg der

intrazellularen cAMP-Konzentration (Lowe et aI., 1989; Bakalyar & Reed, 1990). Der akti­

vierte Duftstoffrezeptor aktiviert ein stimulatorisches G-Protein ("Golt: Jones & Reed, 1989).

Das aktivierte G-Protein stimuliert seinerseits die membranstandige Adenylylzyklase

(Typ III: Pace et aI., 1985; Pfeuffer et aI., 1989; Bakalyar & Reed, 1990). Durch die Tatigkeit

der Adenylylzyklase steigt die intrazellulare cAMP-Konzentration. Die olfaktorischen CNG­

Kanale (1.1) werden durch die steigende cAMP-Konzentration aktiviert (Nakamura &

Gold, 1987). Monovalente Kationen und Ca2+ stromen vom Mucus in das Lumen der Zilien

ein (Firestein & Werblin, 1987; Frings et aI., 1995), und die ziliare Ca2+-Konzentration nimmt

zu (Leinders-Zufall et al., 1997). Die Zelle wird durch den Kationeneinstrom depolarisiert.

Die Depolarisation der Riechzelle wird durch Ca2+-gesteuerte Cl-Kanale verstarkt, die sich

offnen, wenn die intrazellulare Ca2+-Konzentration den mikromolaren Bereich erreicht (Klee­

ne & Gesteland, 1991; Kleene, 1993 und 1997; Hallani et aI., 1998).

Durch die Aktivienmg der CNG-Kanale und der Ca2+-gesteuerten Cl-Kanale wird das Duft­

stoffsignal nicht-linear amplifiziert (Lowe & Gold, 1993b). Der Strom durch die Cl'-Kanale
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kann bis zu 80 % des Gesamtstroms betragen (Kleene, 1993; Kurahashi & Yau, 1993; Lowe

& Gold, 1993b). Die Depolarisation der Riechzelle ftihrt schlieBlich zur Auslosung eines

Aktionspotentials.

Wie bei der Phototransduktion nehmen Ca2+-Ionen auch bei der chemoelektrischen Trans­

duktion eine zentrale, regulatorische Rolle ein, indem sie mit verschiedenen Komponenten

der Riechkaskade wechselwirken (Ubersicht: Zufall et aI., 1994). Die steigende Ca2+_

Konzentration aktiviert eine Ca2+ICalmodulin-abhangige Phosphodiesterase (PDE1C2: Borisy

et al., 1992). Dadurch wird die cAMP-Konzentration wieder gesenkt. Ca2+ICalmodulin regu­

liert aber auch die Aktivitat der Adenylylzyklase (Anholt & Rivers, 1990) und des CNG­

Kanals. Durch Ca2+/Calmodulin wird die Ligandenempfindlichkeit des olfaktorischen CNG­

Kanals fur cAMP urn das 20fache gesenkt (Chen & Yau, 1994; Liu et al., 1994). So tragt die

Ca-t/Calmodulin-Modulatlon des CNG-Kanals zur Abschaltung des Duftstoffsignals und zur

Adaptation bei (Chen & Yau, 1994; Kurahashi & Menini, 1997). Die durch das Duftstoff­

signal erhohte Ca-r-Konzcntration wird vermutlich durch einen Na+1 Ca2+-Austauscher ge­

senkt (Reisert & Matthews, 1998).

Manche Duftstoffe konnen die Adenylylzyklase nicht aktivieren (Sklar et aI., 1986), sondern

erhohen stattdessen die intrazellulare IP3-Konzentration (Breer et al., 1990; Boekhoff et al.,

1990; Ronnett et al., 1993). Dieser Anstieg wird vermutlich durch ein G-Protein vom Go-Typ

vermittelt (Schandar et aI., 1998). Es existieren jedoch Untersuchungen, die die Existenz eines

Duftstoff-induzierten IP3-Signalweges nicht untersttitzen (Firestein et al., 1991; Lowe &

Gold, 1993a; Kleene et al., 1994; Nakamura et aI., 1996). Diese Untersuchungen wurden

durch Ergebnisse an "Knock-out" Mausen gefestigt, denen die CNCo:3-Untereinheit des 01­

faktorischen Kanals fehlt. Diese Manse sind nicht mehr in der Lage, Duftstoffe wahrzuneh­

men (Brunet et al., 1996). Dies gilt auch fur Duftstoffe, die den IPrWeg stimulieren sollen.

Transgene Manse, die das G-Protein Golf nicht mehr exprimieren konnen, sind ebenfalls nicht

in der Lage, Duftstoffe wahrzunehmen (Belluscio et al., 1998). Insgesamt ist die Rolle eines

Duftstoff-induzierten IP3-Signalweges kritisch zu bewerten. Moglicherweise existiert ein sol­

cher Signalweg nur in bestimmten Riechzellen (Noe & Breer, 1998).

Besonderes Interesse fand die Entdeckung, daB in einer Subpopulation del' Riechzellen eine

membrangebundene Rezeptor-Guanylylzyklase (GC-D: Fiille et aI., 1995) und eine cGMP­

abhangige Phosphodiesterase (PDE2: Juilfs et al., 1997) exprimiert werden. In Riechzellen

waren bis zu diesem Zeitpunkt eine PDE1C2 (Borisy et aI., 1992; Yan et al., 1995) und eine

PDE4A (Cherry & Davis, 1995) nachgewiesen worden. Die PDElC2 ist Ca-r/Calmodulin­

abhangig und fur den Abbau des Duftstoff-induzierten cAMPs verantwortlich. Die PDE4A ist
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cAMP-spezifisch und wird in den Axonen del' Riechzellen exprimiert. Die Funktion diesel'

Phosphodiesterase ist unklar. In del' Subpopulation del' Riechzellen, die die GC-D und die

PDE2 enthalt, lieBen sich weder die AdenylylzykIase (Typ III) noch die PDElC2 bzw.

PDE4A nachweisen (Juilfs et aI., 1997). Diese Subpopulation konnte einen eigenstandigen

Signaltransduktionsweg aufweisen. Die GC-D ist homolog zu den GuanylylzykIase­

Rezeptoren fur natriuretische Peptidhormone bzw. fUr hitzestabile Enterotoxine (Juilfs et aI.,

1997). Die GC-D konnte als Rezeptor fur einen (bislang unbekannten, moglicherweisc

peptidartigen) Duftstoff fungieren und cGMP synthetisieren. Das cGMP konnte in diesen

Zellen die Rolle des cAMPs als sekundarer Botenstoff ersetzen. Die cGMP-abhiingige PDE2

konnte an del' Abschaltung des cGMP-Signals beteiligt sein. Sollte cGMP die Funktion des

sekundaren Botenstoffs in diesen Zellen einnehmen, konnte prinzipiell del' bekannte

olfaktorische CNG-Kanal Endglied del' Signaltransduktionskette sein, da del' olfaktorische

CNG-Kanal fur cAMP und cGMP eine ahnliche Empfindlichkeit aufweist. Wenn in diesen

Zellen jedoch zwischen cGMP- und cAMP-Signalen unterschieden werden muB, wtirden die­

se Zellen einen CNG-Kanal benotigen, del' eine hohere Empfindlichkeit fur cGMP als fur

cAMP aufweist. Solche Eigenschaften besitzen die bekannten CNG-Kaniile aus den Seh­

zellen. Beispielsweise ist del' Zapfen-CNG-Kanal fur cGMP ca. 200 mal empfindlicher als fur

cAMP (Weyand et aI., 1994).

1.3 Zielsetzung del' Arbeit

Die Funktion, die elektrophysiologischen Eigenschaften und die Lokalisierung des olfaktori­

schen CNG-Kanals (1.1.11.2.2) del' Ratte (Rattus norvegicus) sind intensiv untersucht worden.

Del' olfaktorische CNG-Kanal wird durch die Untereinheiten rCNCa3, rCNCa4 und

rCNCplb gebiidet (Bonigk et aI., 1999). Aufgrund del' Existenz einer Riechzell­

Subpopulation, die moglicherweise cGMP als sekundaren Botenstoff verwendet, ist nicht

auszuschlielsen, daB in diesel' Population andere CNG-Kanaluntereinheiten exprimiert werden

und spezifische Funktionen ubernehmen. In del' vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden,

ob zusatzliche CNCa-Untereinheiten, wie sie beispielsweise in Sehzellen vorkommen, im

Riechepithel del' Ratte exprimiert werden, Dies sollte mit Hilfe molekularbiologischer und

immunzytochemischer Methoden untersucht werden. Mit elektrophysiologischen Methoden

sollte dann geklart werden, welche physiologische Rolle cGMP-sensitive CNG-Kauiile im

Riechepithel del' Ratte spielen konnen,
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2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht

anders vermerkt, Sambrook et 'II. (1989) entnommen oder in Anlehnung daran modifiziert.

2.1 Material

Die in dieser Arbeit benutzten Chemikalien wurden in p.Ai-Qualitat von den Firmen Appli­

Chern (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biorad (Mtmchen), Biozym (Oldendort), Difco

(Detroit/ USA), Invitrogen (Groningen/ Niederlande), Merck (Darmstadt), MWG (Ebersberg),

NEB (Schwalbach), Pharmacia (Uppsala/ Schweden), Qiagen (Hilden), Riedel-de Haen

(Seelze), Sigma (Deisenhofen), und Serva (Heidelberg) bezogen. Radiochemikalien wurden

von Amersham (Little Chalfont/ England) geliefert. Alle Losungen wurden ausschlieBlich mit

zweifach destilliertem Wasser hergestellt. Photometrische Messungen wurden mit einem

UV/ VIS-Spektralphotometer ("U-llOO", Hitachi) durchgefuhrt, Die Hersteller 'Iller anderen

verwendeten Gerate, Materialien sowie der verwendeten Enzyme und Proteine sind bei den

jeweiligen Methoden angegeben.

2.2 E.coli-Zellkultul'

2.2.1 Verwendeter Bakterienstamm und Plasmldvektoren

E.coli K12 XLI-Blue (Bullock et 'II., 1987; Stratagene): recAl, endAl, gyrA96, thi-I, hsdR17,

supE44, relAl, lac, [F'proAB, lacflZlMf15, TnlO (td)]; wurde zur

Amplifizierung von Plasmid-DNA und zur Infektion mit J-,ZAPII­

Phagen verwendet.

pBluescriptSK (Short et al., 1988; Stratagene): Dieses Plasmid wurde als Vektor fur die Klo­

nierung von rekombinanter DNA verwendet,

pMALc2 (NEB): Dieses Plasmid wurde zur Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und

MBP-Fusionsproteinen eingesetzt.
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pcDNAIAmp (Invitrogen): Dieses Plasmid wurde in E.coli vermehrt und fur die heterologe

Expression von Proteinen in HEK 293-Zellen (2. I 9.2) verwendet.

2.2.2 Zusammensetzung und Herstellung del' Kulturmedien ftir E. coli

LB (Luria Bertani)- LB-Agar-Platten: NZY-Medium: NZY-Top-Agar: NZY-Agarp1atten:

Medium:

1 % Baktotrypton 1,5 % LB-Agar 1 % NZ-Amine NZY-Medium NZY-Medium

0,5 % Hefeextrakt 0,5 % Hefeextrakt 0,75 % Agarose 1,5 % Agar

1 % NaCl 0,5 % Nael

0,2 % MgS04x7H,O

Die Fliissigmedien wurden autoklaviert (20 min, 121°C) und bei 4°C gelagert. Die Losungen

fur die Agarplatten wurden autoklaviert und auf Petrischalen verteilt. Bei Bedarf wurde Am­

picillin (Endkonzentration: 100 llg/ ml) oder Tetracyclin (Endkonzentration: 10 flg! ml) kurz

VOl' dem GieBen del' Platten in den auf 60°C temperierten Agar gegeben. Die Platten wurden

zunachst ii.N. bei RT, danach bei 4°C gelagert. NZY-Top-Agar wurde autoklaviert und auf­

geteilt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.2.3 Anzucht von E.coli-Bakterienkulturen

2.2.3.1 Anzucht von E.coli-Zellen zur Plasmidpriiparation

E.coli-Zellen einer Bakterienkolonie oder einer Vorkultur wurden 12 h in 5-500 ml LB­

Medium bei 37"C in einem Rotationsinkubator (New Brunswick) oder in einem Warmluft­

schiittler (Braun-Dissel) vermehrt. Zur Selektion del' Plasmidvektoren wurde das Medium mit

einem geeigneten Antibiotikum (2.2.2) versetzt.

2.2.3.2 Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation mit Plasmid-DNA

Kompetente Zellen wurden mit einer modifizierten Form del' CaClz-Methode nach Mandel &

Higa (1970) hergestellt. Eine frisch inokulierte E.coli-Kultur wurde bis zu einer OD600 von

ca. 0,4 angeziichtet, auf Eis abgekiihlt und nach Zentrifugation (5 min, 3.000 g, 4°C) in einem
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1/2 Kulturvolumen eiskalter 100 mM CaCh-Uisung aufgenommen. Nach 20 min Inkubation

auf Eis wurden die Zellen erneut sedimentiert, in 1/10 Kulturvolumen eiskalter 100 mM

CaCb' 25 % Glycerin-Losung resuspendiert und fur ca. 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen

wurden bei -80DC gelagert.

2.2.3.3 Herstellung von "Mg2+-Zellen" zur Infektion mit A.-ZAPII.Phagen·DNA

E.coli-Zellen wurden bis zu einer OD600 von ca. 1,0 in LB-Medium mit 10 mM MgS04,

0,2 % Maltose angeziichtet, zentrifugiert (5 min, 3.000 g, RT) und in 10 mM MgS04 resus­

pendiert, so daB die Losung eine OD600von 10 aufwies. Die Lagerung erfolgte bei 4DC.

2.2.3.4 Anzucht von Ecoli zur Expression von Maltose-Blndeproteln (MBP) und MBP·

Fusionsproteinen

Es wurden 4 x 250 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 Ilgl ml) und 0,2 % Glukose mit je

2,5 ml einer UNK versetzt, die ein pMALc2-Plasmid (2.2.1) enthielt. Die Inkubation erfolgte

bei 37DC bis zu einer OD600 von ca. 0,5. Die Expression wurde durch Induktion mit IPTG

(Endkonzentration: 0,5 mM) gestartet. Die Zellen wurden fur ca. 3-6 h inkubiert und in

125 ml Portionen zentrifugiert (10 min, 5.000 g, RT). Die Lagerung del' Zellen erfolgte bei

-20DC. Die Reinigung der exprimierten Proteine wird unter 2.12.2 beschrieben.

2.3 Plasmtd-Dlva-Praparatlonen

DNA wurde grundsiitzlichin TE bzw. TEl RNase aufgenommen:

TE: 1 mM EDTA, 10 mM Trisl HCl pH 7,5-8,0

TEl RNase: TE mit 5 Ill!ml RNasemix (Ambion, Austin! USA).

2.3.1 Mfni-Praparation durch alkalische Lyse nach Birnboim & Doly (1979)

Die Bakterienzellen (1,5 ml einer UNK) wurden durch Zentrifugation pelletiert (1 min,

17.000 g, 4DC) und in 50 III Losung I resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von

60 IIILosung IT lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden mit 75 IIILosung III

gefiillt und durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4DC) abgetrennt. Del' Uberstand wurde

11



gegebenenfalls mit Phenoll Chloroform extrahiert (2.5.1). Die Nukleinsauren wurden durch

Zugabe von 550 III Ethanol und Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4°C) prazipitiert, Nach

Zugabe von 500 III 70 % Ethanol wurde erneut zentrifugiert (2 min, 17.000 g, 4°C) und das

getrocknete Pellet in 20 III TE aufgenommen.

Lasung I: 50 mM Glukose, 10 mMEDTA, 25 mM Tris/HClpH 8,0

LOsung II: 0,2 M NaOH, 1 % SDS

LOsung III: 3 M KAc pH 4,8

2,3,2 Alkalische LiCI-Minipriiparation

Die Bakterienzellen (3 ml einer UNK) wurden pelletiert (1 min, 17.000 g, 4°C) und in 150 III

Losung I resuspendiert. Durch Zugabe von 180 III Losung II wurden die Zellen Iysiert. Pro­

teine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 225 III Losung III prazipitiert,

Nach Zentrifugation (5 min, 17.000 g, 4°C) wurde die DNA mit 1,5 ml Ethanol aus dem

Uberstand prazipitiert (3 min, 17.000 g, 4°C). Das Pellet wurde in 60 III 30 mM Trisl HCI

pH 8,0 resuspendiert. Durch Zugabe von 100 III 4 M LiCI und anschlieBende Zentrifugation

(5 min, 17.000 g, 4°C) wurde die RNA abgetrennt. Del' Uberstand wurde mit 500 III eiskaItem

Ethanol prazipitiert und zentrifugiert (5 min, 17.000 g, 4°C). Nach Waschen mit 70 % Ethanol

wurde das Pellet in 20 ul TEl RNase aufgenommen und 20 min bei 37°C inkubiert.

2,3.3 Alkalische LiCI-Priiparation im grofien Mafistab

Die DNA wurde aus 250 ml BakterienkuItur prapariert. Die Bakterienzellen wurden pelletiert

(10 min, 5.000 g, 4°C), in 20 ml Losung I resuspendiert und mit 24 ml Losung II Iysiert.

Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 30 ml Losung III gefallt

und pelletiert (10 min, 5.000 g, 4°C). Del' Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen an

Isopropanol versetzt und zentrifugiert (10 min, 5.000 g, 4°C). AnschlieBend wurden die

Nukleinsauren in 1,45 ml Wasser resuspendiert. Durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCI und

50 III Trisl HCI pH 7,5 wurde die RNA gefallt und durch Zentrifugation abgetrennt (10 min,

5.000 g, 4°C). Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 10 ml Ethanol aus dem Uberstand

gefallt. Nach Zentrifugation (15 min, 5.000 g, 4°C) wurde das Pellet in 500 III TEl RNase

resuspendiert und fur 15 min bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschlieBend durch
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Phenol! Chloroformextraktion (2.5.1) und Ethanolprazipitation (2.5.2) gereinigt. Das Pellet

wurde getroeknet und in 300 fll TE aufgenommen.

. 2.4 Arbeiten mit "'-ZAPII-Phagen.cDNA.Bibliotheken

2.4.1 Titerbestimmung einer "'.ZAPII.Phagen.cDNA.Bibliothek

Es wurden versehiedene Verdiinnungen einer Phagensuspension in SM+-Puffer hergestellt.

Jeweils 1 ul wurde mit 50 fll "Mg2+-Zellen" (2.2.3.3) fur 15 min bei 37°C inkubiert. Die

Bakterien-Phagen-Suspensionen wurden mit je 3,5 ml NZY-Topagar (auf 48°C vorgewarmt)

gemiseht und auf NZY-Agarplatten (08,6 em) ausgebraeht. Die Platten wurden bei 30°C bis

zur Lyse del' Bakterien inkubiert (9-14 h). Anhand del' gebildeten Plaques wurde del' Titer del'

eingesetzten Phagensuspension bestimmt.

SM+-Puffer: 10 mM NaCl, 10 mM MgS04, 0,01 % Gelatine in 50 mM Tris/ HCl pH 7,5

2.4.2 Ausplattieren von "'.ZAPII.Phagen

Die "'-ZAPII-Phagen-eDNA-Bibliothek wurde in einer geeigneten Verdiinnung (in SM+­

Puffer) auf NZY-Agarplatten ausplattiert. In del' naehfolgenden Tabelle ist die Zahl del'

plaquebildenden Einheiten, das verwendete Volumen an "Mg2+-Zellen" sowie die GroBe del'

verwendeten NZY-Agarplatten fur die erste Hybridisierungsrunde ("Grobsereen") und die

naehfolgende Vereinzelungsrunde ("Feinscreen") autgefuhrt:

Hybridisierungsschritt Mg2
+-Zellen NZY-Topagar plaquebildende Einheiten NZY-Plattengrofse

Grobscreen 300 ul 10m! 30.000 - 50.000 014,5 em

Feinscreen 50 ~l 3,5 m! 30 - 200 08.6em

Die weiteren Arbeitsschritte zur Identifizierung spezifischer Klone ("Plaquelifting", Immobi­

lisierung auf Nylomuembranen, Hybridisierung mit radioaktiven Sonden und Autoradiogra­

phie) werden unter 2.7 beschrieben.
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2.4.3 Isolierung von A-ZAPII·Phagen

Nach del' Autoradiographie (2.7.1.5) wurden die Signale auf dem Rontgenfilm den

entsprechenden A-ZAPII-Phagen-Plaques auf den Agarplatten zugeordnet. Die entsprechen­

den Regionen wurden mit Pasteurpipetten ausgestochen und mit 500 J.tl SM+-Puffer eluiert.

Zur Vereinzelung wurden die eluierten Phagen erneut ausplattiert ("Feinscreen", 2.4.2). Es

wurde eine Vereinzelungsrunde durchgefiihrt.

2.5 Reinigung und Trennung von Nukleinsiiuren

2.5.1 Phenol! Chloroformextraktion

Verunreinigungen von DNA-Uisungen mit Proteinen und Lipiden wurden durch

Phenoll Chloroformextraktion entfernt. Das Phenol wurde zuvor mit TE pH 8,0 (2.3)

gesiittigt. DNA-Uisungen wurden mit dem gleichen Volumen einer l i l-Mischung aus Phenol

und Chloroform gemischt und zur Trennung zentrifugiert (3 min, 15.000 g, RT). Die wiiBrige

Phase wurde mit dem gleichen Volumen Chloroform extrahiert, urn Phenolreste zu entfemen.

Die DNA wurde anschlieBend mit Ethanol prazipiticrt (2.5.2).

2.5.2 Ethanolpriizipitation

Urn DNA-Uisungen zu konzentrieren oder umzupuffern, wurden sie nach Zugabe von 1/10

Volumen 3 M Natriumacetat pH 4,8 und dem 2,5-3 fachen Volumen an absolutem Ethanol

durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4°C) pelletiert, Das Prazipitat wurde mit 70 % Etha­

nol gewaschen und nach dem Trocknen in TE aufgenommen.

2.5.3 Quantifizierung von Nukleinsiiuren

2.5.3.1 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarose-Gelen

Die Menge an DNA, die auf ein Ethidiumbromid-Agarose-Gel (2.5.4) aufgetragen wurde,

wurde durch Vergleich mit einem GroBen- und Mengenstandard (2.5.5) anhand del' Intensitat

del'Banden abgeschatzt,
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2.5.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiiureliisungen

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren wurden diese in TE

verdiinnt und die OD260 bestimmt. Ein Wert von 1,0 entspricht 50 ug DNA! ml bzw. 33 ug

Oligonukleotide/ ml oder 40 ug RNA! ml.

2.5.4 Trennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese konnen Nukleinsauren fur analytische und praparative

Zwecke der Grofse nach getrennt werden. Es wurden Gele mit einer Konzentration von

0,75-2 % Agarose eingesetzt. Die Agarose wurde in 1 x TAE aufgekocht, bis sie vollstandig

gelost war. Nach Abkiihlung auf 60°C wurde die Gellosung mit Ethidiumbromid (Endkon­

zentration 1 Itgl ml) versetzt und das Gel gegossen. Nach dem Erkalten wurden die Proben in

1 x TAE-Probenpuffer aufgenommen und auf das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer wurde

1 x TAE verwendet. Die Elektrophorese wurde 10-20 min bei 90-120 V durchgefiihrt. Auf­

grund der Interkalierung von Ethidiumbromid konnte die DNA unter UV-Licht (71.= 302 nm)

sichtbar gemacht werden,

50 x TAE pH 7,5:

10 x TAE-Probenpuffer:

2 M Tris, 50 ruM EDTA

0,25 % Xylencyanol, 50 % Glycerin, 10 x TAE

2.5.5 DNA-GroBen- und Mengenstandard

A-DNAmit EcoRI/ Hind III geschnitten (MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen). Fragmcntgrofscn:

21.226, 5.148, 4.973, 4.268, 3.530, 2.027, 1.904, 1.584, 1.375, 947, 831, 564, 125 Bp. Die

Konzentration betrug 67 ng/ji].

2.5.6 Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen

Die Reinigung von DNA aus Agarose-Gelen erfolgte durch Zentrifugation nach Heery et al.

(1990) oder durch Adsorption an "QIAEX If'-Material. Die "Qiaex ll"-Methode wurde in

Anlehnung an das Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden) mit den mitgelieferten Puffern

durchgefiihrt. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde zerkleinert und mit 300 ul QXI-Puffer pro

100 mg Gelmaterial versetzt und gemischt, bis die Gelstiicke vollstandig gelost
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waren, Nach Zugabe von 10 III "QIAEX IT'-Suspension wurde die Losung fiir 10 min bei

50°C inkubiert, Durch Zentrifugation (30 sek, 12.000 g, RT) wurde das "QIAEX IT" -Material

mit der daran gebundenen DNA pelletiert und je zweimal mit 500 III QX2-Puffer und 500 III

QX3-Puffer gewaschen. Nach 5-10 min Trocknung bei 37°C wurde die DNA mit 20 III

0,5 x TE in 10 min bei 37"C eluiert.

2.6 Manipulation von Nukleinsiiuren

2.6.1 Restriktion von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsenzyme wurden von den den Firmen Boehringer (Mannheim) und NEB (Schwal­

bach) bezogen. Die DNA wurde in 1 x Inkubationspuffer (jeweils vom Hersteller mitgeliefert)

bei del' fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. Restriktionen mit mehreren

Enzymen wurden, soweit moglich, in einem Ansatz durehgefiihrt. Gegebenenfalls wurde der

Reaktionsansatz naeh del' ersten Restriktion mit Hilfe einer Ethanolprazipitation (2.5.2) um­

gepuffert. Pro ug DNA wurden 2 U Enzym eingesetzt. Dabei wurden maximal 10 Volumen­

prozent Enzymlosung eingesetzt. Analytische Ansatze mit DNA aus Minipraparationen (2.3)

hatten ein Volumen von IS /LI und enthielten 0,1 /LI RNasemix (Ambion, Austin! USA). Das

Volumen praparativer Ansatze betrug 30-40 /Ll.

2.6.2 Modifizierung von DNA-Fragmenten

2.6.2.1 Gliitten iiberhiingender Einzelstrang-Enden

Uberhangende 5'-Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase I

(Boehringer, Mannheim) durch die 5'~3'-Polymeraseaktivitataufgefiillt. Durch die 3'~5'­

Exonukleaseaktivitat des Enzyms wurden Ilberhangende 3'-Enden abgeschnitten. Pro /Lg

DNA wurden 2 U Klenow-Enzym in Restriktionspuffer A (Boehringer, Mannheim) mit

100 umol dNTPs eingesetzt. Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert, Das Enzym wurde

danaeh 10 min bei 68°C inaktiviert,
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2.6.2.2 Phosphorylierung der 5'·Enden von DNA

PCR-Fragmente (2.10) weisen keine endstandigen 5'-Phosphatgruppen auf und mussen vor

der Ligation (2.6.3.1) phosphoryliert werden. Die Fragmente wurden mit 5-10 U

T4-Po1ynukleotidkinase (NEB, Schwalbach) fur 30 min bei 37°C in Kinasepuffer des Enzyrn­

hers tellers mit 0,1 mM ATP inkubiert. Die Kinase wurde 10 min bei 68°C inaktiviert.

2.6.2.3 Dephosphorylierung geschnittener DNA-Vektoren

Die glatten Enden geschnittener Vektor-DNA wurden mit alkali scher Phosphatase (Boehrin­

ger, Mannheim) dephosphoryliert, urn eine Religation zu vermeiden. Dazu wurden 0,5-1 ug

geschnittene Vektor-DNA, 5 ~110 x Phosphatasepuffer des Herstellers und 0,04 U alkalische

Phosphatase in einem Endvolumen von 50 ~l fur 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion

wurde durch Zugabe von 10 ~l 0,1 M EGTA gestoppt und das Enzym 10 min bei 68°C inak­

tiviert. Die DNA wurde mit Phenol/ Chloroform extrahiert (2.5.1) und aus einem Agarose-Gel

gereinigt (2.5.6).

2.6.3 Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmidvektoren

2.6.3.1 Ligation

Bei der Ligation wurden geschnittener bzw. dephosporylierter Plasmidvektor und ein

3-5 facher molarer Uberschut; an Fragment in 1 x Ligasepuffer gemischt. Wenn die Frag­

mente komplementare uberhangende Einzelstrang-Enden aufwiesen, wurde mit 0,5 U

T4-DNA-Ligase (Boehringer, Mannheim) 30 min bei 22°C ligiert. Zur Ligation von glatten

Enden wurde mit 3,1 U T4-DNA-Ligase (Pharmacia, Uppsala/ Schweden) ii.N. bei 16°C

inkubiert. In beiden Fallen betrug das Volumen der Ligationsansatze 15 ul, Dabei wurde der

10 x Ligasepuffer von Boehringer (Mannheim) verwendet.

2.6.3.2 Transformation von Ligationsprodukten

7,5 ul des Ligationsansatzes wurden mit 10 ~l 10 x CM-Puffer gemischt und mit Wasser
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auf 100 III aufgefullt. Del' Ansatz wurde auf Eis gekilhlt und mit 100 III kompetenten Zellen

(2.2.3.2) gemischt. Die Suspension wurde fill' 20 min auf Eis inkubiert, Nach einem Hitzepuls

(1 min, 42°C) und einer Abkuhlungsphase (20 min auf Eis) wurden 300 III LB-Medium

(2.2.2) zugegeben und del' Ansatz fill' 45 min bei 3JOC unter Schutteln inkubiert. Nach diesel'

Regenerationsphase, die del' Auspragung del' Antibiotika-Resistenz dient, wurden die Zellen

auf LB-Agar mit geeignetem Antibiotikum (2.2.2) ausplattiert und u.N, bei 3JOC inkubiert.

lOx CM: 100 mM CaCh, 400 mM MgCh

2.7 Nachweis spezifischer Nukleinsiiuren

2.7.1 Nachweis von DNA

2.7.1.1 Transfer und Immobilisierung von DNA auf Nylonmembranen ("Southernblot")

DNA, die auf die Nylonmembran ubertragen werden sollte, wurde in einem Agarose-Gel

aufgetrennt (2.5.4). Das Gel wurde 15 min in Denaturierungslosung und 15 min in Neutrali­

sierungslosung inkubiert. Die DNA wurde durch gerichtete Diffusion mit 20 x SSC in 1 bis

12 h auf eine Nylonmembran ("Qiabrane" von Qiagen, Hilden) transferiert. Die Nukleinsau­

ren wurden auf den Nylonmembranen in einem "Stratalinket" (Stratagene, Heidelberg) durch

UV-Licht (1.=254 nm, 0,12 J/ cm-) immobilisiert.

Denaturierungslosung:

0,5MNaOH

1,5MNaCI

Neutralisierungslosung:

0,5 M Tris/ HCI pH 7,5

1,5 M NaCI

20x SSC:

0,3 M NaCitrat pH 7,0

3MNaCI

2.7.1.2 Transfer und Immobilisierung von A-ZAPII-Phagen-DNA

Die A-Phagen-DNA wurde durch "P1aquelifting" nach Benton und Davis (1977) von Agar­

platten auf Nylonmembranen ("Qiabrane" von Qiagen, Hilden) uberfuhrt. Die Orientierung

del' Filter auf den Agarplatten wurde durch Einstiche in den Agar markiert, Die Filter wurden

nach 5 min von den Platten abgezogen, 5 min denaturiert und 5 min neutralisiert (2.7.1.1).
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2.7.1.3 Transfer von E.coli-DNA auf Membranen

Von den Kulturplatten wurden Filterabztige angelegt und behandelt, wie unter 2.7.1.2 be­

schrieben. Die so hergestellten Filter wurden mit radioaktiv markierten DNA-Sonden

(2.7.1.4) inkubiert ("Kolonie-Hybridisierung") und positive Klone isoliert.

2.7.1.4 Radioaktive Markierung spezifischer DNA-Sonden

Nukleinsauren wurden durch spezifische DNA-Sonden nachgewiesen, die mit del' "Random

priming"-Methode nach Feinberg & Vogelstein (1983) radioaktiv markiert wurden. Die Mar­

kierung wurde mit dem "Megaprime DNA Labelling Kit" (Amersham Life Science, Little

Chalfont/ England) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Ais Radionuklid dien­

te [ a-32Pl-dCTP (spezifische Aktivitat > 6.000 Ci/ mM). Nicht eingebaute Nukleotide wur­

den durch Gelfiltration mit Sephadex G75 (Pharmacia, Uppsala/ Schweden) abgetrennt. Die

Markierungseffizienz wurde in einem Szintillationszahler ("Tricarb 2000 CA", Packart) be­

stimmt.

2.7.1.5 Hybridisierung von immobilisierter DNA mit DNA-Sonden und Autoradiogra­

phie

Die Bedingungen fur die Hybridisierung von "Southernblots" (2.7.1.1), immobilisierter

A-ZAPII-Phagen-DNA (2.7.1.2) oder immobilisierter E.coli-DNA (2.7.1.3) mit radioaktiv

markierten DNA-Sonden (2.7.1.4) sind hier zusammengefaBt. Es wurde mit hoher Stringenz

hybridisiert (65°C).

Priihybridisierung:

In 5 x SET,S x Denhardts Reagens, 0,1 % SDS, 0,1 mg! ml Heringssperma-DNA fur 1-4 h

Hybridisierung:

In Prahybridisicrungslosung mit 32P-markierterDNA-Sonde (1 x 106 cpm! ml) fur 2-14 h

Waschen (2 x);

1 x SET, 0,1 % SDS fur 20 min

1 x SET: 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM Tris/ HCI pH 7,4

1 x Denhardt's Reagens: je 0,02 % Rinderserum-Albumin, Fico1l400, und Polyvinylpyrroli­

don
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1 x SET kann dabei durch 1 x SSC (2.7.1.1) ersetzt werden. Spezifische Hybride, die aus Nu­

kleinsauren und radioaktiv markierten DNA-Sonden bestanden, wurden durch Autoradiogra­

phie mit einem "XAR5"-Rontgenfilm (Kodak) unter Verwendung von Verstarkungsfolicn

nachgewiesen (1-24 h bei -80°C).

2.7.2 Nachweis von RNA

2.7.2.1 Trennung von RNA durch Gelelektrophorese

Die RNA (2.8) wurde in 4,2 III DEPC-Wasser aufgenomrnen. Davon wurden 0,4 III zur Kon­

zentrationsbestimmung photometrisch verruessen (2.5.3.2), Die restliche Probe wurde jeweils

mit 12,9 III RNA-Denaturierungspuffer versetzt und 15 min bei 65°C inkubiert. Danach wur­

den 3,4 III 10 x RNA-Probenpuffer zugesetzt. Die Proben wurden auf ein denaturierendes

Formaldehyd-Agarose-Gel gegeben (1,1 % Forrualdehyd, 1,2 % Agarose in 1 x MOPS­

Puffer). Zusatzlich wurde 3,75 III RNA-Standard mit 3,4 III 10 x RNA-Probenpuffer und 1 III

Ethidiumbromid (l mg! m1) vermischt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer

Spannung von 50-55 V ftir 4 h. Danach wurde das Gel zweimal mit DEPC-Wasser gespiiIt

und die RNA auf eine Membran transferiert (2.7.2.2). DEPC-Wasser wurde durch Riihren

(ii.N.) mit 0,01 % DEPC und Autoklavieren (60 min, 121°C) hergesteIIt.

Verwendeter RNA-Standard (in kB): 9,49, 7,49, 4,40, 2,37, 1,35, 0,24 (l Ilg! Ill; GIBCO

BRL, Eggenstein),

1 x MOPS-Puffer:

20 mM MOPS pH 7,0

I mMEDTA

5 mM Natriumacetat

10 x RNA-Probenpuffer:

50 % Glycerin

10 x TAE-Puffer

0,25 % Brompheno1blau

0,25 % Xylencyanol

RNA-Denaturierungspuffer:

1,29 x MOPS-Puffer

8,36 % Formaldehyd

64,5 % Formamid

2.7.2.2 Transfer von RNA auf Membranen ("Northernblot")

Del' Transfer von RNA auf Membranen ("Northemb1ot") wurde durchgefiihrt, wie

von Meinkoth & Wahl (1984) beschrieben. Das denaturierende Forrualdehydgel (2.7.2.1)
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wurde, wie in 2.7.1.1 fur DNA beschrieben, durch gerichtete Diffusion mit 20 x SSC auf eine

Membran transferiert, immobilisiert und anschlieliend fur 1 h bei 80°C inkubiert, Die immo­

bilisierte RNA wurde zur Hybridisierung eingesetzt (2.7.2.4).

2.7.2.3 Herstellung radioaktiv markierter RNA-Sonden

Radioaktive RNA-Sonden wurden durch ill vitro-Transkription hergestellt. Das zu transkribie­

rende Plasmid wurde Iinearisiert und die interessierende Sequenz durch T7-RNA-Polymerase

in RNA transkribiert. Es wurden die ill vitro-Transkriptions-Chemikalien von Promega (Hei­

delberg) verwendet. Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die Transkription

wurde zunachst in einem Volumen von 10 III durchgefuhrt und der Ansatz auf ein nicht­

denaturierendes Agarose-Gel (2.5.4) aufgetragen. Bei effektiver Transkription wurde eine ill

vitro-Transkription mit einem Volumen von 40 III mit 10 III [u_32p]_CTP (Spezifische Akti­

vitat: 800 Cil mmol) angesetzt. Danach wurde die Matrizen-DNA durch 7 U RNasefreie

DNase (Boehringer, Mannheim) fur 30 min bei 37°C abgebaut. Nieht eingebaute Nukleotide

wurden durch Ultrafiltration in einem "Centricon 10" -Konzentrator (Amicon, Witten) durch

Waschen mit DEPC-Wasser (2.7.2.1) entfernt.

2.7.2.4 Hybridisierung immobilisierter RNA mit RNA-Sonden

Die Hybridisierung von RNA-Sonden mit immobilisierter RNA (2.7.2.2) erfolgte ahnlich wie

fur immobilisierte DNA beschrieben (2.7.1.5). Die Prahybridisicrungslosung enthielt jedoch

zusatzlich 50 % Formamid. Die Prahybridisierung erfolgte fur 2 h bei 65°C. Die immobili­

sierte RNA wurde mit der radioaktiv markierten Sonde (1 x 106 cpml ml) ii.N. bei 65°C hy­

bridisiert. Die Membran wurde danach zweimal fur 30 min bei 65°C mit 0,5 x sse, 0,1 %

SDS gewaschen und spezifische RNA-RNA-Hybride durch Autoradiographie nachgewiesen

(2.7.1.5).

2.8 Isolierung von polyadenylierter RNA aus nativen Geweben der Ratte

Es wurde das "Fast Track 2.0"-Kit (Invitrogen, Groningenl Niederlande) verwendet. Dabei

wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die polyadenylierte RNA wird durch Bindung an

21



Oligo-dT-Zellulose gereinigt. Die RNA wurde nach del' Elution vom Chromatographiemateri­

al mit Ethanol gefallt und bei -80°C aufbewahrt. Aus dem Riechepithel bzw. den Augen von

10 Ratten konnten ca. 35 ug polyadenylierte RNA isoliert werden. Aus dem Hoden einer

Ratte konnte ca. 200 ug polyadenylierte RNA isoliert werden. Die RNA wurde ftlr cDNA­

Synthesen (2.9) bzw. Northernblots (2.7.2.2) verwendet.

2.9 Synthese von komplementarer DNA (eDNA) mit polyadenyllerter RNA als Matrize

Komplementiire DNA (eDNA) wurde mit ca. 1,5 Ilg polyadenylierter RNA als Matrize wahl­

weise durch zwei Methoden hergestellt. Zum einen wurde genspezifische eDNA durch die

Verwendung eines genspezifischen Oligonukleotids hergestellt und nach Reinigung und Mo­

difikation bei del' 5'-RACE-PCR eingesetzt (2.10.2.3). Dabei wurden Enzyme und Puffer des

,,5'-RACE-Kits" (Boehringer, Mannheim) verwendet. AuBerdem wurde das Protokoll des

Herstellers befolgt. Zum anderen wurde die gesamte RNA durch die Verwendung hexamerer

Oligonukleotide in eDNA ("random priming") umgeschrieben. Dabei wurde das "cDNA­

Synthesis-Kit" (GIBCO BRL, Eggenstein) verwendet und das Protokoll des Herstellers be­

folgt.

2.10 Polymerase-Ketten-Rcaktlon ("PCR")

Mit del' PCR (Mullis et al., 1986) konnen DNA-Fragmente amplifiziert werden, Die Matri­

zen-DNA ("Template") wird durch Hitze denaturiert und mit geeigneten Oligonukleotiden

("Primem") hybridisiert. Die Primer werden mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase verlan­

gert. Das PCR-Fragment kann tiber Schnittstellen oder nach Klenow-Reaktion (2.6.2.1) und

Phosphorylierung (2.6.2.2) in einen Vektor kloniert werden (2.6.3.1).

2.10.1 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesegeriit ("Synthesizer 391", Applied Biosys­

terns) hergestellt. Die Oligonukleotide wurden u.N, durch Inkubation in 32 %iger

Arnmoniaklosung bei 55°C vom Material del' Synthesesiiule abgespalten. Nach dem Abdamp­

fen des Ammoniaks erfolgte die Reinigung durch Ethanolpriizipitation (2.5.2).
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2.10.2 Bedingungen fiir die PCR

Die PCR wurde in einem "DNA Thermal Cycler" (Perkin Elmer) oder in einem "TRIO­

Thermoblock" (Biometra) durchgefuhrt, Del' PCR-Ansatz wurde zu Beginn bei 94°C fur

3 min denaturiert und bei verschiedenen Temperaturen (15-40 Zyklen) inkubiert. Die DNA

wurde dabei jeweils bei 94°C fur 45 sek denaturiert. Bei der niedrigsten Schmelztemperatur

(Tm) eines del' beiden eingesetzten Oligonukleotide wurde die Matrizen-DNA mit den spezifi­

schen Primern ftlr ca. 45 sek hybridisiert. Die Schmelztemperatur Tmist die Temperatur, bei

del' (kleinere) Oligonukleotide (noch) an eine komplementiire DNA-Matrize binden. Sie wird

nach folgender Formel bestimmt (Fehlpaarungen im 5'-Bereich des Primers bleiben bei del'

Berechnung unberlicksichtigt):

Tm= (Anzahl del' G/ C-Nukleotide) x 4°C + (Anzahl del' AI T-Nukleotide) x 2°C - 4°C

Zur Verlangerung del' hybridisierten Primer durch die Polymerase wurde del' PCR-Ansatz bei

noc inkubiert. Die Zeitspanne diesel' Inkubation richtete sich nach del' Lange des zu amplifi­

zierenden Fragmentes (1 min fur 1 kBp). Es wurden folgende Polymerasen mit dem Puffer

des jeweiligen Herstellers verwendet: Taq-Polymerase und "High expand fidelity"­

Polymerase von Boehringer (Mannheim) und "Primezyme" -Polymerase von Biometra,

2.10.2.1 PCR mit Plasmid-DNA als Matrize

Ein 100 ul PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:

20-50 ng Matrizen-DNA

je 300 ng spezifischer Primer

10 I!IIO x PCR-Puffer fur die jeweilige Polymerase

1 I!l 20 mM dNTPs

1-2,5 U hitzestabile Polymerase

Es wurden maximal 15 Zyklen durchgefuhrt,

2.10.2.2 Versehachteite PCR ("nested PCR") mit eDNA als Matrize

Diese PCR-Variante wurde zur Amplifizierung seltener Sequenzen aus eDNA (2.9) einge­

setzt, Es wurden zwei Oligonukleotidpaare verwendet, Das zweite "innere" Oligonukleo­

tidpaar hybridisiert innerhalb del' Nukleinsauresequenz, die durch das erste "auBere" Oligonu­

kleotidpaar amplifiziert wird. Man fuhrt eine erste PCR (40 Zyklen) mit dem "auBeren"
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Oligonukleotidpaar dureh. Danaeh wird mit 1/10 des ersten Ansatzes eine zweite PCR

(40 Zyklen) durchgeftthrt, bei del' die beiden "inneren" Oligonukleotide eingesetzt werden.

2.10.2.3 PCR zur Anreicherung seltener 5'·Enden von eDNA (,,5'·RACE.PCR")

Fur die 5'-RACE-PCR wurde das ,,5'-RACE-Kit" von Boehringer (Mannheim) verwendet.

Die 5'-RACE-PCR wurde in Anlehnung an das ProtokoII des HersteIIers (naeh Frohman et

aI., 1988; Ohara et aI., 1989) durchgefuhrt. Diese Methode ist in Abb. 2.10.2.3 sehematiseh

dargesteIIt. 1,5 I!g polyadenylierte RNA (2.8) wurden mit Hilfe eines genspezifisehen Primers

(#2193) in eDNA umgeschrieben (2.9). Die eDNA wurde dureh Verwendung eines "High

pure PCR product purification'i-Kits (Boehringer, Mannheim) gereinigt. Danaeh wurde mit

Hilfe Terminaler Transferase eine Folge von Desoxyadenylylnukleotiden ("OIigo-dA") an das

3'-Ende del' synthetisierten eDNA angehangt. Mit del' modifizierten eDNA als Matrize wurde

RNA

eDNA

OIigo-dA-eDNA

Anehorprimer

OIigo-dT-Anehorprimer

5~--------------------------------- 3'
.. #2193

Reverse Transkription t
3'-----------5'

Poly-Desoxyadenylierung I
~

3'(A)x·---------- 5'

1. lind 2. rc«

---I(T)nV+
3'(A)x---------- 5'

.. #2194
.. #2195

Abb. 2.10.2.3: Sehematisehe Darstellung del' 5'·RACE·PCR (ErIiiuterung Im Text). Im oberen Teil der
Abbildung ist die eDNA-Synlhese und die Modifizierung der eDNA dargestellt, Im unteren Teil der Abbildung
iSI die relative Position del' bci den PCRs verwendeten Primer dargestellt (siehe aueh 7.1.1). Gestrichelte Pfeile
vcrdeutlichcn experimentelle Schritte, Pfeile mit durchgezogenen Linien reprasentieren Primer. Verwendete
Abklirzungen und Indizes: n: 16, V: (A, Coder 0) und x: ca. 20-30.
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dann eine PCR mit einem genspezifisehen Primer (#2194) und einem "Oligo-dT-AnehOl"­

Primer (bindet an die Oligo-dA-Sequenz del' modifizierten eDNA) durehgeflihrt. PCR­

Bedingungen del' ersten PCR: 94°C fur 3 min, danaeh 10 Zyklen (94°C flir 45 sek, 37°C fur

45 sek, noc fur 1 min), noc flir 3 min, danaeh 30 Zyklen (94°C flir 45 sek, geeigneter Tm

flir 45 sek undnoC flir I min) und absehlieBend 3 min bei noc. 1110 des ersten PCR­

Ansatzes wurde bei einer zweiten PCR eingesetzt. Bei diesel' zweiten PCR wurde ein

"AnehOl" -Oligonukleotid (hybridisiert mit dem " Anchor" -Bereich del' "Oligo-dT-AnehOl"­

Nukleotidfolge im PCR-Produkt del' ersten PCR) und ein drittes genspezifisehes Oligonu­

kleotid verwendet (#2195). PCR-Bedingungen del' zweiten PCR: 94°C fur 3 min, danaeh

40 Zyklen (94°C fur 45 sek, geeigneter Tm fur 45 sek, noc flir I min) und absehlieBend

3 min bei noc.

2.10.2.4 Reinigung del' PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden dureh Phenoll Chloroformextraktion (2.5.1) und Ethanolprazipitation

(2.5.2) gereinigt. Die DNA wurde auf ein Agarose-Gel aufgetragen (2.5.4) und die Fragmente

aus dem Gel gereinigt (2.5.6).

2.11 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte mit einem Sequenziergerat ("LICOR DNA Sequencer Long

ReadIR 4200" von MWG-Biotechl Ebersberg). Die Sequenziennethode beruhte auf del'

Didesoxy-Kettcnabbruchmcthode nach Sanger et al. (1977). Die DNA-Markierung erfolgte

durch eine PCR (2.10) mit IRD800-Fluorophor-markierten Oligonukleotiden (2.11.2). Zur

Sequenzauswertung wurde die Software des Geriiteherstellers, sowie die Programme PCGene

und PCSupp (Dr. W. Bonigk, IBI 1/ Forschungszentrum Jiilich) eingesetzt.

2.11.1 Sequenzierreaktion

Es wurde das "Thermo Sequenase" -Kit von Amersham (Little Chalfont! England) verwendet.

Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Pro kBp del' zu sequenzierenden DNA

wurden ca. 65 ng DNA eingesetzt. 1,2 pmol IRD800-Fluorophor-markierter Primer wurden

zugefligt.
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Zur Relaxation der Matrizen-DNA wurde der Ansatz mit 0,7 III 50 % DMSO versetzt. An­

schlieBend wurde der Ansatz mit Wasser auf ein Endvolumen von 7 III aufgefiillt. Der Ansatz

wurde zu je 1,5 III auf vier PCR-ReaktionsgefaBe aufgeteilt. Je 0,75 III der vier Terminati­

onsmixe wurden mit dem gleichen Volumen Wasser verdunnt und jeweils zu einem der vier

1,5 ul-Aliquots gegeben. Die Ansatze wurden mit 20 III "Chill-out 14 Liquid"-Wachs

(MJ Research) iiberschichtet und bei der PCR (2.11.2) eingesetzt.

2.11.2 PCR zur Sequenzierung

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt: 2 min 94 DC, 32 Zyklen (40 sek

bei 94 DC, 40 sek bei der Tm des Sequenzieroligonukleotids und 1 min bei 70DC). Nach der

PCR wurden die Ansatze mit 3 III Stoppuffer gemischt. Es wurde der Stoppuffer des Sequen­

zierkits (2.11.1) benutzt, dem Xylencyanol in einer Endkonzentration von 0,2 % zugesetzt

worden war. Die Proben wurden auf ein Sequenziergel (2.11.3) aufgetragen.

2.11.3 Acrylamid-Gelelektrophorese zur Sequenzierung

Es wurden 60 ml einer 4,6 % Gellosung (mit 35 % Harnstoft) mit 350 ul 10 % APS und 50 ul

TEMED versetzt. Die Gellosung wurde mit Hilfe einer Plastikspritze zwischen die Gelplatten

gegeben, und dabei durch einen Sterilfilter gedruckt, Mit Hilfe eines Plastikkamms wurde

eine glatte Gel-Oberflache erzeugt. Nach I h war die Polymerisation der Gellosung abge­

schlossen. Nach dem Befestigen des Gels in der Kammer des LlCOR-Gerates wurden die

Pufferkammern mit I x TBE gefiillt. Nach einem Vorlauf (l h) wurden je 1,6 III der PCR­

Ansatze (2.11.2) mit Hilfe eines " Haifischzahn" -Kamms aufgetragen. Die Elektrophorese

erfolgte ii.N. bei 45 W und 45 DC. Die Leseweiten betrugen zwischen 600-1.000 Bp.

10 x TBE pH 8,5 (50DC): 1,34 M Tris, 25 mM EDTA, 450 mM Borsaure

4,6 % Gellosung (60 m]): 21 g Harnstoff, 5 ml LO x TBE, 0,5 ml DMSO, 30,5 ml Wasser und

5,6 ml Acrylamid ("Rapid Gel XL" von USB, Bad Homburg)
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2.12 Herstellung und Reinigung von polyklonalen Antlkorpern

2.12.1 Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und MBP-Fusionsproteinen

Die hier beschriebenen Methoden wurden in Anlehnung an Riggs (1994) modifiziert. FUr die

Expression wurde del' Expressionsvektor pMALc2 (2.2.1) verwendet. Aufgrund del' Kon­

struktion dieses Vektors bestehen die gebildeten Fusionsproteine aus einem N-terminalen

Maltose-Bindeprotein (MBP) und einem C-terrninalen Antigenanteil. Die

Fusionsproteine weisen eine Schnittstelle ftir die Protease Faktor Xa zwischen MBP und dem

Antigenanteil auf. Die Anzucht der Bakterien wurde unter 2.2.3.4 beschrieben. Die eingefro­

renen Bakterienpellets wurden in 5 ml AAC-Puffer mit Proteaseinhibitoren (2.12.2) aufge­

nommen und mit einem Sonifikator ("B-12", Branson) fur 10 x 30 sek bei ca. 90 W und bei

4°C aufgeschlossen. Die unlosliche Fraktion des Lysates wurde durch Zentrifugation abge­

trennt (20 min, 15.000 g, 4°C). Der losliche Uberstand mit den Fusionsproteinen wurde fur

die Amylose-Affinitatschromatographie (2.12.2) verwendet, Die Ausbeuten schwanken je

nach Antigenanteil (1-50 mg/ I Bakterienkultur). MBP ohne Fusionsproteinanteil wird gut

exprimiert (ca. 15 mg/ I Bakterienkultur).

2.12.2 Reinigung von MBP und MBP-Fusionsproteinen durch Amylose­

Affinitiitschromatographie

MBP bindet an die repetitiven Maltosereste von Amylose. Daher konnen MBP­

Fusionsproteine bzw. MBP durch Amylose-Affinitatschromatographie in Anlehnung an Kel­

lerman & Ferenci (1982) gereinigt werden. Ais Affinitatsmaterial wurde eine Amylose­

Agarose (NEB, Schwalbach) verwendet. Del' Ubcrstand des Bakterienlysates (2.12.1) wurde

1 : 5 in AAC-Puffer verdunnt und auf Amyloscsaulen (Volumen: 15 ml von Biorad, MUn­

chen) aufgetragen. Danach wurden die Saulen mit 20 Volumen AAC-Puffer gewaschen. Die

gebundenen Proteine wurden durch 20 rnM Maltose in AAC-Puffer eluiert. Das Eluat wurde

direkt zur Immunisierung von Kaninchen (2.12.4) oder nach Dialyse gegen PBS (2.17) zur

Kopplung fur die Antikorperreinigung (2.12.5) verwendet,

AAC-Puffer: 200 rnM NaCI, 1 rnM EDTA, 1 rnM DTT, 20 rnM Tris/ HCI pH 7,4
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AAC-Puffer mit Proteaseinhibitoren: AAC-Puffer mit PMSF (500 ug/ ml), Leupeptin

(1 ~g/ ml), Pepstatin (l ~g/ ml) und Benzamidin (1 mM)

2.12.3 Reinigung von Domiinen aus MBP-Fusionsproteinen durch priiparative Spaltung

Es wurden 4 mg MBP-Fusionsprotein mit del' Protease Faktor Xa ti.N, gespalten, wie unter

2.12.6 beschrieben. Del' Ansatz wurde auf ein praparatives SDS-Polyacrylamidgel aufgetra­

gen und ii.N. durch Gelelektrophorese (2.16) aufgetrennt. Die Proteine wurden reversibel mit

0,3 M CUS04 gefarbt. Das vom MBP abgespaltene Antigen wurde mit del' Gelmatrix ausge­

schnitten, in 0,5 M (NH4)HC03, 0,5 x SDS-Laufpuffer (2.16) aufgenommen und ii.N. gegen

0,5 x SDS-Laufpuffer dialysiert. Das Protein wurde danach gegen 5 mM EDTA in PBS (2.17)

dialysiert. Die verdiinnte Proteinlosung wurde durch Filtration in einem "Centricon 10"­

Konzentrator (Amicon, Witten) eingeengt und die Reinheit durch Gelelektrophorese tlber­

prlift. Die Ausbeute betrug 40 %.

2.12.4 Immunisierung von Kaninchen

Polyklonale Antikorper wurden durch Injektion von MBP-Fusionsproteinen in Kaninchen

(Rasse: WeifJer Neuseeldnderi erzeugt. Daftir wurden 0,5-1 mg Antigen (in 0,5 ml PBS) mit

0,5 ml Adjuvans ("ABM 3", RIBI ImmunoChemResearch) gemischt und in den Nackenbe­

reich des Kaninchens injiziert. Dem Kaninchen wurde in Abstanden von 14 Tagen dreimal

1 mg MBP-Fusionsprotein injiziert. Nach weiteren 14 Tagen wurde dem Kaninchen 1 mg

gereinigtes Antigen (2.12.3) injiziert. Nach del' dritten und vierten Injektion war del' Antikor­

perspiegel im Blut del' Kaninchen ausreichend hoch, so daB polyklonale Seren aus dem Blut

del' Kaninchen gewonnen werden konnten, Dazu wurde Blut aus del' Ohrarterie bzw. durch

"Ausbluten" gewonnen. Nach del' Gerinnung des Blutes (4 h bei RT oder ii.N. bei 4°C) wurde

das Serum durch Zentrifugation (30 min, 3.000 g, 4°C) vom Blutkuchen getrennt. Die Lage­

rung del' aliquotierten Seren erfolgte bei -80°C.

2.12.5 Reinigung von polyklonalen Antlkorpern durch Affinitiitschromatographie

Die Reinigung erfolgte in Anlehnung an Campbell et al. (1951). Fiir die Affinitatsreinigung

wurde gereinigtes MBP und gereinigtes MBP-Fusionsprotein (2.12.2) eingesetzt. Ais
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Saulenmatrix wurde CH-Sepharose-4B (Sigma, Deisenhofen) verwendet. Die Kopp1ung der

Proteine an die Saulenmatrix wurde bei RT in An1ehnung an das Kopplungsprotokoll von

Pharmacia (Uppsala/ Schweden) in Chromatographiesaulen (Vo1umen: 15 m1 von Biorad,

Milnchen) durchgefuhrt. Es wurden 6,5 mg MBP und 11 mg MBP-Fusionsprotein an jeweils

0,4 g CH-Sepharose-4B (Volumen 0,8 rn1) mit einer Effizienz von 90-100 % gekoppelt. Die

Reinigung del' Antikorper erfo1gte in zwei Schritten. Antikorper gegen MBP wurden tiber

eine MBP-Sepharose entfernt. Die verbliebenen Antikorper wurden dann tiber die MBP­

Fusionsprotein-Sepharose gegeben.

Zunachst wurden 1,5 m1 Serum 1:10 in 10 mM Tris/ HC1 pH 7,5 verdtlnnt und dreirna1 tiber

die mit dem gleichen Puffer aquilibricrte MBP-Sepharose gegeben. Der DurchfluB dieser

Saule wurde auf die ebenso aquilibrlcrte MBP-Fusionsprotein-Sepharose gegeben. Beide

Saulen wurden mit 20 mllO mM Tris/ HCI pH 7,5 und mit 20 m1 500 mM NaCI, 10 mM

Tris/ HC1 pH 7,5 gewaschen. Die Elution der Antikorper erfo1gte in zwei Schritten. Zunachst

wurden die gebundenen Antikorper mit 8 ml 100 mM Glycin pH 2,5 e1uiert. AnschlieBend

wurden die verbliebenen Antikorper mit 8 ml 100 mM Triethy1amin pH 11,5 e1uiert. Saure

und basische Eluate wurden sofort mit 0,8 ml l M Tris/ HCI pH 8,0 neutralisiert. Die neutrali­

sierten Eluate wurden bei -80°C ge1agert und nach einem Test (2.12.6) verwendet (2.17,

2.18.3,2.20).

2.12.6 Test gereinigter Antikiirper auf Antigenerkennung

MBP-Fusionsprotein wurde mit der Protease Faktor Xa (NEB, Schwalbach) in MBP und Fu­

sionsproteinanteil gespalten. Das Gewichtsverhaltnis betrug dabei 1 ug Faktor Xa auf 65 ug

Fusionsprotein. Die Spaltung erfo1gte ftir 1 h bei 4°C. Der Spaltungsansatz wurde gelelektro­

phoretisch aufgetrennt (2.16) und die Proteine auf eine Membran transferiert (2.17). Die ge­

reinigten Antikorper (2.12.5) wurden zurn immuno1ogischen Nachweis eingesetzt (2.17). Die

von der MBP-Sau1e eluierten Antikorper detektierten ausschlieBlich MBP, nicht den Anti­

genanteil. Die von der MBP-Fusionsproteinsaule eluierten Antikorper detektierten aus­

schlieBlich den Antigenanteil, nicht das MBP. Weiterhin konnte gezeigt werden, daB jeweils

tiber 95 % der gebundenen Antikorper bei der sauren Elution von der Affinitatssaulc gelost

wurden.
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2.13 Priiparation von heterolog exprimierten Membranproteinen aus HEK 293-ZeIIen

Fur die heterologe Expression in HEK 293-Zellen wurde das Plasmid peDNAIAmp (Invitro­

gen, Groningen/ Niederlande) eingesetzt (2.2.1). Die Zellen von vier 0 9 em Sehalen wurden

am 2. Tag naeh del' Transfektion mit jeweils 5 ml PBS (2.17) gewasehen, mit einem Gummi­

spatel abgesehabt und zentrifugiert (10 min, 300 g, 4°C). Die Zellen wurden mit 5 ml PBS

gewasehen und erneut zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in insgesamt 2 ml Puffer A re­

suspendiert und in einern Teflon-Glas-Homogenisator Iysiert. ZeIlreste und ZeIlkerne wurden

dureh Zentrifugation entfernt (15 min, ISO g, 4°C). Del' losliche Uberstand wurde ultrazentri­

fugiert (20 min, 50.000 g, 4°C). Das Pellet diesel' Zentrifugation wurde erneut in 2 mi

Puffer A resuspendiert, homogenisiert und ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde zum hyperto­

nisehen Wasehen in 2 ml Puffer B resuspendiert, ultrazentrifugiert und in ca. 300 III Puffer C

aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert. Die Konzentration an Protein wurde dureh

die Amidoschwarz-Methode (2.15.2) bestimmt. Die Ausbeuten betrugen 100-150 ug Protein

pro 0 9 em Sehale.

Puffer A (hypotoniseh):

20 mM NaCI, I mM EDTA, 0,1 mM EGTA, ImM DTT in 20 mM HEPES/ NaOH pH 7,4

mit Proteaseinhibitoren (siehe AAC-Puffer/ 2.12.2)

Puffer B (hypertoniseh): wie Puffer A, jedoeh 500 mM NaCI

Puffer C (isotonisch): wie Puffer A, jedoeh ISO mM NaCI

2.14 Priiparation von Membranproteinen aus nativen Geweben

Membranproteine aus nativen Geweben wurden wie unter 2.13 prapariert. Die Menge del'

eingesetzten Puffer riehtete sich naeh Volumen und Gewicht des homogenisierten Gewebes

(ca. 2 ml Puffer A und B pro g Gewebe). Die Membranfraktion aus dem Rieehepithel von

10 Ratten wurde in 2 ml, die Membranfraktion aus den Retinae von 10 Ratten wurde in 800 III

Puffer C resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde naeh der Amidosehwarz-Methode

bestimmt (2.15.2). Aus dem Rieehepithel von 10 Ratten lief sieh ca. 9 mg Protein, aus den

Retinae von 10 Ratten lieE sich ca. I mg Protein reinigen.
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2.15 Konzentrationsbestimmung von Proteinlosungen

2.15.1 Konzentrationsbestimmung nach Bradford (1976)

Es wurde das "Protein Assay" -Farbreagens von BioRad (Milnchcn) verwendet. Die zu ver­

messende Proteinprobe wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 800 J.ll aufgeflillt und

mit 200 ul Farbreagens vermischt. Danach wurde die OD595 bestimmt. Eine Eichkurve wurde

mit BSA (NEB, Schwalbach) erstellt. Im linearen Bereich del' Eichkurve (1- 10 J.lg Protein)

entspricht eine OD595 von 0,06 ca. 1 ug Protein.

2.15.2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Die Konzentration von Proteinlosungen, die Detergentien oder Lipide enthalten, kann nicht

durch die Methode nach Bradford (2.15.1) bestimmt werden. Die Protein-Konzentration sol­

cher Proben wurde mit del' Amidoschwarz-Methode bestimmt. Dabei wurde del' "Ami­

doschwarz lOB"-Farbstoff von Merck (Darmstadt) verwendet. Die zu vermessende Probe

wurde mit Wasser auf 200 J.ll aufgeflillt und mit 20 J.ll 10 % SDS vermischt, urn Proteine zu

solubilisieren. Danach wurden 30 J.ll 1 % SDS, 1 M Trisl HCl pH 7,5 hinzugegeben. Nach

dem Mischen wurden 60 J.l1104 % (wI v) TCA zur Fallung del' Proteine hinzugegeben und del'

Ansatz nochmals gemischt. Die Proben wurden 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend WUl'­

den die Proben auf einen Membranfilter (Porendurchmesser: 22 urn/ Millipore, Eschborn)

aufgetragen. Die Filter wurden mit 2 ml 6 % TCA gewaschen und fur 3 min mit Farbelosung

gefarbt, Danach wurden die Filter kurz mit Wassel' gespiilt und dreimal fur 1 min in Entfar­

belosung gelegt. Aus den getrockneten Filtern wurden die gefarbten Filterbereiche ausge­

schnitten. Danach wurden die Filterstiicke in je 1 ml Elutionslosung fur 20 min bei RT ge­

schuttelt. Es wurde die OD630 bestimmt. Eine Eichkurve wurde mit BSA (NEB, Schwalbach)

erstellt. Im linearen Bereich del' Eichkurve (1-15J.lg Protein) entspricht eine OD630 von 0,03

ca. 1 ug Protein.

Farbelosung:

0,5 % Amidoschwarz BIO

45 % Methanol

10 % Essigsaure

Entfiirbelosung:

90 % Methanol

2 % Essigsaure
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2.16 'I'rennung von Protelnen durch Gelelektrophorese

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

in Modifikation nach Laemmli (1970) getrennt. Fur den analytischen MaBstab wurden "Mi­

nigel Twin"-Elektrophorese-Kammern (GelmaBe: 0,15 x 8 x 10 em) von Biometra verwen­

del. Fur den praparativen MaBstab (2.12.3) wurde eine "Studier" -Elektrophorese-Karnmer

(GelmaBe: 0,2 x 14 x 15 em) von Hoefer eingesetzt. Die Trennung erfolgte im analytischen

MaBstab mit 15 rnA im Sammelgel und 20 rnA im Trenngel und dauerte ca. 90 min. Es wur­

den 7,5-16,5 %ige Trenngele und 5,2 %ige Samme1gele verwendet. 1m praparativen MaBstab

wurde die Elektrophorese u.N, mit 60 V durchgefuhrt, Proteinproben wurden in 1 x SDS­

Probenpuffer aufgetragen.

4 x SDS-Probenpuffer: 0,01 % Bromphenolblau, 4 % p-Mercaptoethanol, 50 % Glycerin,

6,4 % SDS, 200 mM Trisl HCI pH 7,5

lOx SDS-Laufpuffer: 1,92 M Glycin, 250 mM Tris, 1 % SDS

2.16.1 Verwendete Protolnmarker fill' die SDS-PAGE

Es wurden Marker fur niederen ("LMW: Low molecular weight calibration kit") und hohen

("HMW: High molecular weight calibration kit") Molekulargewichtsbereich von Pharmacia

(Uppsalal Schweden) verwendet:

Niederer Molekulargewichtsbereich: 94, 67,43, 30, 20 und 14,4 kDa

Hoher Molekulargewichtsbereich: 212, 170, 116,76 und 53 kDa.

2.16.2 Fiirben von SDS-PAGE-Gelen mit del' Coomassie-Blaufiirbung

Das Farben von SDS-PAGE-Gelen wurde in Anlehnung an Meyer & Lamberts (1965) durch­

gefuhrt. Es wurde der Farbstoff Coomassie Blue R 250 von Serva (Heidelberg) verwendet.

Die Ge1e wurden fur 1-2 h oder u.N, in Farbelosung gelegt. AnschlieBend wurden die Gele bis

zum Erreichen des gewlinschten Farbegrades in Entfarbelosung gelegt und auf Whatman­

Papier getrocknet.

FarbelOsung: 0,2 % SERVA Blue R, 30 % Ethanol (vergallt), 10 % Essigsaure

Entfiirbelosung: 30 % Ethanol (vergallt), 10 % Essigsaure
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2.17 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Membranen ("Westernblot")

Die Proteine wurden in SDS-PAGE-Gelen aufgetrennt (2.16) und in Anlehnung an Towbin et

al. (1979) auf PVDF-Membranen ("Immobilon P" von Millipore, Eschborn) transferiert. Del'

Transfer wurde bei 2,5 mAl cmz in einem "Milliblot-Graphit-Elektroblot" -System von Milli­

pore (Eschborn) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Erfolgreicher Transfer wur­

de durch reversible Farbung mit 0,2 % Ponceau S (Sigma, Deisenhofen) in 2 % Essigsdure

iiberpriift. Gegebenenfalls wurde die Blotmembran in Streifen geschnitten. Die (Membran-)

Streifen wurden 1h oder u.N, bei 4°C mit 0,5 % Magermilchpulver (Marke: "Gliicksklee") in

PBS abgesattigt. Danach wurden die Streifen zweimal fill' jeweils 3-5 min mit 0,02 % Tween­

20 (Sigma, Deisenhofen)/ PBS gewaschen und fur 1 h mit geeigneten Antikorpervcrdunnun­

gen in 0,02 % Tween-20/ PBS inkubiert. Die Mcmbranstreifen wurden zweimal gewaschen

und in geeigneten Verdunnungen des Zweit-Antikorpers (meist 1:5.000) in 0,02 % Tween-20/

PBS fill' 30 min inkubiert. AbschlieBend wurde zweimal 3-5 min mit 0,02 % Tween-20/ PBS

und zweimal 3-5 min mit PBS gewaschen. Aile Schritte wurden (bis auf das Absattigen del'

Blotmembran) bei RT durchgcfuhrt. Die eingesetzten sekundaren Antikorper waren mit

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die sekundaren Antikorper wurden von Amersham (Little

Chalfont/ England) bezogen. Del' Nachweis del' spezifischen Komplexe aus Erst- und

Zweitantikorper erfolgte mit dem "ECL-Western Blotting analysis"-System von Amersham

(Little Chalfont/ England) nach Herstellerangaben. Fur den photographischen Nachweis del'

Lumineszenzsignale wurde "ECL Hyperfilm" des gleichen Herstellers verwendet, Immobili­

sierte Proteine wurden nachtraglich durch Amidoschwarz gefarbt (analog zu 2.15.2).

PBS (pH 7,4-7,5): 137 mM NaCI, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHP04, 1,8 mM KHZP04

2.18 Immunzytochemische Methoden

2.18.1 Praparatlon von Rinder- und Rattenretinae

Die Rinderaugen stammten aus dem Jtilicher Schlachthof und wurden auf Eis ins Labor trans­

portiert. Bei Raumlicht wurden die Augen hinter dem Ziliarkorper, an del' Ora serrata, parallel

zur Linse aufgeschnillen und Cornea, Linse sowie Glaskorper entfernt. Del' hintere

Augenbecher mit del' Retina wurde fill' I h in 4 % Paraforrnaldehyd (PA)! 0,1 M
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Phosphatpuffer (PP) immersionsfixiert. AnschlieBend wurden Retinastiicke freiprapariert, in

PP gewaschen und durch Inkubationen in 10 % Saccharose/ PP (2 h) und 30 % Saccharose/

PP tiber Nacht kryoprotektiert. Die Stucke wurden in Einbettmedium (Tissue Tek, OCT com­

pound, Miles Scientific) flach eingebettet und eingefroren. In einem Cryostaten (Reichert­

lung) wurden 16 11m dicke Vertikalschnitte (senkrecht zu den retinalen Schichten) angefertigt

und auf gelatinisierten Objekttragern aufgenommen.

Adulte Ratten (Spraque Dawley) wurden mit Isofluran tief narkotisiert und dekapitiert. Die

Augen wurden entnommen, durch einen Einschnitt an der Ora serrata zu einem Drittel geoff­

net und in 4 % PA ftlr 15 min fixiert. Danach wurden die Augen ganz aufgeschnitten und der

hintere Augenbecher mit der Retina fur 45 min weiterfixiert. AnschlieBend wurden die Augen

wie oben beschrieben gewaschen, kryoprotektiert, eingebettet und geschnitten.

PP-Puffer (0,1 M Phosphatpuffer): 19 mM Na2HP04, 81 mM NaH2P04 pH 7,4

2.18.2 Priiparation von olfaktorischem Epithel

Drei Wochen alte Ratten (Spraque Dawley) wurden mit Isofluran tief narkotisiert und dekapi­

tiert. Der vordere Teil des Schadels mit dem Riechepithel wurde freiprapariert und in 4 % PA

inkubiert. Der Schadel wurde in der PA-Uisung in einem Exsiccator fur eine Minute Unter­

druck ausgesetzt, urn die Luft aus der Nasenhohle zu entfernen und das Eindringen der PA­

Losung zu ermoglichen. Das Gewebe wurde fur 1 h fixiert, danach in PP (2.18.1) gewaschen

und wie fur die Retinae beschrieben kryoprotektiert, eingebettet und eingefroren. In einem

Cryostaten wurden 20 11m dicke Coronalschnitte durch die ganze Nasenhohle angefertigt und

auf gelatinisierten Objekttragern aufgenommen.

2.18.3 Immunzytochemische Fiirbungen

Die Schnitte wurden ftlr 5 min angetrocknet, 5 min mit 4 % PA anfixiert, zwei Mal 10 min in

PP (2.18.1) gewaschen und dann fiir 1 h in einer Losung aus 10 % nonnalem Ziegenserum

(NGS), 0,5 % Triton-X 100 in PP inkubiert. Die Erstantikorper wurden in einer Losung aus

5 % NGS, 0,5 % Triton-X 100, 0,05 % NaN3/ PP verdiinnt und die Schnitte darin tiber Nacht

inkubiert, AnschlieBend wurden die Schnitte zwei MallO min in PP gewaschen. Die Inkuba­

tion mit dem Zweitantikorper (anti-Kaninchen-Biotin, Sigma, 1:1.000) erfolgte in 5 % NGS,

0,5 % Triton-X 100/ PP ftlr 1,5 h. Nach Waschen in PP wurden die Schnitte mit einem
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Extravidin-Meerrettichperoxidase Konjugat (Sigma, 1:300 in PP) fiir 1,5 h inkubiert. Naeh

zweimaligem Waschen fill' je 10 min in PP erfolgte unter Zugabe von Diaminobenzidinte­

trahydrochlorid (DAB: 0,05 %) und H202 (0,01 %) in PP del' Nachweis des Erstantikorpers,

Die Farbreaktion verlief unter Sichtkontrolle und wurde dureh Abziehen del' Diaminobenzi­

dintetrahydrochloridlosung und Zugabe von PP gestoppt. Die Sehnitte wurden gewasehen, in

Mowiollosung (Hoeehst) eingedeekt und unter dem Mikroskop mit Diffcrentialinterferenz­

kontrastoptik ausgewertet. Zur Dokumentation wurden Photographien mit einer Nikon F3

Kamera und Ilford Delta 100 Filmen angefertigt.

2.19 Heterologe Genexpression in HEK 293·Zellen

2.19.1 Kulturbedingungen ffir HEK 293·Zellen

Fur die heterologe Expression von eDNA wurde die mensehliehe, embryonale Nierenzellinie

HEK 293 verwendet. Diese Zellen sind stabil mit einem Adenovirus transformiert. Die Zellen

wurden in "MlO"-Niihrmedium von ameo BRL (Eggenstein) bei 37°C, 5 % C02 und

ca. 95 % Luftfeuehtigkeit auf Plastikschalen (0 5-9 em) kultiviert. Die Verdopplungszeit del'

HEK 293-Zellen betrug ca. 24 h. Das Medium wurde zweimal wochentlich geweehselt. Bei

einer Diehte von ca. 107 Zellenl 0 9 em Sehale wurden die Zellen abgelost und auf neue

Sehalen verteilt. Dazu wurden die Zellen mit 5 ml PBS (2.17) gewasehen und mit 1 ml

0,05 % Trypsin! 0,02 % EDTA von ameo BRL (Eggenstein) bei 37°C abgelost und zentri­

fugiert (10 min, 100 g, RT). Die Zellen wurden in ca. 10 ml "MlO"-Medium resuspendiert.

Ein Teil del' Zellen wurde fur die Zellerhaltung in einer Diehte von ca. 1,5 x 105 auf

o 9 cm-Schalen ausgesat, Die restlichen Zellen wurden ftlr die Transfektion zu 2 x 105 Zellen

auf 0 5 em Sehalen oder zu 9 x 105 Zellen auf 0 9 em Sehalen plattiert. Naeh 25 Zyklen

wurden die HEK 293-Zellen verworfen und eine neue Zyklenrunde mit einem frisehen Ali­

quot tiefgcfrorener Zellen begonnen. Fiir die Langzeitlagerung wurden HEK 293-Zellen ge­

erntet, die sich in del' logarithmisehen Waehstumsphase befanden (60-70 % Konfluenz). Sie

wurden zu 2 x 106 Zellenl ml in "MlO" -Medium/ 10 % DMSO in fliissigem Stiekstoff einge­

froren. Bei Gebrauch wurden sie bei 37°C aufgetaut und mit 10 ml "MI0"-Medium gemiseht

und zentrifugiert (10 min, 100 g, RT). Danaeh wurden die Zellen in ca. 5 ml "MI0"-Medium

resuspendiert und zu 5 x 105-Zellen auf 0 9 cm-Schalen ausgesat,
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2.19.2 Transiente Expression von Proteinen in HEK 293·Zellen

Fur die Transfektion der Zellen wurde der Vektor pcDNAIAmp (2.2.1) verwendet. Die Trans­

fektion wurde mit der Calciumphosphat-Methode nach Chen & Okayama (1987) durchge­

fuhrt, Fur immunzytochemische (2.20) und elektrophysiologische (2.21) Untersuchungen

wurden 4 x 105 Zellen (0 5 em Schale), fur die Praparation von Membranproteinen (2.13) ca.

2 x 106 Zellen transfiziert. Die Transfektionsansatze hatten folgende Zusammensetzung:

o 5 em Schale:

4-121lg Plasmid-DNAll241l1 Wasser

411111 M CaCh

165 1112 x BBS pH 6.95

o 9 em Schale:

13-39 ug Plasmid-DNAI 372 III Wasser

123 1111 M CaCh

495 1112 x BBS pH 6,95

2 x BBS pH 6.95: 50 mM BES, 280 mM NaCI, 1,5 mM Na2HP04

Die Transfektionsansatze wurden 20 min bei RT inkubiert und auf Schalen mit logarithmisch

wachsenden Zellen (2.19.1) ausgesat. Die DNA prazipitiertc fur ca. 22 h bei 35°C, 3 % C02

und ca. 95 % Luftfeuchtigkeit. Zellen, die fill' die Zcllpraparation vorgesehen waren, wurden

mit PBS (2.17) gewaschen und mit frischem Medium 22 h bei 37°C, 5 % CO2 und

ca. 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Gegebenenfalls wurde Natriumbutyrat zur Steigerung der

Expressionsrate in einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben. ZelIen, die immunzytoche­

misch oder elektrophysiologisch untersucht werden solIten, wurden in "MuitiwelI-Platten"

umgesetzt. Dazu wurden die ZelIen mit 3 ml PBS und 2 ml 0,5 % EDTAI PBS (2.17) gewa­

schen und mit 300 III 0,05 % Trypsin! 0,02 % EDTA (2.19.1) bei 37°C abgelost, Die ZelIen

wurden nach Zentrifugation (10 min, 100 g, 37°C) in 4,7 m1 "MlO" -Medium resuspendiert

und auf Poly-L-Lysin beschichtete Glasplattchen in Multiwellschalen gegeben (je 250 Ill).

Die Glasplattchen wurden zuvor in MultiwelIschalen mit Poly-L-Lysin (0,1 mg! ml) fill' 2 h

inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und mit 200 III "MlO"-Medium uberschichtct. Poly­

L-Lysin wurde von Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die Zellen wurden 22 h bei 37°C,

5 % CO2 und ca. 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. GegebenenfalIs wurde Natriumbutyrat zur

Steigerung der Expressionsrate in einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben.
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2.20 Immunzytochemie an HEK 293·Zellen

HEK 293-Zellen, die transient heterologe Proteine exprimieren (2.19.2), konnen mit

Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB) bei RT gefarbt werden. Die Zellen werden am

zweiten Tag nach der Transfektion mit 500 III PBS (2.17) pro "Multiwell" gewaschen und

15 min mit 500 III 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen

dreimal mit 500 III PBS gewaschen, in 0,05 % NaN3/ PBS aufgenommen und bei 4°C gela­

gert, Vor der Farbung wurden die Zellen mit 200 III 10 % NGS, 0,5 % Triton X-100 in PBS

fur 30 min inkubiert. NGS und Triton X-IOO wurden von Sigma (Deisenhofen) bezogen. Da­

nach wurde der Erstantikorper in Verdimnungen von 1:100-400 in 200 III 5 % NGS, 0,5 %

Triton X-lOOt PBS fur 1 h zugegeben. Danach wurden die Zellen dreimal fur 15 min mit PBS

gewaschen und der Zweitantikorper in 5 % NGS, 0,5 % Triton X-lOOt PBS fur 30 min in ei­

ner Verdunnung von 1:100 zugegeben. Nach drei Waschgangen mit PBS erfolgte die Farbung

der Antikorperkomplexe tiber die kovalent gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP) des

Zweitantikorpers, Es wurden 200 III 0,05 % DAB, 0,01 % Wasserstoffperoxid in PBS zuge­

geben und die Farbreaktion durch 500 IIIPBS gestoppt. Bei der Oxidation des DAB durch die

gekoppelte HRP entsteht ein braunes, unlosliches Reaktionsprodukt, das die Zellen farbt,

Nach wiederholtem Waschen mit PBS wurden die Glasplattchen fur photographische Auf­

nahmen in 30 % Mowiol (Hoechst) in 75 % Glycerin, Tris/ HCl pH 8,5 auf Objekttragern

eingebettet und photographiert.

2.21 Elektrophysiologische Messungen

Die rCNCa2-Kanale (3.1) wurden von A. Angele (Ifll L, Forschungszentrum Jiilich) elektro­

physiologisch charakterisiert (3.3). Die Proteine wurden dazu in HEK 293-Zellen heterolog

exprimiert, Die Messungen wurden nach der "Patch c1amp"-Technik (Hamill et al., 1981) in

der "inside out-patch"-Konfiguration durchgefuhrt. Dazu wurde ein Membranstiick ("patch")

mit einer MeBpipette so von der HEK 293-Zelle abgezogen, daB die zytoplasmatische Seite

des Patches zur Inkubationslosung gerichtet war. Der Pipettenwiderstand betrug ca. 5 MO.

Der Widerstand nach dem Abziehen des Patches von der Zelle war .::: 2 GO

("Seal" -Widerstand). Die elektrophysiologischen Messungen wurden bei definierter Span­

nung (Spannungsklemme) durchgeftihrt (EPC7, Liszt). Der Membranstrom wurde durch
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einen TiefpaBfilter (1 kHz, 8-Pol Bessel Filter, Frequency Devices, Massachusetts/ USA) ge­

filtert. Die MeBwerte wurden gespeichert (N D-Wandler und Software: pClamp 6.0.3, Axon

Instruments, Burlinggame/ USA). Die Patche wurden aus parallel angeordneten Quarz­

Kunststoff-Kapillaren mit den Testlosungen perfundiert. Fiir die Messung del' cGMP- bzw.

cAMP-induzierten Strome (3.3.2.1) wurde die Pipette mit SIS ("Standard inside solution")

gefullt und die Membraustiicke mit x f.IM cGMP bzw. cAMP in SIS (SIS: 100 mM KCI, 10

mM EGTA, 10 mM HEPES/ KOH pH: 7,4) perfundiert.

Fiir die Messung del' Ionenselektivitat (3.3.2.2) wurden die Membranstiicke mit ImM cGMP,

10 mM EGTA, 10 mM HEPES/ NMG pH: 7,4 und 100 mM XCI (X= tr', Na+, K+, Rb+, Cs+,

NH/) perfundiert. Die Pipette enthielt bei diesen Messungen 100 mM KCI, 10 mM EGTA,

10 mM HEPES/ NMG pH: 7,4.

Die Modulation durch Calmodulin (3.3.2.3) wurde durch zeitlich aufeinanderfolgende Perfu­

sion der Membranstiicke mit unterschiedlichen Losungen untersucht. Die Abfolge der Losun­

gen war folgcndermalscn: 1) 10 mM EGTA, 2) 100 f.lM cGMP, 3) 0 f.lM cGMP, 4) 3 f.lM

cGMP, 5) 3 f.lM cGMP + 1 f.lM Calmodulin, 6) 100 f.lM cGMP, 7) 10 mM EGTA, 8) 3 f.lM

cGMP, 9) 3 f.lM cGMP + 1 f.lM Calmodulin, 10) 10 mM EGTA, 11) 3 f.lM cGMP und

12) 100 uM cGMP. Die Abb. 3.3.2.3 zeigt einen Ausschnitt eines solchen Experiments. Die

Losungen hatten mit Ausnahme von EGTA (in SIS) folgende Zusammensetzung: 0, 3 oder

100 IlM cGMP, 100 mM KCI, 10 mM HEPES/ KOH pH: 7,4 sowie 0,8 mM CaCh/ 2 mM

NTA (ergibt eine "fide" Ca2+-Konzentration von ca. 50 IlM Ca2+). Die Pipette enthielt bei

diesen Experimenten SIS-LOsung.

2.22 Fluoreszenzoptlscher Nachweis del' Ca2+·Aufnahme in HEK 293·Zellen

Die cGMP-induzierte Aufnahme von Ca-t-Ionen in HEK 293-Zellen durch heterolog cxpri­

rnierte CNG-Kanale wurde von D. Reuter (IBI 1, Forschungszentrum Jiilich) durch Fluores­

zenz-Spektroskopie nachgewiesen ("Ca2+-Imaging"). Die intrazellulare Ca-r-Konzentration,

[Ca2+]i' wird mit Hilfe des Ca-t-sensitiven Fluoreszcnz-Farbstoffs Fura-2 (Grynkiewicz et aI.,

1985; Van den Bergh et aI., 1995) und einem "Ca2+-Imaging"- System (Applied Imaging,

GroBbritannien) quantitativ analysiert. Hierbei wird das Fura-2 mit UV-Licht der Wellenlagen

A= 340 nm und 380 nm angeregt und jeweils die Intensitat (Ie) des emittierten Fluoreszenz­

Lichts bei 'A= 510 nm bestimmt. Del' Quotient I"(340 nm)! Ie(380 urn) ist ein MaB fur

die intrazellulare Ca2+-Konzentration ([Ca2+]i). Das emittierte Licht wird von einer
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CCD-Kamera aufgezeichnet. Aus del' Intensitat des emittierten Lichts werden die verschiede­

nen [Ca2+] j berechnet und einer Falschfarbenskala zugeordnet. Die Skala reicht von blau

(niedrige [Ca2+] j) libel' 256 Farbabstufungen bis hin zu rot (hohe [Ca2+]D. In den HEK 293­

Zellen kann mit dieser Methode die [Ca2+1 bis zu etwa 5 11M detektiert und farbkodiert auf

Fotos dokumentiert werden. Urn die Zellen mit Fura-2 zu beladen, wurde das membrangangi­

ge Fura-2-Derivat "Fura-2/ AM" (Molecular Probes, Leiden/ Niederlande) eingesetzt. Dieses

Derivat tragt Estergruppen, die intrazellular durch unspezifische Esterasen abgespalten wer­

den. Das dabei freiwerdende Fura-2 ist nicht membranpermeabel und verbleibt in den Zellen.

Die

Zellen wurden in Multiwell-Schalen mit 4 11M Fura-2/ AM und 0,02 % Pluronic F-125 (Mo­

lecular Probes, Leiden/ Niederlande) in ES-Puffer mit 1 mM CaCh und 2 mM MgCh fur 1 h

bei 37°C unter Normalbedingungen (2.19) inkubiert. AnschlieBend wurden die mit Fura-2

beladenen HEK 293-Zellen in ES-Puffer mit 3 mM CaCh, sowie 3 mM 8-Bromo-cGMP

uberfuhrt, Das 8-Bromo-cGMP ist ein Derivat des cGMPs, das rnembrangangig ist, und nicht

durch Phosphodiesterasen hydrolysiert wird, Dadurch akkumuliert sich innerhalb von

30-100 sek eine 8-Bromo-cGMP-Menge in den Zellen, die ausreicht, urn die cGMP-Kanale

zu offnen. Dies fuhrt zu einer Aufnabme von Ca2+ und damit zu einem Anstieg del' [Ca2+]i von

.$ 100 nM auf ~ 800 nM. Die Anderung del' [Ca2+]i in den Zellen wurde durch eine Serie von

Momentaufnabmen im zeitlichen Abstand von 10-20 sek mit dem Ca2+-Imaging System do­

kumentiert.

ES-Puffer: 120 mM NaCI, 3 mM KCI, 50 mM Glukose in 10 mM HEPES/ NaOH pH 7,2
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3 Ergebnisse

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanale sind die Endglieder der Signaltransduktion bei der

Photorezeption und del' Olfaktion. Del' olfaktorische CNG-Kanal del' Ratte wird durch die

Untereinheiten rCNCa3, rCNCa4 und rCNCp1b gebildet (Bonigk et aI., 1999). Es kann abel'

nicht ausgeschlossen werden, daB in einer Subpopulation von Riechzellen CNG-Kanale aus

anderen Untereinheiten gebildet werden. In del' vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht

werden, ob zusatzliche CNCa-Untereinheiten, wie sie beispielsweise in Sehzellen vorkom­

men, im Riechepithel der Ratte exprimiert werden. Dabei wurde eine Untereinheit aus dem

Riechepithel, dem Auge und dem Hoden der Ratte kloniert, die als "rCNCa2" bezeichnet

wurde. Von diesel' Untereinheit existieren zwei SpleiBvarianten, die als "rCNCa2a" bzw.

"rCNCa2b" bezeichnet wurden. Im Auge lieB sich ausschlieBlich die kurzere rCNCa2a­

SpleiBvariante nachweisen. Im Riechepithel und im Hoden existieren beide SpleiBvarianten.

Ein Vergleich del' abgeleiteten Aminosauresequenzen von rCNCa2a und rCNCa2b mit ande­

ren CNCa-Untereinheiten ist im Anhang aufgefiihrt (7.2).

Das Kapitel "Ergebnisse" gliedert sich in drei Teile. Zunachst wird die Klonierung del'

rCNCa2-Untereinheit beschrieben. Im gleichen Teil wird die Modifizierung del' Nukleotidse­

quenz (fur die hetero1oge Expression) und die Herstellung eines Antikorpers gegen diese Un­

tereinheit erlautert, AIle dabei verwendeten Oligonukleotide ("Primer") und deren Hybridisie­

rungsbereiche sind im Anhang aufgefiihrt (7.1). Die in del' Arbeit angegebenen Nukleotid­

und abgeleiteten Aminosaurepositionen beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf die

rCNCa2b-SpleiBvariante. Im zweiten Teil werden die Ergebnisse zur Expression in situ und

zur zellularen Lokalisierung der rCNCa2-Untereinheit beschrieben. Im dritten Teil wird die

heterologe Expression und die Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften

der rCNCa2a- und rCNCa2b-Kanale dargestellt.

3.1 Klonierung der CNCa2-Untereinheit der Ratte (rCNCa2)

CNCa2-Untereinheiten wurden aus mehreren Spezies kloniert. Die CNCa2-Untereinheiten

des Huhns (cCNCa2: Bonigk et aI., 1993) und des Menschen (hCNCa2: Yu et al., 1996;

Wissinger et aI., 1997) wurden aus del' Retina kloniert. Die CNCa2-Untereinheit wird in del'

Retina ausschlieBlich in Zapfenzellen exprimiert. Beim Rind wurde die CNCa2-Untereinheit
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aus dem Hoden kloniert und in Zapfenzellen der Retina naehgewiesen (bCNCa2: Weyand et

al., 1994). Beim Huhn konnten auBerdem zwei SpleiBvarianten der CNCa2-Untereinheit aus

dem Pinealorgan kloniert werden (peCNCa2a und peCNCa2b: Bonigk et al., 1996).

Im Rieehepithel der Ratte gibt es eine Subpopulation von Rieehzellen, die moglicherweise

eGMP als sekundaren Botenstoff verwenden (Juilfs et al., 1997). Daher konnte vermutet wer­

den, daB eine eGMP-sensitive CNC-Untereinheit, z.B. eine CNCa2-Untereinheit, aueh in

Rieehzellen del' Ratte exprimiert wird, Die Sequenz del' CNCa2-Untereinheit del' Ratte war

zu Beginn meiner Arbeit nieht bekannt. Allerdings wurde aus dem Zungenepithel der Ratte

eine Nukleotidsequenz kloniert, die fur eine, als "rCNGgust" bezeiehnete, CNC-Untereinheit

kodiert (Misaka et al., 1997). Die abgeleitete Amlnosauresequcnz zeigt sehr hohe Almliehkeit

zu den Aminosauresequenzen der CNCa2-Untereinheiten des Rindes und des Mensehen

(> 80 %). Misaka und Mitarbeiter hatten nicht versueht, die Expression diesel' Untereinheit in

anderen Geweben, wie z.B. Retina und Hoden, naehzuweisen. Aufgrund der Sequcnzahnlich­

keit konnte angenommen werden, daB die "rCNGgust" -Untereinheit del' CNCa2-Untereinheit

der Ratte (rCNCa2) entsprieht.

In del' vorliegenden Arbeit wurden zwei SpleiBvarianten der rCNCa2-Untereinheit aus dem

Riechepithel, dem Auge und dem Hoden der Ratte kloniert. Die gefundenen Sequenzen wei­

chen im 5 '-Bereich von del' publizierten "rCNGgust"-Sequenz abo Es wurden mehrere eDNA­

Fragmente isoliert (3.1.1) und zusammengefiigt (3.1.3). Die Nukleotid- und abgeleitete Arni­

nosauresequenz del' rCNCa2-Untereinheit ist in del' Abbildung 3.1.2.1 dargestellt.

3.1.1 Amplifikation von eDNA-Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktlon

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR: 2.10) wurden eDNA-Fragmente amplifiziert.

Die Lage der amplifizierten Fragmente relativ zur Gesamtsequenz der rCNCa2-Untereinheit

ist in der Abb. 3.1.1.1 sehematiseh dargestellt.

Zunachst wurde polyadenylierte RNA aus dem Rieehepithel del' Ratte isoliert (2.8) und dureh

reverse Transkription naeh der "random priming" -Methode (2.9) in eDNA umgesehrieben.

Diese diente als Matrize bei del' PCR. Anhand der Nukleotidsequenz del' "rCNGgust"­

Untereinheit wurden geeignete Primer synthetisiert (2.10.1). Mit den Primern #2165 und

#2166 wurde ein Fragment amplifiziert (Bezeichnung: "Fragment-2165!2166"). Die Enden

des PCR-Fragments wurden geglattet (2.6.2.1), das Fragment wurde phosphoryliert (2.6.2.2)
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und gereinigt (2.5.6). Danaeh wurde es in die dephosphorylierte EeoRV­

Restriktionssehnittstelle eines pBlueseriptSK-Vektors (2.2.1) eingeftigt (2.6.3) und sequen­

ziert (2.11). Die Nukleotidsequenz des Fragments (Nukleotide 584-1131) entspricht dem kor­

respondierenden Bereich del' "rCNGgust" -Sequenz, Die Hybridisierungsbereiche del' Primer

#2165 und #2166 liegen in zwei untersehiedliehen Exonen des Gens (Misaka et al., 1997). Da

das amplifizierte Fragment keine Intronsequenzen enthielt, muBte es Teil eines gespleiBten

Transkripts sein. Damit war siehergestellt, daB die "rCNGgust" -Sequenz im Rieehepithel

transkribiert wird, und daB die Amplifikation des Fragments nicht auf einer Verunreinigung

mit genomiseher DNA beruhte.

Die CNCcQ·Untereinheit des Rindes wurde in del' Retina und im Hoden naehgewiesen rwey­

and et al., 1994). Wenn die "rCNGgust"-Untereinheit del' rCNCa,2-Untereinheit entsprieht,

sollte sieh die Transkription diesel' Untereinheit aueh im Auge und im Hoden del' Ratte nach­

weisen lassen. Daher wurde polyadenylierte RNA aueh aus diesen Organen isoliert und in

eDNA umgesehrieben. Die eDNAs aus dem Rieehepithel, dem Auge und dem Hoden wurden

als Matrize fur weitere PCR-Experimente verwendet, Zunachst wurde versueht, ein Fragment

aus dem 3/-Bereich des Gens zu amplifizieren. Mit den Primern #2168 und #2169 lieB sich

aus den versehiedenen eDNAs jeweils ein Fragment gleicher GroBe amplifizieren. Die Frag­

mente wurden, wie fur das Fragment-2165/2166 besehrieben, in einen Vektor eingefugt (Be­

zeichnung: "pBlue-2168/2169") und sequenziert. Die Sequenzen del' Fragmente, die aus den

versehiedenen eDNAs amplifiziert wurden, waren identiseh. Das jeweils amplifizierte Frag­

ment (Nukleotide 1090-2089; Bezeiehnung: ,,3/-Fragment-2168/2169") entspricht dem korre­

spondierenden Bereich del' "rCNGgust"-Sequenz. Das Fragment enthalt im 3/-Ende das Stop­

kodon (Nukleotide 2011-2013; TGA) und einen Teil des nicht-kodierenden Bereiehs (Nu­

kleotide 2014-2089).

Urn Fragmente aus dem 5/-Bereieh des Gens zu erhalten, wurden versehaehtelte PCR­

Experimente (2.10.2.2) mit den Primerpaaren #2191, #2179 und #2192, #2166 durchgefuhrt.

Dabei wurde aus eDNA aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden jeweils ein Frag­

ment gleicher Grobe amplifiziert. Die Fragmente wurden, wie bereits besehrieben, in einen

Vektor eingeftigt (Bezeiehnung: "pBlue-2192/2166") und sequenziert. Die Sequenzen del'

Fragmente, die mit den verschiedenen eDNAs amplifiziert wurden, waren identiseh. Das je­

weils amplifizierte Fragment (Nukleotide 233-1131; Bezeiehnung: "Y-Fragment-2192/2166")

entsprach dem korrespondierenden Bereich del' "rCNGgust-Sequenz" mit Ausnahme eines

Nukleotids (3.1.2).
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Abb, 3.1.1.1: Lage der amplifizierten Fragmente relativ zur Gesamtsequenz rCNCa2 (2089 bp), Nukleo­
tidsequenzen sind schematisch als waagerechte Balken dargestellt. Der kodierende Bereich reicht von
Nukleotid 1 (Start: Adenylylnukleotid des ATG-Kodons) bis 2013 (Stop: TGA). Das Segment, das nur in der
rCNCa2b-SpleiBvariante vorkommt.(Nukleotide 105-218), ist grau dargestellt. Das Fehlen dieses Segments
(LI. 105-218) ist durch eine gestrichelte Klammer angedeutet, Der nicht-kodierende 3'-Bereich (Nukleotide
2014-2089) ist schraffiert dargestellt. Nukleotidpositionen sind durch senkrechte Striche markiert. Das erganzte
Startkodon (ATG) ist kursiv geschrieben. Die Bezeichnung der Fragmente ist am linken Bildrand angegeben.
Fragmentc, deren Bezeichnungen unterstrichen sind, wurden verwendet, urn die vollstandigen Sequenzen herzu­
stellen (Abb. 3.1.3.1 und 3.1.3.2).
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Die amplifizierten 5'- und 3'-Fragmente enthielten keine Intronsequenzen. Dies zeigte, daB

das Gen fur die "rCNGgust" -Untereinheit im Riechepithel, im Auge und im Hoden del' Ratte

transkribiert wird. Del' Nachweis del' Transkription diesel' Sequenz im Auge und im Hoden

stiitzte die Annahrne, daB es sich bei der "rCNGgust" -Untereinheit urn die rCNCa2­

Untereinheit handelt.

Das vollstandige 5'-Ende del' rCNCa2-Sequenz sollte durch verschachtelte PCR-Experimente

amplifiziert werden. Es wurden Primer synthetisiert, die im nicht-kodiercnden 5'-Bereich

bzw. im Beginn del' "rCNGgust"-Sequenz hybridisieren sollten (7.1.2: #2189 und #2190). Mit

den Primerpaaren #2189, #2179 und #2190, #2166 und den verschiedenen cDNAs als Matrize

konnte jedoch kein Fragment amplifiziert werden. Daraus muB gefolgert werden, daB das

5'-Ende del' rCNCa2-Untereinheit vom 5'-Ende del' publizierten "rCNGgust" -Sequenz ab­

weicht.

Urn das 5'-Ende del' rCNCa2-Sequenz zu isolieren, wurde eine "random geprimte" A-ZAPII­

Phagen-cDNA-Bibliothek durchsucht (2.4, 2.7.1.2, 2.7.1.5). Diese cDNA-Bibliothek wurde

mit cDNA aus dem Riechepithel del' Ratte hergestellt und mil' freundlicherweise von Dr. J.

Bradley (Ecole Normale Superieure, Parisi Frankreich) zur Verftlgung gestellt. Die Bibliothek

wurde mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde (2.7.1.4, 2.7.1.5) durchsucht, Als Son­

denmatrize wurde ein PCR-Fragment (Nukleotide 233-1131) verwendet, das mit den Primern

#2192 und #2166 hergestellt worden war. Mit del' spezifischen Sonde wurden memo als 106

unabhangige Phagenklone untersucht, Es wurde kein positivcr Klon detektiert,

Daher wurde versucht, das 5'-Ende del' rCNCa2-Untereinheit durch die ,,5'-RACE-PCR"­

Methode (2.10.2.3) zu amplifizieren. Aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden del'

Ratte wurde polyadcnylierte RNA isoliert (2.8) und als Matrize fur die Herstellung genspezi­

fischer cDNA (2.9) verwendet. Fur die cDNA-Synthese wurde del' Primer #2193 verwendet

(Abb. 2.10.2.3). Durch Polyadenylierung wurde die cDNA am 3'-Ende mit einer Folge von

Desoxyadenylylnukleotiden versehen. Diese modifizierte eDNA wurde als Matrize fur die

5'-RACE-PCR verwendet. Eine erste PCR wurde mit dem Oligo-d'l-Anchor-Primer und dem

Primer #2194 durchgeftihrt (Abb. 2.10.2.3). Mit den Produkten del' ersten PCR als Matrize,

dem Anchorprimer und dem Primer #2195 wurde eine zweite PCR durchgeftihrt (Abb.

2.10.2.3). Die Produkte del' zweiten PCR warden durch Gelelektrophorese aufgetrennt (2.5.4),

auf eine Membran ubertragen (2.7.1.1) und mit einer spezifischen, radioaktiv markierten Son­

de getestet. Als Sondenmatrize wurde ein PCR-Fragment verwendet, das mit den Primern

#2192 und #2166 hergestellt worden war (Nukleotide 233-1131). Die Sonde detektierte keine
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distinkten Banden, sondern hybridisierte mit PCR-Produkten, die sich gieichmiiBig tiber

einen Grofsenbereich von ca. 400-2000 bp verteilten. Die PCR-Produkte im Grofenbereich

von ca. 450-800 bp wurden gereinigt und in die EcoRV-KIonierungsstelle des Vektors

pBluesriptSK eingefiigt. E.coli-Zellen wurden mit den hergestellten Plasmiden transformiert

nnd anschlieBend ausplattiert. Diese Zellen wurden mit Hilfe del' "Kolonie-Hybridisierung"

(2.7.1.3) untersucht, Die Filterabzuge der Kulturplatten wurden mit einer spezifischen, radio­

aktiv markierten Sonde hybridisiert. Ais Sondenmatrize wurde erneut das PCR-Fragment

verwendet, das mit den Prirnern #2192 und #2166 hergestellt worden war (s.o.), Positive Klo­

ne wurden isoliert und sequenziert.

Dabei wurde ein 5'-RACE-Fragment gefunden (Nukleotide 4(M05-2l8)-604; Bezeichnung:

,,5'-RACE-Fragment-Auge"), das die Nukleotide 4-104 enthielt. Den Nukleotiden 4-104

folgte ein Bereich (Nukleotide 219-232), del' aus del' publizierten "rCNGgust"-Sequenz be­

kannt war. Diesel' Sequenz foigte ein Nukleotidbereich (Nukleotide 233-604), der bereits aus

dem RiechepitheI, dern Auge und dern Hoden del' Ratte kloniert worden war (s.o.). Dem ge­

fundenen 5'-RACE-Fragment fehlte del' zu diesem Zeitpunkt unbekannte Sequenzabschnitt,

der die Nukleotide 105-218 umfaBte.

Mehrere Fragmente wurden isoliert, die den Ubergang del' Nukleotide 4(M05-218)-232 in

bereits klonierte Sequenzbereiche (Nukleotide 233-604) belegten. Es wurde jedoch kein Klon

gefunden, del' ein Startkodon enthalt. Ein Vergleich del' abgeleiteten Aminosauresequenz del'

Nukleotide 4-104 mit den N-Termini bekannter CNCa2-Kaniile Iegt nahe, daB del' gefun­

denen Sequenz mit hoher Wahrscheinlichkeit nur das Startkodon fehlt (Abb. 3.1.1.2). In den

Abbildungen 3.1.1.1 und 3.1.2.1 wurde daher ein Startkodon bzw. das abgeleitete Methionin

erganzt und durch kursive Schreibweise markiert, Die 5'-RACE-Fragmente, denen die Nu­

kleotide 105-218 fehlen, wurden aus Ansatzen isoliert, bei denen ais Matrize eDNA aus dem

Auge verwendet wurde. Urn die 5'-Sequenzen aus dem Riechepithel und dem Hoden zu

S'-RACE-Fragment-Auge
bCNCa2
hCNCa2
cCNCa2

-AK~TQCSQPSPRQLSVKDAADBD~DQVENG~G

~KlSTQYSHPTRTHP~VR-TMDBD~DCIENG~S

~KINTQYSHPSRTH~EVK-TSDBD~NRAENG~S

~KINTQHSYPGMHGLSVR-TTDEDIERIENGFI

Abb. 3.1.1.2: Vergleich del' abgeleiteten Amlnosauresequenz del' S'·tel'minalen Nukleotide des isollerten
S'-RACE·Fragmenls (S'-RACE-Fl'agment-Auge) mit den N-terminalen Aminosauresequenzen bekannter
CNCa2-Untel'einheiten. Die abgeleitete Aminosauresequenz ist mit den N-Termini del' CNCa2-Untel'einheiten
des Rindes (bCNCa2), des Menschen (hCNCa2: Yu et aI., 1996) und des Huhns (cCNCa2) verglichen. Es sind
jeweils die ersten 33 Aminosaurcn aufgefuhrt, Aminosauren, die in allenvier Sequenzen identisch sind, sind fett
gedrnckt. Aminosauren, die (maximal) in drei del' Sequenzen identisch sind, sind unterstrichen.
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bp 1 2 3

947
831

564

125

OIl

OIl "'---. 5'-Fragment­
Riechepithel/AugelHoden

Abb, 3.1.1.3: Southernblot-Analyse del' aus eDNA ampllflzierten, terminalen 5'-Fragmente (Besehreibung
im Text). Ais Matrize wurden foigende eDNAs verwendet: Spur I: RieehepitheI, Spur 2: Auge, Spur 3: Roden.
Es wurden jeweils ca. 10 ng DNA auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen und aufgetrennt. Die DNA wurde auf
eine Membran iibertragen und mit einer spezifisehen Sonde hybridisiert. Die sehwaehe Bande in Spur 1 bei ca.
220 bp ist wahrseheinlieh ein PCR-Artefakt. Als Marker wurde A-DNA verwendet, die mit EeoR! und RindlIl
geschnitten worden war (MBI Fermentas/ Litauen).

bestimmen, wurden versehaehtelte PCR-Experimente durehgefiihrt. Als Matrize diente je­

weils eDNA aus dem Rieehepithel, dem Hoden und dem Auge. Anhand der terminalen

5'-Sequenz (5'-RACE-Fragment-Auge) wurden die Primer #2364 und #2365 synthetisiert.

Mit den Primerpaaren #2364, #2194 und #2365, #2195 wurden 5'-Fragmente amplifiziert.

Die Produkte der PCR wurden dureh Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Membran tiber­

tragen (2.7.1.1) und mit einer spezifisehen, radioaktiv markierten Sonde hybridisiert

(Abb, 3.1.1.3). Als Sondenmatrize wurde ein PCR-Fragment verwendet (Nukleotide 227­

579), das mit den Primern #2191 und #2206 hergestellt worden war. Aus allen drei eDNAs

wurde ein Fragment mit einer Lange von 483 bp amplifiziert. Aus eDNA aus dern Rieehepit­

hel und dem Hoden wurde ein zusatzliches, grofseres Fragment mit einer Lange von 597 bp

amplifiziert. Die Fragmente wurden, wie oben besehrieben, in einen Vektor eingefiigt und

sequenziert. Die Sequenz des kilrzeren Fragments ist identisch zur ,,5'-RACE-Fragment­

Auge" -Sequenz, beginnt jedoeh auf'grund des verwendeten Primers #2365 mit dem Nukleotid

8. Dieses Fragment wurde als ,,5'-Fragment-Rieehepithel/AugelHoden" bezeiehnet (Nukleo­

tide 8(il105-218)-604). Das groliere Fragment, das nur aus eDNA aus dem Rieehepithel bzw.

dem Hoden amplifiziert wird, wurde als ,,5'-Fragment-Riechepithel/Hoden" bezeiehnet

(Nukleotide 8-604). Es besitzt einen Einsehub von 114 Nukleotiden (Nukleotide 105-218).

Diesel' Einsehub zeigt in der abgeleiteten Aminosauresequenz sehr groBe Homologie zu ei­

nem Segment aus den N-terminalen Sequenzen bekannter CNCa2-Untereinheiten (7.2).

Die Ergebnisse zur Klonierung del' rCNCa2-Untereinheit sollen hier zusammengefaBt wer­

den: Die rCNCa2-Untereinheit existiert im Rieehepithel und dem Hoden in zwei Varianten,
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die sich durch eine Insertion (Nukleotide 105-218) unterscheiden. An den Grenzen del'

Insertion findet sich jeweils eine Konsensussequenz fur einen Exon-Exon-Ubcrgang (AGGN;

Mount et al., 1982). Es handelt sich bei den gefundenen Varianten daher sehr wahrscheinlich

urn SpleiBvarianten eines Gens. 1m Auge wird ausschlieBlich die SpleiBvariante gefunden, del'

die Nukleotide 105-218 fehlen. Diese Form del' rCNCa2-Untereinheit wurde als

"l'CNCa2a"-SpleiBvariante bezeichnet. Die langere Form wurde als "l'CNCa2b"­

SpleiBvariante bezeichnet. In Abb. 3.1.2.1 ist die Sequenz del' l'CNCa2-Untel'einheit darge­

stellt.
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3.1.2 Nukleotid- und abgeleitete Aminosiiuresequenz der rCNCa2-Untereinheit

ATGGCCAAGGTCAATACCCAATGCTCACAGCCCTCCCCGAGACAACTTTCAGTAAAGGAC 60
M A K V N T Q C S Q P S P R Q L S V K D 20

*
'V

GCCGCAGACAGAGACCTCGATCAAGTGGAGAATGGCCTCGGCAGGTCTCACTCACCATGT 120
A A D R D L D Q V ENG L G R S H S P C 40

GAGGAGACATCTTCCACAGTGCATCAGGGGATCGTCATGGAGACCGGAGAACTGGCTGGA 180
E E T SST V H Q G I V MET GEL A G 60

"GCCGCACAGAGTTTATTCACAAGCCAGGGGCCAGCCAGGGTGTCACGCTTCATCATCTCC 240
A A Q S L F T S Q G PAR V S R F I I S 80

*
ATTCGTGCGTGGGCCGCCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGACGCCTGACTCCTTTTTG 300

I RAW A A R H L H H E D P T P D S F L 100

GATCGTTTTCATGGAGCTGAGCTTAAGGAAGTATCCAGCCAGGAAAGGAATGCCCAGCCC 360
D R F H G A ELK E V S S Q ERN A Q P 120

T
AACCCAGGAGGACAGGAACCACCAGAGGGAGGGAAAGGCAGGAAGAAGGATCCCATTGTG 420

N P G G Q E P PEG G K G R K K D P I V 140

-----81----------
GTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCCCTCCCGGTCTTC 480

V D P S S N I Y Y R W L T A I ALP V F 160

T
TATAACTGGTGTCTACTTGTGTGCAGGGCCTGTTTTGATGAGCTACAGTCAGAACACCTG 540

Y N W C L L VCR A C F DEL Q S E H L 180

-----------82---------
ACACTGTGGCTGGTCCTGGACTACTCTGCAGATGCCCTGTATGTTGTGGACATGCTGGTT 600

T L W L V L D Y SAD A L Y V V D M L V 200

T
CGTGCCCGGACAGGTTTCCTTGAACAAGGCCTAATGGTCAGGGATACCAAGAGGCTGTGG 660

R ART G F L E Q G L M V R D T K R L W 220

*-------83---------
AAACATTACACAAAGACCTTGCACTTCAAGCTGGACATCCTGTCTCTCATCCCCACAGAC 720

K H Y T K T L H F K L D I L S LIP T D 240

------84---
CTGGCTTATTTGAAGTTGGGCATGAACTACCCGGAACTGAGGTTCAATCGCCTCCTGAGG 780
LAY L K L G M N Y PEL R F N R L L R 260

TTCTCTCGGCTCTTTGAGTTCTTTGACCGCACGGAGACAAGGACCAACTACCCCAATGTG 840
F S R L F E F F D R T E T R T N Y P N V 280

--------- 85---------
TTCAGGATAGGGAACTTGGTTCTGTACACCCTCATTATCATCCACTGGAACGCCTGCATC 900

F RIG N L V L Y T L I I I H W N A C I 300
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TACTTTGCCATTTCCAAGTTCATCGGTTTTGGAACAGATTCCTGGGTCTATCCAAACACC 960
Y F A I S K FIG F G T D S W v Y P N T 320

\If

TCCAAGCCGGAGTATGGACGCCTCTCCAGGAAGTACATTTACAGCCTCTACTGGTCCACC 1020
S K P E Y G R L S R K Y I Y SLY W S T 340

----- Porenregion ----------
TTGACCCTGACCACCATTGGGGAGACCCCGCCCCCCGTGAAGGATGAGGAGTATCTCTTT 1080

L T L TTl GET P P P V K DEE Y L F 360

------------86------
GTGGTCATAGACTTCCTGGTGGGCGTCCTGATCTTCGCCACTATAGTAGGCAATGTGGGC 1140

V V I D F L V G V L I FAT I V G N V G 380

TCCATGATTTCCAACATGAACGCTTCCCGGGCGGAGTTCCAGGCTAAGATAGATTCCATC 1200
S MIS N M N A S RAE F Q A KID S I 400

AAGCAGTACATGCAGTTCCGGAAGGTAACCAAGGACTTGGAGACTCGGGTTATCCGGTGG 1260
K Q Y M Q F R K V T K D LET R V I R W 420

•
TTTGACTATCTGTGGGCTAACAGGAAGACGGTGGATGAAAAGGAAGTGCTCAAAAACCTC 1320

F D Y L WAN R K T V D EKE V L K N L 440

CCAGACAAGCTGAAGGCCGAGATCGCCATCAACGTGCACCTGGACACACTGAAGAAAGTC 1380
P D K L K A E I A I N V H L D T L K K V 460

*
CGAATCTTCCAGGACTGCGAGGCAGGGCTTCTGGTGGAGCTGGTGCTGAAGCTTCGTCCT

R I F Q D C E A G L L VEL V L K L R P

GCTGTGTTCAGCCCTGGGGACTACATTTGCAAAAAGGGGGACATTGGAAGGGAGATGTAC
A V F S P G D Y I C K K G DIG REM Y

------------ cNMP·Bindestelle---------
ATCATCAAGGAGGGCAAGCTGGCTGTCGTGGCTGACGATGGGGTCACCCAGTTTGTGGTC

I IKE G K L A V V ADD G V T Q F V V

CTCAGTGATGGCAGTTACTTTGGGGAGATCAGCATCTTAAACATTAAGGGGAGCAAGTCG
LSD G S Y F GEl S I L N I K G S K S

GGGAACCGCAGGACAGCCAACATCAGGAGCATCGGCTACTCGGACCTGTTCTGCCTCTCC
G N R R TAN IRS I G Y S D L F C L S

AAGGATGACTTGATGGAGACCCTCACGGAGTACCCGGATGCTAAGAGGGCTCTGGAGGAA
K D D L MET L T E Y P D A K R ALE E

AAGGGTCGGCAGATTCTGATGAAGGACAACCTAATCGATGACGACCTGGTGACGGCCAGG
K G R Q I L M K D N LID D D L V TAR

*
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480

1500
500

1560
520

1620
540
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GCAGATGCCAGGAACATCGAGGAGAAGGTGGAGTACCTGGAGTCATCCTTGGACGGCCTG
A DAR N lEE K V E· Y L E S S L D G L

CAGACGAGGTTCGCCCGACTCCTGGCTGAGTACAGTGCCTCCCAGATGAAGCTGAAACAG
Q T R FAR L L A E Y S A S Q M K L K Q

CGGCTCAGCCAGCTGGAGAGCCAGATGACCAGGAGGGGTCATGGCTTCTCACCTGACAGG
R L S Q L E S Q M T R R G H G F S P D R

*
GAGAATTCCGAGGATGCTTCAAAAGCTGACTGAAAATGCAGGTGGCTCTGCCTCCTGCTT
ENS E D ASK A D

CCCAGGGCCAGCTGCCAGTGAGACACTTTACAGCCTCGTGGTGAAGAGT

1860
620

1920
640

1980
660

2040
670

2089

Abb. 3.1.2.1: Nukleotid- lind abgeleitete Amlnosauresequenz der rCNCo:2-Untereinheit. Dargestellt ist die
rCNCo:2b-SpleiJlvariante. Die Nukleotide sind in 5'---> 3'-Ricbtung numeriert. Die abgeleitete Aminosaurcse­
quenz ist unter del' Nukleotidsequenz angegeben und ebenfalls numeriert. Die Nukleotide und abgeleiteten Ami­
nosauren, die del' rCNCo:2a-SpleiBvariante fehlen (Nukleotide 105-218). sind durch fetten Druck gekennzeich­
net. Die Nukleotide dieses Bereichs sind zusatzlich unterstrichen. Das Startkodon (ATG) und das abgeleitete
Methionin wurden erganzt und sind durch kursive Schreibweise markiert. Das Startkodon, das abgeleitete Me­
thionin und das Stopkodon (TGA) sind unterstrichen. Die Lage del' putativen transmembranalen Segmente S1­
S6, del' Poreuregion und del' Bindestelle fur zyklische Nukleotide (cNMP-Bindestelle) ist durch Balken Uberdel'
Nuklcotidsequenz angegeben. Die Grenzen dieser Bereiche wurden durch Sequenzvergleich mit anderen
CNCo:2-Kanalen (Bonigk et aI., 1993; Weyand et aI., 1994; Bonigk et al., 1996) festgelegt. Exongrenzen, die
von Misaka und Mitarbeitern (1997) identifiziert wurden, sind durch ('f) gekennzeichnet, Exongrenzen, die
aufgrund del' gefundenen SpleiBvarianten abgeleitet wurden, sind durch (V') gekennzeichnet. Potentielle Phos­
phoryiierungsstellen fur cAMP/cGMP-abhlingige Kinasen ( • ), Proteinkinase C ( • ) nnd eine potentielle Glyko­
syiierungsstelle ('If) sind ebenfalls gekennzeichnet.

Die eDNA von rCNCo:2a kodiert fur ein Protein von 632 Aminosauren mit einer errechneten

Molmasse von 72,5 kDa. Die eDNA von rCNCo:2b weist einen Einsehub von 114 bp (Nu­

kleotide 105-218) auf und kodiert fur ein Protein von 670 Aminosauren mit einer erreehneten

Molmasse von 76,4 kDa. Die Sequenzen sind ab del' Nukleotidposition 219 bis auf eine Aus­

nahme identiseh zur publizierten "rCNGgust" -Sequenz (Misaka et al., 1997). An Nukleo­

tidposition 323 wurde ein Thymidyl- anstelle eines Cytidylnukleotids gefunden. Diese Ab­

weichung wurde dureh mehrere unabhangige PCR-Experimente bestatigt. Die abgeleitete

Aminosauresequenz enthalt daher an Position 108 ein Leuein anstelle eines Prolins. Aile be­

kannten CNCo:2-Untereinheiten besitzen an del' korrespondierenden Position ein konservier­

tes Leuein. Daher ist ein Sequenzierfehler dureh Misaka und Mitarbeiter (1997) sehr wahr­

seheinlieh.

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen del' SpleiBvarianten zeigen sehr groBe Ahnlichkcit zu

bekannten CNCo:2-Untereinheiten. FUr die rCNCo:2b-Untereinheit ist hier im Vergleieh zu

anderen CNCo:2-Untereinheiten del' Prozentsatz del' identisehen bzw. del' konservativ
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substituierten Aminosauren (in Klammern) angegeben: cCNCa2 (76,4 % bzw. 11,5 %),

bCNCa2 (82,7 % bzw. 8,2 %) und hCNCa2 (81,6 % bzw. 8,2 %).

Die SpleiBvarianten rCNCa2a und rCNCa2b weisen sechs putative transmembranale Seg­

mente (S1-S6), eine Porenregion und eine Bindestelle fur zyklische Nukleotide auf. Beiden

SpleiBvarianten fehlt im Vergleich zu bekannten CNCa2- und CNCa1-Untereinheiten ein

Bereich N-terminal vom ersten transmembranalen Segment, in dem ifberdurchschnittlich viele

geladene Aminosauren vorkommen (7.2). Die Funktion dieses hydrophilen Bereichs, del' auch

in den CNCa3- und CNCa4-Untereinheiten (und del' pcCNCa2b-SpleiBvariante) fehlt, ist

noch unbekannt.

Die abgeleiteten Aminosauresequenzen del' SpleiBvarianten unterscheiden sich durch einen

Einschub von 38 Aminosauren im N-Terminus. In diesem Bereich befindet sich in einigen

CNCa-Untereinheiten eine Calmodulinbindestelle. Durch den SpleiBvorgang werden in die­

sem Bereich unterschiedliche Nukleotidsequenzen erzeugt, die in del' abgeleiteten Aminosau­

resequenz unterschiedliche putative Calmodulinbindestellen ergeben. Calmodulinbindestellen

bestehen aus ca. 20 Aminosauren und binden Calmodulin mit nanomolarer Affinitat, Sie wei- .

sen ein Motiv auf, das als ,,1-5-8-14"-Motiv bezeichnet wird (O'Neil & DeGrado, 1990; Cri­

vici & Ikura, 1995). An den Positionen 1 und 14 befinden sich haufig aliphatische oder aro­

matische Aminosauren, An den Positionen 5 und 8 befinden sich haufig hydrophobe Ami­

nosauren,

In del' Abbildung 3.1.2.2 sind die putativen Calmodulinbindestellen del' SpleiBvarianten

rCNCa2a und rCNCa2b und die korrespondierenden Bereiche anderer CNCa-Untereinheiten

dargestellt. Am besten untersucht ist die Calmodulinbindestelle del' rCNCa3-Untereinheit, die

Calmodulin mit hoher Affinitat bindet (KD=3,4 nM; Liu et al., 1994). Die Bindung von

1 5 8 14

rCNCa2a
rCNCa2b
bCNCa2

cCNCa2
rCNCa3

DQVENGLGRVSRFIISIRAWAARHLH
FTSQGP-ARVSRFIISIRA~AARHLH

FTSQGP-TRLSRLIISLRAWSARHLH

FTGRGAMARLSRFVVSLRSWATRHLH- - - -
RRGRGGFQRIVRLVGVIRDWANKNFR

(27-52)

( 66-90)

( 65-89)

(65-90)

(62-87)

Abb, 3.1.Z.Z: Vergleich del' putativen Calmodulln-Blndestellen del' rCNCaZ-Splei6varianten mit den
korrespondlerenden Bereichen anderer CNCa-UnteI'einhelten (Erlauterung im Text). Dargestellt sind Berei­
che aus den Spleillvarianten rCNCa2a und rCNCa2b, aus den CNCa2-Untereinheiten des Rindes (bCNCa2),
des Huhns (cCNCa2), sowie aus del' CNCa3,Untereinbeit del' Ratte (rCNCa3). Die Position del' Sequenzab­
schnitte ist jeweils rechts angegeben. Die Aminosauren, die das ,J-5-8-14" -Motiv bilden, sindunterstrichen.
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Calmodulin an die rCNCa3-Untereinheit im olfaktorischen Kanal vermindert die Liganden­

sensitivitiit des Kanals ftlr cAMP urn einen Faktor von 20 (Chen & Yau, 1994). Die cCNCa2­

Untereinheit enthalt an Position 1 des 1-5-8-14-Motivs ein Methionin anstelle eines Phenyla­

lanins. An Position 5 findet man ein Serin anstelle eines Valins. Calmodulin

vermindert die Ligandensensitivitiit des heterolog exprimierten cCNCa2-Kanals urn den

Faktor 1,5-2 (Bonigk et al., 1996).

Die putative Calmodulinbindestelle del' bCNCa2-Untereinheit besitzt an del' ersten Position

des 1-5-8-14-Motivs keine aliphatische oder aromatische Aminosaure, Ein Peptid, das den

Bereich del' putativen Bindestelle enthalt, bindet Calmodulin mit einer Affinitiit von

ca. 120 nM (Dr. KW. Koch, personliche Mitteilung). Heterolog exprimierte bCNCa2-Kaniile

werden jedoch nicht durch Calmodulin moduliert (Dr. F. Muller, personlichc Mitteilung).

Die putative Calmodulinbindestelle der rCNCa2a-SpleiBvariante ahnelt im 1-5-8-14-Motiv

am meisten del' Calmodulinbindestelle del' cCNCa2-Untereinheit. Die beiden CNC2a­

Untereinheiten unterscheiden sich im 1-5-8-14-Motiv an del' ersten und der achten Position.

An Position 1 findet man ein Leucin anstelle eines Methionins. An Position 8 findet man ein

Isoleucin anstelle eines Valins. Die putative Calmodulinbindestelle del' rCNCa2b-Variante

iihnelt hingegen mehr der Calmodulinbindestelle del' bCNCa2-Untereinheit, da bei beiden

Untereinheiten an der ersten Position des 1-5-8-14-Motivs weder eine aliphatische, noch eine

aromatische Aminosiiure vorkommt. Aus diesem Grund wurde die erste Position des

1-5-8-14-Motivs dieser beiden Untcreinheiten in der Abbildung 3.1.2.2 als "Leerstelle" an­

gegeben. Ob die Sequenzunterschiede von rCNCa2a und rCNCa2b im Bereich del' putativen

Calmodulinbindestelle funktionelle und physiologische Bedeutung haben, sollte durch he­

terologe Expression diesel' SpleiBvarianten in HEK 293-Zellen und Untersuchung del' elektro­

physiologischen Eigenschaften der gebildeten Kanale geklart werden. Die Sequenzen, die fur

die vollstiindigen SpleiBvarianten kodieren, wurden aus den klonierten Einzelfragmenten

(3.1.1) zusammengesetzt und in einen Expressionsvektor eingefugt (3.1.3). Die SpleiBvarian­

ten wurden in HEK 293-Zellen heterolog exprimiert und elektrophysiologisch charakterisiert

(3.3.2).
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3.1.3 Modifizierung del' rCNCo:2-Sequenz fiir die heterologe Expression in HEK 293­

Zellen

Die Nukleotidsequenzen, die fiir die vollstandige rCNCo:2a- bzw. die rCNCo:2b-SpleiB­

variante (3.1.2) kodieren, wurden unter Verwendung del' klonierten Fragmente (Abb. 3.1.1.1)

zusammengefiigt. Die Fragmente fungierten als Matrizen fiir die PCR-Synthese von Zwi­

schenprodukten. Diese wurden in den Vektor pBluescriptSK eingefiigt und mit Hilfe von

Restriktionsschnittstellen zusammengesetzt. Zunachst wurde ein Plasmid hergestelIt, das die

Nukleotide 235-2013 enthalt (Abb. 3.1.3.1; Bezeichnung: "pBlue-rCNCo:2~T"). Diesel'

Bereich ist in den SpleiBvarianten rCNCo:2a und rCNCo:2b identisch. In del' abge1eiteten

Aminosauresequenz (179- D670) ergibt sich eine verkilrzte rCNCo:2-Untereinheit (Bezeich­

nung: "rCNCo:2ilNT'), del' ein Teil des N-Terminus fehIt (7.2). Diese Sequenz wurde in den

Vektor pcDNAIAmp umkloniert (Abb. 3.1.3.1). Mit dem entstandenen Plasmid (Bezeich­

nung: "pcDNA-rCNCo:2~T") und den terminalen 5'-Fragmenten (Abb. 3.1.1.1:

5'-Fragment-RiechepithellAugelHoden bzw. 5'-Fragment-Riechepithel/Hodcn) wurden die

Sequenzen, die fiir die vollstiindige rCNCo:2a- bzw. die rCNCo:2b-SpleiBvariante kodieren,

hergestellt (Abb. 3.1.3.2). Die Sequenzen wurden dann jeweils in den Vektor

pcDNAIAmpLlHind (s.u.) eingefiigt (Bezeichnung: "pcDNA-rCNCo:2a" und "pcDNA­

rCNCo:2b"). Diese Plasmide und das Plasmid pcDNA-rCNCo:2~T wurden zur heterologen

Expression del' vollstandigen SpleiBvarianten bzw. del' N-terminal verklirzten Mutante del'

rCNCo:2-Untereinheit in HEK 293-Zellen verwendet (3.3).

Hier soli nun zunachst die Herstellung des Plasmids pcDNA-rCNCo:2LlNT erlautert werden

(Abb.3.1.3.1). Mehrere Zwischenprodukte wurden durch PCR hergestellt. Fur die Herstellung

eines 3'-Fragments wurde das Plasmid pBlue-2168/2169 als Matrize verwendet, das die Nu­

kleotide 1090-2089 enthalt (3.1.1). Die PCR wurde mit den Primern #2168 und #2251 durch­

gefiihrt. Durch den Primer #2251 wurde eine Xbal-Restriktionsschnittstelle im AnschluB an

das Stopkodon (Nukleotide 2011-2013) in das PCR-Produkt (Bezeichnung: ,,3'-Fragment­

2168/2251") eingefiihrt. Fdr die Herstellung eines Y-Fragments wurde das Plasmid pBlue­

2192/2166 als Matrize verwendet, das die Nukleotide 233-1131 enthalt (3.1.1). Die PCR wur­

de mit den Primern #2250 und #2166 durchgefiihrt. Durch den Primer #2250 wurde eine

ideale ribosomale Bindestelle (Kozak-Sequenz: CCACC; Kozak, 1984) und daran anschlie­

Bend ein Startkodon (ATG) unmittelbar VOl' das Nukleotid 235 in das PCR-Produkt (Bezeich­

nung: ,,5'-Fragment-2250/2166") eingefiihrt.
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PCR mit#2250, #2166

~
5'-Fragmenl-2250/2166

PCR mit #2168, #2251
y

3'-Fragmenl-2168/2251

HiAdlII (1429)

1090 2013 (Stop)

1====;=========1XbaI

...•.....

1131
I

Rekombinante peR mit #2250, #2252
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K-ATcI============:::J

/ .

V L/

5'-Fragmenl-2250/2252

2~5 1416
K-ATGII===================:::;::::j

HihdlII (1429)

1) Restriktion mit
Hindll/und KhaT

2) Ligation in HindIII/XbaJ
geschnittenen pBluescriptSK

1) Gldtten der Enden lind
Restriktion mit HindII!
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V
pBlue-2250lHind

pBlue-Hindl2251

1429 2013 (Slop)
II1II XhoIIIIIIHindIIII===========' XbaIIIIII

Restriktion mit Xhol/HindIII Restriktion mit Xhol/HindlJI

5'-Fragment-XholHind

2~5 14f9
XhoI-K-ATGt===========J HindlII

"7....•............
Ligation

~
pBlue-rCNCa2L1.NT

! 1) Restriktion mit XhollXbaI
V 2) Umklonierung IIIpcDNAIAmp

pcDNA-rCNCa2tlNT

HiAdlII (1429)

235 2013 (Stop)
II1II XhoI-K-ATuJ'tI==================::;==========J1 XbaIlIIII

Abb, 3,1,3.1: Schematische Darstellung der Herstellung des pcDNA-rCNCa2L1.NT-Plasmids fiir die he­
terologe Expression in HEK 293-Zellen (Erlauterung im Text). Ausgewahlte Fragmente bzw. Plasmide sind
schematisch dargestellt. Die Fragmente sind als waagercchte Rechtecke, Plasmidsequenzen als schwarze Balken
dargestellt. Ausgewahlte Restriktionsschnittstellen sind eingetragen. Nukleotidpositionen sind durch senkreehte
Striche markiert. Das erganzte Startkodon ist kursiv geschrieben. Die relative Lage der Ausgangsprodukte 5'­
Fragment-2192/2166 und 3'-Fragment-2168/2169 zur Gesamtsequenz rCNCa2 ist in Abb. 3.1.1.1 veranschau­
licht, Verwendete Abkiirzung: K: Kozak-Sequenz (CCACC).
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Das 5'-Fragment-2250/2166 wurde nun durch eine sogenannte "rekombinante" PCR in

3'-Richtung verlangert. Das Fragment iiberlappt mit dem 3'-Fragment-2168/2251 (Abb.

3.1.3.1; Nukleotide 1090-1131). Bei einerrekombinanten PCR fungieren zwei Fragmente, die

iiberlappen, wechselseitig als Startpunkt fiir die Polymerase und als Matrlze, Die PCR wurdc

mit dem 5'- und dem 3'-Fragment und den Primern #2250 und #2252 durchgefiihrt. Dadurch

entstand ein PCR-Produkt (Bezeichnung: ,,5'-Fragment-2250/2252"), das bis zur Nukleo­

tidposition 1456 verlangert worden war. Das 5'-Fragment-2250/2252 und das 3'-Fragment­

2168/2251 weisen einen iiberlappenden Bereich auf, del' die Hindlll-Restriktionsschnittstelle

(Nukleotid 1429) enthalt, Die Enden des 5'-Fragments wurden gegliittet. Danach wurde das

Fragment mit HindllI geschnitten und in einen HinelI und HindllI geschnittenen pBlue­

scriptSK-Vektor eingefiigt (Bezeichnung: "pBlue-2250IHind"). Das Plasmid pBlue­

2250lHind wurde dann mit XhoI und HindllI geschnitten. Das dabei entstandene 5'-Fragment

(Bezeichnung: ,,5'-Fragment-XholHind") wurde weiterverwendet.

Fiir die Herstellung eines geeigneten 3'-Fragments wurde das 3'-Fragment-2168/2251 mit

HindIII und XbaI geschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen pBlue­

scriptSK-Vektor eingefiigt (Bezeichnung: "pBlue-Hind/2251"). Das 5'-Fragment-Xho/Hind

(s.o.) wurde anschlieBend in das mit XhoI und HindllI geschnittene Plasmid pBlue-Hind/2251

eingefiigt. Das hergestelite Plasmid (Bezeichnung: "pBlue-rCNCa2Lrn1") enthalt die Nu­

kleotide 235-2013 der rCNCa2-Sequenz. Das Gesamtfragment wurde durch Restriktion mit

XhoI und XbaI aus dem Plasmid geschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen ge­

schnittenen pcDNAIAmp-Vektor eingefiigt (Abb. 3.1.3.1; Bezeichnung: "pcDNA­

rCNCa2Lrn1"). Dieses Plasmid wurde zur heterologen Expression der N-terminal verkurzten

Mutante derrCNCa2-Untereinheit in HEK293-Zellen verwendet (3.3.1).

Das Plasmid diente auBerdem als Ausgangsprodukt fur die Herstellung von Plasmiden mit

den vollstiindigen rCNCa2a- und rCNCa2b-Sequenzen. Die Herstellung dieser Sequenzen

soIl hier am Beispiel del' rCNCa2b-SpleiBvariante dargestellt werden (Abb. 3.1.3.2). Zu­

nachst wurde durch PCR ein Zwischenprodukt mit dem 5'-terminalen Ende del' rCNCa2b­

Sequenz hergestellt. Die PCR wurde mit dem 5'-Fragment-RiechepithellHoden (Abb. 3.1.1.1)

als Matrize und den Primern #2374 und #2206 durchgefiihrt (Abb. 3.1.3.2). Durch den Pri­

mer #2374 wurde eine Xhol-Restriktionsschnittstelle, eine idea1e ribosomale Bindestelle (Ko­

zak-Sequenz) und ein Startkodon (ATG) unmittelbar VOl' das Nukleotid 4 in das PCR-Produkt

(Bezeichnung: 5'-Fragment-2374/2206) eingefuhrt, Die Nukleotide 4-7 wurden anhand der
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Abb, 3.1.3.2: Schematische Darstellnng del' Herstellung des pcDNA.rCNCa2b·Plasmids fUr die heterologe
Expression in HEK 293·Zellen (Erliiuterung im Text). Der kodierende Bereich beginnt mit dem Adenylylnu­
kleotid des ATG-Kodons). Die Herstellung des Plasmids fur die rCNCa2a-SpleiBvariante erfolgte auf iihnliche
Weise. Als Ausgangsprodukt wurde dabei jedoch nicht das S'-Fragment-RiechepithellHoden, sondern das
S'-Fragment-RiechepitheIlAugeIHoden (Abb. 3.1.1.1) verwendet. Ausgewahlte Fragmente bzw. Plasmide sind
schematisch dargestellt. Die schematische DarsteIlung erfolgt, wie in der Abb, 3.1.3.1 angegeben. Die Aus­
gangsprodukte "S'-Fragment-RiechepithellHoden" und "pcDNA-rCNCa2ANT" sind in del' Abb. 3.1.1.1 bzw.
3.1.3.1 schematisch dargestellt. Die HersteIlung des Vektors pcDNAIAmpMfind ist im Text erlautert. Verwen­
dete Abktirzung: K: Kozak-Sequenz (CCACC).
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,,5'-RACE-Fragment-Auge"-Sequenz (Abb, 3.1.1.1) ebenfalls durch den Primer #2374 einge­

fiihrt. Durch eine rekombinante PCR (s.o.) wurde dieses Fragment in Richtung 3'-Ende ver­

langert, Dafur muBte zunachst ein geeignetes 3'-Fragment hergestellt werden. Ein 3'­

Fragment (Bezeichnung: ,,3'-Fragment-217412252") wurde durch eine PCR mit dem Plasmid

pcDNA-rCNCa2~T(s.o.) als Matrize und den Primern #2174 und #2252 hergestellt (Abb.

3.1.3.2). Das PCR-Produkt wurde als ,,3'-Fragment-2174/2252" bezeichnet. Dieses Fragment

iiberlappt mit dem 5 '-Fragment-237412206 (Nukleotide 436-604). Beide Fragmente wurden

bei del' rekombinanten PCR mit den Primern #2374 und #2252 eingesetzt. Dabei entstand ein

verlangertes 5'-Fragment (Bezeichnung: ,,5'-Fragment-237412252"), das die Hindlll­

Restriktionsschnittstelle (1429) enthalt,

In einem (nicht in del' Abb. 3.1.3.2 dargestellten) Zwischenschritt wurde ein pcDNAIAmp­

Vektor hergestellt, dessen Hindlll-Restriktionsschnittstellc fehlt (Bezeichnung:

"pcDNAIAmpMlind"). DafUr wurde ein pcDNAIAmp-Vektor mit HindIlI geschnitten. Da­

nach wurden die Enden des Vektors aufgefiillt und derVektor wieder zusammengefiigt.

Das im Vektor pcDNA-rCNCa2~T (s.o.) enthaltene 3'-Fragment wurde durch Restriktion

mit XhoI und XbaI ausgeschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen

pcDNAIAmpMIind-Vektor eingefugt, Das entstandene Plasmid (Bezeichnung:

"pcDNAMIind-rCNCa2~T")wurde mit XhoI und HindIII geschnitten. In das geschnittene

Plasmid wurde das mit den gleichen Enzymen geschnittene 5'-Fragment-2374/2252 (s.o.)

eingefugt. Damit war ein Plasmid mit del' vollstlindigen Sequenz del' rCNCa2b-SpleiBvariante

(Nukleotide 1-2013) hergestellt worden (Bezeichnung: "pcDNA-rCNCa2b"). Das Plasmid

mit del' vollstlindigen Sequenz del' rCNCa2a-SpleiBvariante wurde auf analoge Weise herge­

stellt (Bezeichnung: "pcDNA-rCNCa2a"). Als Ausgangsprodukt wurde dabei das

5'-Fragment-Riechepithel/Auge/Hoden (Abb.3 .1.1.1) verwendet.

Die hergestellten Plasmide wurden zur heterologen Expression in HEK 293-Zellen verwen­

det. Die elektrophysiologischen Eigenschaften del' exprimierten Untereinheiten wurden unter­

sucht und verglichen (3.3.2). Die verkiirzte Mutante del' rCNCa2-Untereinheit wurde als Zwi­

schenprodukt hergestellt. AuBerdem wurde mit diesel' Mutante del' potentielle EinfluB

N-terminaler Bereiche (Varnum & Zagotta, 1997) auf die Eigenschaften des rCNCa2-Kanals

untersucht.
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3.1.4 Herstellung eines Antikorpers gegeu den C-Terminus del' l'CNCa2-Untel'einheit

Ein Vergleich del' abgeleiteten Aminoshuresequenzen del' rCNCa2-SpleiBvarianten und ande­

rer CNC-Untereinheiten zeigt (7.2), daB N-termina1e und C-terminale Amlnosaurebereiche

geringer konserviert sind als andere Proteinbereiche, wie z.B, die cNMP-Bindestelle. N- und

C-terminale Proteinbereiche sollten sichdaher eignen, urn spezifische Antikorper gegen die

rCNCa2-Untereinheit zu erzeugen, Da del' N-Terminus von CNG-Kanalen prozessiert sein

kann (Molday et a!., 1991), wurde ein polyklonaler Antikorper gegen einen C-terminalen Be­

reich hergestellt (abgeleitete Aminosauresequenz: K581-D670). Diesel' Proteinbereich wurde

als Fusionsprotein in E. coli exprimiert und gereinigt. Mit dem gereinigten Protein wurden

Kaninchen immunisiert.

Die Nukleotide 1741-2013, die fiir die 90 C-terminalen Aminosauren von rCNCa2 kodieren,

wurden durch peR mit dem Plasmid pBlue-2168/2169 (3.1.1) als Matrize und den Primern

#2186 und #2187 amplifiziert. Durch den Primer #2186 wurde dabei am 5'-Ende eine

BamHI-Restriktionsschnittstelle unmittelbar VOl' das Nukleotid 1741 eingefiihrt. Am 3'-Ende

wurde durch den Primer #2187 unmittelbar hinter dem Stopkodon ein zusatzliches Stopkodon

(TAA) und eine Hindlfl-Restriktionsschnittstelle eingefiihrt. Das PCR-Fragment wurde nach

Restriktion mit BamHI und HindIII in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen

pMALc2-Vektor (2.2.1) eingefiigt (Bezeichnung: "pMAL-rCNCa2-CT"). Das Fragment

wurde dabei im gleichen Leserahmen 3'-wiirts von einer Sequenz eingefiigt, die fiir das Mal­

tose-Bindeprotein (MBP) kodiert. Zwischen del' MBP-Sequenz undder eingefiigten Sequenz

befindet sich eine kurze Nukleotidfolge, die fur eine Schnittstelle fur die Protease Faktor Xa

kodiert. So entstand die kodierende Sequenz fiir ein Fusionsprotein, das N-terminal aus dem

MBP und C-terminal aus den 90 C-terminalen Aminosauren del' rCNCa2-Untereinheit be­

steht. Das Plasmid pMAL-rCNCa2-CT wurde in E.coli XLl-Zellen transformiert (2.6.3.2).

Durch Induktion mit IPTG wurde ein Fusionsprotein (Bezeichnung: "MBP-rCNCa2-CT") del'

erwarteten GroBe (53 kDa) exprimiert (2.12.1). Das Fusionsprotein wurde mit Hilfe der

Amylose-Affinitiitschl'omatographie (2.12.2) gereinigt. Mit dem gereinigten Fusionsprotein

wurden Kaninchen immunisiert (2.12.4).

Zusatzlich wurden die gleichen Kaninchen in einem zeitlichen Abstand mit der gereinigten

Domane immunisiert, die aus den 90 C-terminalen Aminosauren del' rCNCa2-Untereinheit

besteht, urn die Effizienz del' Antikorperproduktion zu steigern. Diese C-terminale Domane

wurde durch Spaltung des Fusionsproteins MBP-rCNCa2-CT mit del' Protease Faktor Xa
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vom MBP getrennt (2.12.3) und durch Gelelektrophorese gereinigt (2.16). Die gereinigte

Domane wurde zur Immunisierung verwendet. Aus einem Kaninchen wurde ein polyklonales

Antiserum gewonnen (Bezeichnung: "Antiserum 66"), das Antikorper gegen den C-Terminus

der rCNCa2-Untereinheit enthalt.

Der polyklona1e Antikorper wurde mit Hilfe der Affinitatschromatographie (2.12.5) aus dem

Antiserum 66 gereinigt (Bezeichnung: "Antikorper 66"). Im ersten Schritt wurden die Anti­

korper gegen das MBP durch Bindung an immobilisiertes MBP entfernt, Im zweiten Schritt

wurden die Antikorper gegen die 90 C-termina1en Aminosauren der rCNCa2-Untereinheit

durch immobilisiertes MBP-rCNCa2-CT-Fusionsprotein se1ektiv gebunden und anschlieBend

e1uiert. Die Reinigungseffizienz wurde durch Westernblot-Analysen getestet (2.12.6). Dazu

wurde das MBP-rCNCa2-CT-Fusionsprotein mit der Protease Faktor Xa gespalten. Der

Spaltungsansatz wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt (2.16), auf eine Membran tiber­

tragen und mit dem gereinigten Antikorper 66 immmunologisch untersucht (2.17). In einer

Verdunnung von 1:100 detektierte der Antikorper noch 20 ng der abgespaltenen C-terminalen

Domane. Das MBP wurde durch den gereinigten Antikorper 66 nicht detektiert.

Der gereinigte Antikorper wurde auBerdem auf Kreuzreaktionen mit anderen CNC­

Untereinheiten (rCNCa3, rCNCa4, bCNCa1 und bCNC(2) untersucht. Die Untereinheiten

wurden hetero1og in HEK 293-Zellen exprimiert (2.19). Aus diesen Zellen wurden Membran­

proteine isoliert (2.13) und durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine wurden auf

eine Membran ubertragen und immunologisch mit dem Antikorper 66 untersucht. Der gerei­

nigte Antikorper zeigte Kreuzreaktionen zu folgenden Untereinheiten: rCNCa3, bCNCa1

und bCNCa2 (nicht gezeigt). Aufgrund der Kreuzreaktionen wurde versucht, monoklonale

Antikorper gegen die 90 C-terminalen Aminosauren der rCNCa2-Untereinheit durch Imrnu­

nisierung von Mausen (mit dem Fusionsprotein MBP-rCNCa2-CT) zu erzeugen. Die Manse

zeigtenjedoch keine Immunreaktion gegen die C-terminale Domane,

Der Antikorper 66 wurde fur Westernblot-Analysen (3.2.1) und fur immunzytochemische

Untersuchungen am Riechepithel und der Retina der Ratte (und des Rindes) verwendet

(3.2.2), urn die Expression von CNCa2-Untereinheiten in diesen Geweben zu untersuchen.

Mit dem Antikorper wurde auBerdem die Expression von rCNCa2-Untereinheiten in HEK

293-Zellen tlberpruft (3.3.1). Der Antikorper ist gegen einen C-terminalen Bereich der

rCNCa2-Untereinheit gerichtet. Das bedeutet, daB der Antikorper 66 nicht zwischen den

SpleiBvarianten rCNCa2a und rCNCa2b unterscheidet.
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3.2 Lokalisierung del' l'CNCa2-Untel'einheit

3.2.1 Westel'l1blot·Analysen

Die Expression del' rCNCa2-Untereinheit in verschiedenen Geweben wurde mit Hilfe del'

Westernblot-Technik untersucht. Dafiir wurden Membranproteine isoliert (2.14), durch

Gelelektrophorese aufgetrennt (2.16) und auf eine Membran tlbertragen (2.17). Die Proteine

wurden dann immunologisch untersucht.

In Abbildung 3.2.1.1 ist eine Westernblot-Analyse mit Membranproteinen del' Rinder- und

del' Rattenretina gezeigt. Die Membranproteine wurden mit den Antikorpern 66 und 39 unter­

sucht. Del' Antikorper 39 ist gegen die cNMP-Bindestelie del' bCNCal-Untel'einheit gerichtet

und wurde mil' freundlicherweise von Dr. D. Weitz (IBI I, Forschungszentrum Julich) tiber­

lassen. In Spur lund 2 sind je 10 ug Membranprotein aus einer Praparation von gereinigten

StlibchenauBensegmenten des Rindes ("ROS": Schnetkamp & Daemen, 1982) aufgetragen, In

einer solchen Praparation sind die Proteine del' Stabchenaufsensegmente stark angercichcrt.

ZapfenauBensegmente konnen in solchen Praparationen Iediglich in Spuren enthalten sein.

Beide Antikorper detektieren eine Bande bei ca. 65 kDa. Diese Bande reprasentiert die

bCNCal-Untereinheit. Del' Antikorper 66 zeigt also eine Kreuzreaktion zur bCNCal­

Untereinheit. Diese Kreuzraktion wurde bereits mit heterolog exprimierter

M,I[kDa] 1 2 3 4

94

67

43

Antikorper: 66 39 66 39

Abb.3.2.1.1: Westernblot-Analyse von Membranprotelnen del' Rinder- nnd del' Rattenretlna, Es wurden
jeweils 10 ug Membranprotein aus den AuBensegmenten von Sehstabchen des Rindes (.,ROS"; Spur 1 und 2)
und jeweils 130 /lg Membranprotein aus der Retina der Ratte (Spur 3 und 4) auf ein 8,5 %iges SDS-PAGE-Gel
aufgetragen. Der immnnologische Nachweis erfolgte mit den Antikorpern 39 (1:1.000) und 66 (1:100). Als Mar­
ker wurde der .,Low molecular weight marker (LMW)" (Pharmacia, Uppsala/Schweden) verwendet.
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bCNCal-Untereinheit nachgewiesen (3,1.4). Die apparente Molmasse dieses Proteins betriigt

in der SDS-Gelelektrophorese 63 kDa (Cook et aI., 1987). In Bezug auf die hier verwendeten

Markerproteine erscheint die apparente Molmasse leicht erhoht.

In Spur 3 und Spur 4 wurden je 130 ug Membranproteine der Rattenretina aufgetragen und

mit den Antikorpern 66 und 39 untersucht. Beide Antikorper detektieren eine Bande bei

63 kDa, die aufgrund der GroBe und der Kreuzreaktion mit dem Antikorper 39 vermutlich die

rCNCal-Untereinheit (Barnstable & Wei, 1995) reprasentiert. Damit zeigt der Antikorper 66

auch eine Kreuzreaktion zur rCNCal-Untereinheit. Die rCNCal-Untereinheit hat im Ver­

gleich zur bCNCal-Untereinheit (Spur 1 und 2) eine etwas geringere apparente Molmasse, In

Spur 3 detektiert der Antikorper 66 neben der prominenten Bande bei 63 kDa auch eine sehr

schwache Bande bei ca. 71 kDa. Die apparente Molmasse dieser schwachen Bande korreliert

gut mit der errechneten Molmasse der rCNCa2a-SpleiBvariante (72,5 kDa). Die schwache

Intensitiit des Signals ist sehr wahrscheinlich auf den geringen Anteil von Zapfenzellen in der

Retina « 3 % aller PhotorezeptorzelIen) zuruckzufuhren, Auch in Membranpriiparationen von

Gesamt-Rinderretina wird ein schwaches Signal detektiert (nicht gezeigt), das im Vergleich

aIIerdings eine leicht erhohte apparente Molmasse zeigt (ca. 73 kDa). Dieses Signal konnte

die bCNCa2-Untereinheit reprasentieren. In einer Praparation von StiibchenauBensegmenten

des Rindes kann durch den Antikorper 66 hingegen auBer der 65 kDa kein weiteres Signal

detektiert werden (Spur 1), Da diese Priiparation praktisch keine ZapfenauBensegmente ent­

halt, in denen die bCNCa2-Untereinheit exprimiert wird, konnte dieses Ergebnis erwartet

werden.

In Abb. 3.2.1.2 ist eine Westernblot-Analyse mit Membranproteinen aus dem Riechepithel

der Ratte dargesteIIt. In Spur 1 und 2 wurden je 20 ug Protein aufgetragen und mit den Anti­

korpern 66 und 60 untersucht. Der Antikorper 60 ist gegen den C-Temrinus der rCNCa3­

Untereinheit gerichtet und wurde mir freundlicherweise von Dr. W. Bonigk (IBI 1, For­

schungszentrum JiiIich) iiberlassen. Beide Antikorper detektieren ein Signal bei 75 kDa und

ein starkeres, "verschmiertes" Signal bei ca. 110-130 kDa (Spur 1 und 2). Die apparenten

Molmassen und die Intensitat der Signale sind charakteristisch fur die rCNCa3-Untereinheit.

Belegt wird dies durch den Antikorper 60, der (ebenfaIIs) diese Banden detektiert (Spur 2).

Durch Dcglykosylierung konnen die beiden Banden in eine Bande bei 74 kDa tiberfuhrt wer­

den (Bonigk et aI., 1999). Dies zeigt, daB die rCNCa3-Untereinheit in unterschiedlich stark
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Abh, 3.2.1.2: Westcrnblot-Analyse von Membranproteinen aus dem Ricchcpithel del' Ratte. Es wurdcn
jeweils 20 ug Membranprotein aus dem Riechepithcl (Spur lund 2) auf ein 7,5 %iges SDS-PAGE-Gel aufgetra­
gen und auf eine Membran iibertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit den Antikorpern 60 (I : 250)
und 66 (I : 50). Als Marker wurde der "High molecular weight marker (HMW)" (Pharmacia, Uppsa­
la/Schweden) verwendet.

glykosylierten Formen existiert. Die Funktion der unterschiedlichen Glykosylierung ist unbe­

kannt. Die in diesem Kapitel beschriebenen Kreuzreaktionen des Antikorpers 66 wurden, bis

auf die Kreuzreaktion zur rCNCcd-Untereinheit, bereits bei Untersuchungen an heterolog

exprimierten CNG-Kanaluntereinheiten erkannt (3.1.4).

Die Ergebnisse der Westernblot-Analysen sollen hier zusammengefaBt werden. Der Antikor­

per 66 detektiert in Membranproteinen der Rattenretina eine schwache Bande bei ca. 71 kDa.

Die apparente Molmasse stimmt gut mit der errechneten Molmasse der rCNCa2a­

SpleiBvariante iiberein. In Membranproteinen aus dem Riechepithel der Ratte werden mit dem

Antikorper 66 lediglich die charakteristischen Banden der rCNCa3-Untereinheit aufgrund

einer Kreuzreaktion zu dieser Untereinheit nachgewiesen. Vermutlich ist der Antell an expri­

miertem rCNCa2-Protein im Riechepithel zu gering, urn durch Westernblot-Analyse mit dem

Antikorper 66 nachgewiesen zu werden. Dies wird im folgenden durch immunzytochemische

Farbungen unterstiitzt (3.2.2).

62



3.2.2 Immunzytochemische Untersuchungen an Gewebeschnitten

Die Expression der rCNCa2-Untereinheit wurde mit Hilfe immunzytochemischer Methoden

(2.18) untersucht. Die Gewebeschnitte und die immunzytochemischen Farbungen wurden

freundlicherweise von Dr. F. Muller (Ils'l I, Forschungszentrum Jiilich) angefertigt.

Die Abbildung 3.2.2.1 zeigt mit dem Antikorper 66 gefarbte Vertikalschnitte durch die

Rattenretina (A) und die Rinderretina (B). In beiden Hillen markierte der Antikorper 66

deutlich die AuBensegmente del'Zapfenzellen (Pfeile). Sie sind kiirzer als AuBensegmente der

Stabchenzellen und liegen naher an der aulseren nuklearen Schicht, die die Zellkorper der

Photorezeptorzellen enthalt. Die AuBensegmente del' Stabchenzellen werden sehr viel

schwacher gefarbt, Diese Farbung ist auf die beschriebene Kreuzreaktion des Antikorpers

gegen die rCNCal- und die bCNCal-Untereinheit zuruckzufuhren (3.2.1). In hoher

Verdiinnung ist der Antikorper 66 jedoch weitgehend CNCa2-spezifisch. Die leichten

Anfarbungen in den plexitormcn Schichten der Retina liegen kaum ttber dem Hintergrund und

sind moglicherweise unspezifische Kreuzreaktionen.

In der Abbildung 3.2.2.2 sind Schnitte durch das Riechepithel der Ratte dargestellt. In A)

wurde das Epithel mit einem polyklonalen Antikorper gegen die rCNCa3-Untereinheit in

einer Verdiinnung von 1:1.000 angefarbt, der freundlicherweise von Dr. G.V. Ronnett

ROS
IS

ONL

OPL

INL

IPL

Abb. 3.2.2.1: Immunzylochemische Fiirbung von Verlikalschnitlen durch Rallenrelina (A) und
Rinderrelina (B). Zum immunologischen Nachweis der CNCa2-Untereinheit wurde der Antikorper 66 in einer
VerdUnnungvon 1:500 eingesetzt. Zur Verdeutlichung wurde jeweils ein AuBensegment einer Zapfenzelle durch
einen Pfeil hervorgehoben. Die Schichten der Retina sind links neben A) als Abkurzung angegeben. Der in
Abbildungsteil A) eingezeichnete Balken entspricht einer Lange von 50 urn nnd bezieht sich auf A) und B).
Verwendete Abkurzungen: INL: innere nuklearc Schicht, IPL: innere plexiforme Schicht, IS: innere Segmente,
ONL: auBerenuklcare Schicht, OPL: auBere plexiforme Schicht, ROS: AuBensegmente der Stabchenzcllcn.
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(Johns Hopkins University School of Medicine, BaltimorelUSA) zur Verfiigung gestellt

wurde. Die gesamte Zilienschicht (Z) ist stark markiert, In B) ist ein anderer Schnitt gezeigt,

der mit dem Antikorper 66 in einer Konzentration von 1:500 angefarbt wurde. Auch hier wird

die ganze Zilienschicht angefarbt, Zusatzlich sind zwei Zellkorper (PfeiIe) sehr schwach

markiert, Die starke Anfarbung der Zilien ist auf die beschriebene Kreuzrcaktion des

Antikorpers gegen die rCNCa3-Untereinheit zuruckzufuhren (3.2.1). Wahlt man eine

Verdiinnung von 1:2.000, in der del' Antikorper 66 in der Retina nur noch AuBensegmente der

Zapfenzellen farbt, andert sich das Farbemuster (C). In diesem Fall flirbt del' Antikorper nur

noch Zilien weniger, vereinzelt liegender Zellen an. Das Zilienbiischel der Zelle in C) ist stark

markiert, die Zilien benachbarter Zellen dagegen nicht. Del' Dendrit und der Zellkorper der

Zelle sind ebenfalls leicht angefarbt. Aufgrund des Vergleiches mit del' Retina kann vermutet

werden, daB der Antikorper 66 auch im olfaktorischen Epithel in hoher Verdiinnung nur noch

die rCNCo:2-Untereinheit anfarbt, Die markierte Subpopulation wiirde demnach diese

Untereinheit iiberwiegend in den Zilien exprimieren. Zum Vergleich ist in D) eine Farbung

mit dem Antiserum 1-055 (Verdiinnung: 1:3.000) gegen die Guanylylzyklase-D (GC-D)

gezeigt, das freundlicherweise von Dr. D.L. Garbers (University of Texas, DallaslUSA) zur

Verfiigung gestellt wurde. Die Guanylylzyklase-D (GC-D: Fiille et al., 1995) wurde in ciner

Subpopulation von Riechzellen nachgewiesen, die auch die PDE2 enthalt (JuiIfs et al., 1997).

In diesen Zellen lassen sich weder die Adenylylzyklase (TypIII), noch die PDE1C2 bzw. die

PDE4A nachweisen (1.2.2). Auch durch das Antiserum 1-055 werden nur wenige Zellen

gefarbt, meist sind auch hier Zellkorper, Dendrit und Zilienbiindel zu erkennen. In beiden

Farbungen (C und D) liegt der Anteil der positiven Zellen im olfaktorischen EpitheI weit

unter einem Prozent. Aufgrund der spezifischen Parbung kann geschlossen werden, daB die

Antigene (GC-D, bzw. die rCNCo:2-Untereinheit) nur in einer kleinen Subpopulation von

Zellen exprimiert werden, in diesen jedoch in groBer Menge. Ob die GC-D und die rCNCo:2­

Untereinheit in der gleichen Subpopulation von Zellen exprimiert wird, kann nur durch

Doppelfarbungen geklart werden. Der Antikorpcr 66 unterscheidet nicht zwischen den

SpleiBvarianten der rCNC0:2-Untereinheit. Unklar ist, ob beide Varianten gemeinsam in den

gleichen Zellen exprimiert werden. Ob die rCNCo:2-Untereinheit in diesen Zellen mit anderen

CNG-Kanaluntereinheiten koexprimiert wird, z.B, mit der CNCp1b-Untereinheit, kann nur

durch immunzytochemische Doppelfarbungen mit spezifischen Antikorpern geklart werden.

Diese Doppelfarbungen sind jedoch technisch schwierig durchzufiihren, da alle umliegenden

Zilien anderer Zellen die rCNCo:3-, die rCNC0:4- und die rCNCp1b-Untereinheit in hoher

Dichte exprimieren.
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Abb. 3.2.2.2: Immunzytochemische Farbung von Vertlkalschnttten des Riechepithels del' Ratte. Die
Schnitte wurden mit folgenden Antikorpern bzw. Antiseren gefarbt: A): Polyklonaler Antikorper gegen die
rCNCa3-Untereinheit in einer Verdlinnung von 1:1.000. B): Antikorper 66 in einer Verdlinnung von 1:500. C):
Antikorper 66 in einer Verdlinnnung von 1:2.000. D): Antiserum 1-055 gegen die GC-D in einer Verdlinnung
von 1:3.000. Vereinzelte Zellen, die in B) schwach angefarbt wurden, sind zur Verdeutlichung durch Pfeile
markiert. Neben Abbildungsteil A) sind die Zellschichten als AbkUrzung angegeben. Del' in A) eingezeichnete
Balken entspricht einer Lange von 50 /-Ull und bezieht sich auf die Abbildungsteile A) und B). Del' in C)
eingezeichnete Balken entspricht 20 um und bezieht sich auf die Abbildungsteile C) und D). Verwendete
AbkUrzungen: OSN: olfaktorisch-sensorische Neuronen, SM: Submucosa, Z: Zilien.
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3.3. Funktionelle Charakterisierung der rCNCa2-Untereinheit

3.3.1 Heterologe Expression in HEK 293-Zellen

Urn die rCNCa2-Untereinheit funktionell charakterisieren zu konnen, wurden HEK 293­

Zellen jeweils mit den Plasmiden pcDNA-rCNCa2a, pcDNA-rCNCa2b und pcDNA­

rCNCa2~T (3.1.3) transfiziert (2.19.2). Die heterolog exprimierten Kanalproteine wurden

elektrophysiologisch charakterisiert (3.3.2).

Die heterologe Expression der N-terminal verkiirzten rCNCa2~T-Mutante soil hier

exemplarisch gezeigt werden. Transfizierte HEK 293-Zellen wurden am zweiten Tag nach del'

Transfektion imrnunologisch untersucht. Dafur wurden Membranproteine aus den HEK 293­

Zellen durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran iibertragen. Die

immobilisierten Proteine wurden dann mit dem Antikorper 66 (3.1.4) untersucht (2.16, 2.17).

In del' Abb. 3.3.1.1 ist die Westemblot-Analyse dargestellt. Der Antikorper 66 detektiert in

Membranproteinen transfizierter Zellen (Spur 2) eine Bande bei 65 kDa. Die apparente

Molmasse stimmt gut mit der errechneten Molmasse der rCNCa2~T-Variante

(67 kDa) iiberein.

M.J [kDa]

94

1 2

67

43

Abb, 3.3.1.1: Westernblot-Analyse von Membranproteinen aus pcDNA-rCNCo:2ANT-transfiziel'ten HEK
293·Zellen (Erlauterung im Text). Jeweils 10 ftg Membranprotein aus nicht-transfizicrten (Spur 1) und mit dem
Plasmid pcDNA-rCNCo:2ANT transfizierten (Spur 2) HEK 293-Zellen wurden auf ein 8,5 %iges SDS-PAGE­
Gel aufgetragen und auf eine Membran iibertragen. Del' immunologische Nachweis erfolgte mit dem Antikorper
66 in einer Verdtinnung von 1:100. Als Marker wurde del' "Low molecular weight marker (LMW)" (pharmacia,
Uppsalal Schweden) verwendet.
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Die transfizierten HEK 293-Zellen wurden aullerdem immunzytochemisch mit dem Antikor-,
per 66 behandelt. Der Antikorpernachweis erfolgte mit Diaminobenzidintetrahydrochlorid

(DAB) (2.20). In Abb. 3.3.1.2 sind nicht-transfizierte (A) und transfizierte (B) HEK 293­

Zellen gezeigt. Durch den Antikorper 66 werden im Durchschnitt 10-15 % der transfizierten

Zellen stark angefarbt,

Abb, 3.3.1.2: Immunzytochemische Farbuug von nicht-transflzierten bzw, mit pcDNA-rCNCa2t.NT­
transfiaierten HEK 293-Zellen mit dem Antikdrper 66 (Erlauterung im Text). A): Nicht-transfizierte Zellen,
B): Transfizierte Zellen. In B) ist eine Haufung gefarbter Zellen gezeigt. Der Anteil gefarbter Zellen lag im
Durchschnitt bei ca. 10-15 %. Der Antikorper 66 wurde jeweils in einer VerdUnnung von 1:100 eingesetzt. Der
Balken in Abbildungsteil A) entspricht einer Lange von 25 11m und gilt filr die Abbildungsteile fur A) und B).
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3.3.2 Elektrophysiologische Charakterislerung von rCNCa2-Kanlilen

Zur funktionellen Charakterisiernng del' rCNCa2-Spleil3varianten (rCNCa2a und rCNCa2b)

und einer N-terminal verkiirzten Mutante (rCNCa2~NT) wurden HEK 293-Zellen jeweils mit

den entsprechenden Plasmiden (3.1.3) transfiziert. Die heterolog exprimierten Kanale wurden

freundlicherweise von A. Angele (IBI I, Forschungszentrum Jiilich) elektrophysiologisch

untersucht (2.21). Samtliche hier dargestellten Ergebnisse wurden mit Hilfe del' "Patch

clamp't-Technik in del' .Juside-outv-Konfiguration durchgefuhrt. Das bedeutet, mit del'

Mel3pipette wird ein Membranstiick ("patch") so aus del' Zelle entnommen, dal3 die

zytosolische Seite nach aul3en zeigt und mit verschiedenen Losungen umsplilt werden kann.

Wahrend del' Messung wird die elektrische Membranspannung (Vm) vorgegeben (Spannungs­

klemme/xclamp") und del' Strom (I) gemessen. Sofern nicht anders angegeben, wurden

Spannungsrampen von -80 mV bis +80 mV angelegt.

3.3.2.1 Ligandensensitivitlit

Abb. 3.3.2.1 A) zeigt Strom-Spannungskurven eines Patches mit rCNCa2a-Kanalen bei

unterschiedlichen cGMP-Konzentrationen. Die Strome werden mit steigender cGMP­

Konzentration groller und sattigen schliel3lich (bei ca. 5 ~iM cGMP bei +80 mV). Die Strom­

Spannungsbeziehungen sind nicht linear. Die Auswartsstrome, die bei positiven Spannungen

gemessen werden, sind stets grofscr als die Einwsrtsstrorne, bei del' entsprechenden negativen

Membranspannung. Del' rCNCa2a-Kanal ist also leicht auswartsrektifizierend.

In Abb. 3.3.2.1 B) ist an einem anderen Patch (mit Kanalen del' gleichen SpleiBvariante) ein

Experiment mit cAMP gezeigt. Es werden sehr viel groBere cAMP-Konzentrationen benotigt,

um die Kanale zu aktivieren.

Die Dosis-Wirkungsabhangigkeit del' rCNCa2-Kaniile kann, wie fur ligandengesteuerte

Kanale typisch, durch die Hill-Gleichung beschrieben werden: I1Imax=c"/(c"+Kv,"). Hierbei

bezeichnet Kv, die Ligandenkonzentration, die zum halbmaximalen Strom fuhrt, del' Hill­

Koeffizient n ist ein Mal3 fur die Kooperativitat (del' Ligandenbindung). Fiir jede

Kanalvariante wurden aus sechs Experimenten die Parameter del' Hill-Gleichung bestimmt

und gemittelt. In Abb. 3.3.2.1 C) und D) sind die Dosis- Wirkungskurven, die aus diesen

Werten berechnet wurden, fur die Variante rCNCa2a bei Membranspannungen von -60 mV
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Abb. 3.3.2.1: A), B): Strom-Spannungsbeziehungen von homooligomeren rCNCa2a-Kanlilen bei
verschiedenen Ligandenkonzentrationen, A): cGMP in verschiedenen Konzentrationen, B): cAMP in
verschiedenen Konzentrationen. Die Strome wurden um den ohne Ligand erhaltenen Strom (Leckstrom)
korrigiert. C), D): Dosis-Wirkungskurven bei einer Membranspannung von -60 mV und + 60 mV mlt
cGMP und cAMP fiir rCNCa2a-Kaniile. In die Kurven sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus
jeweils sechs Versuchen eiugetragen.
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und +60 mV gezeigt. AIle Strome wurden auf den Strom bei sattigendcr cGMP-Konzentration

normiert, In die Dosis-Wirkungskurven eingetragen sind die Mittelwerte mit

Standardabweichung aus jeweils sechs Versuchen. In 12 Experimenten wurde das Verhaltnis

del' Maximalstrome, die durch cAMP bzw. cGMP aktiviert werden konnen (IcAMplIcGMP)

bestimmt. Del' Wert liegt bei positiver Spannung bei 1. Die Kanale sind also mit beiden

Liganden gleich stark aktivierbar. Die Auswartsrektifizierung ist mit cAMP als Ligand starker

ausgepragt, dadurch ist del' mit cAMP maximal aktivierte Einwartsstrom kleiner als bei

cGMP (siehe bei Vm=-60 mY).

Die folgende Tabelle zeigt die KwWerte, Hill-Koeffizienten (n) und das Verhaltnis

IeAMP!IeGMP fur die elektrophysiologisch untersuchten Kanalvarianten bei

Membranspannungen von -60 mV und +60 mV. In del' linken Spalte ist die Anzahl del'

jeweils durchgefuhrten Versuche in Klammern angegeben.

Vm=-60mV Vm=+60mV

rCNCo:2a rCNCo:2b rCNCo:2t.NT rCNCo:2a rCNCo:2b rCNCo:2t.NT

K" (cGMP) 3,65 ± 0,99 3,99 ± 1,37 2,67 ± 0,61 1,98 ± 0,41 1,69 ± 0,72 1,04 ± 0,15
/ 11M (6)

n (cGMP) (6) 1,77 ± 0,19 1,68 ± 0,31 1,72 ± 0,35 2,00± 0,34 1,96 ± 0,28 2,06 ± 0,29

K" (cAMP) 441 ± 94 613 ± 83 371 ± 54 277 ± 67 396 ± 85 202 ± 54
/ 11M (6)

n (cAMP)(6) 1,57 ± 0,17 1,50 ± 0,17 1,98 ± 0,30 1,48 ± 0,12 1,49 ± 0,09 1,83 ± 0,15

I cAMP/ I cGMP 0,73 ±0,07 0,70 ± 0,10 0,56 ±0,12 1,01 ± 0,05 0,98 ± 0,06 0,99 ± om
(12)

Die Kw-Werte ftir cGMP sind ftir aIle drei Kanalvarianten ahnlich niedrig (1-4 uM) und

nehmen mit positiv werdender Membranspannung abo Fur cAMP sind die Ky.-Welte zwei

Ordnungen grofier und liegen im Bereich von 200-600 flM. Die Hill-Koeffizicnten fur cGMP

sind bei allen drei Kanalen vergleichbar und liegen zwischen 1,7 und 2. Bei rCNCa2ANT­

Kanalen liegt del' Hill-Koeffizient ftir cAMP bei 1,8-2. Fiir rCNCa2a- und rCNCa2b-Kanale

liegt diesel' Wert etwas niedriger (ca. 1,5).
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3.3,2.2 Ionenselektivitiit

CNG-Kana1e sind nicht-selektive Kationenkanale (1.1). Urn diese Eigenschaft fur rCNCa2­

Kanale zu iiberpriifen, wurde die Ionenselektivitat durch Messung del' Umkelupotentiale Vrev

exemplarisch fUr die rCNCa2L1NT-Mutante bestimmt. Hierzu wurden symmetrische

biionische Bedingungen gewiihlt. In del' Pipette befanden sich 100 mM K+-Ionen, auf del'

zytoplasmatischen Seite des Patches 100 mM des entsprechenden Test-Kations (2.21).

Abbildung 3.3.2.2 zeigt Strom-Spannungskennlinien fur verschiedene monovalente Kationen.
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Abblldung 3.3.2.2: Ionenselektivitilt des rCNCo:2~T-Kanals. Die Strom-Spannungskennlinien wnrden
unter symmetrischen biionischen Bedingungen ermittelt. Die Pipettenlosung enthielt 100 mM KCl, die
Perfusionslosungen 100 mM des entsprechenden Kations, Die cGMP-Konzentrationbetrug 100 11M.

Es wurden folgende Durchschnittswerte del' Umkehrpotentiale Vrev erhalten (Anzahl del'

Versuche in Klammern): NH/:-32,0 ± 0,9 mV (7), Na+: -0,3 ± 0,9 mV (7), Li+: +9,4 ±

1,6 mV (7), Rb+: +11,5 ± 1,6 mV (7) und Cs+: +30,6 ± 2,5 mV (5). Obwohl es einige

quantitative Unterschiede zu anderen CNG-Kanalen gibt, entspricht das ionenselektive

Verhalten des rCNCa2~T-Kanals dem bekannter, heterolog exprimierter CNG-Kanlile

(bCNCal: Kaupp, 1989; cCNCa2 und cCNCal: Bonigk et al., 1993).
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3.3.2.3 Modulation durch Calmodulin

Die Modulation der Ligandenaffinitat durch Calmodulin wurde ebenfalls am "inside-out"­

Patch (s.o.) iiberpriift. Die Membranspannung wurde abwechselnd fur jeweils 1 sek auf

+40 mV bzw. -40 mV geklemmt und der resultierende Strom kontinuierllch aufgezeichnet.

Jedes Membransttick wurde zuerst 1 min mit Ca2+-freier (10 mM EGTA) Losung umspiilt, um

eventuell gebundenes Calmodulin aus HEK 293-Zellen auszuwaschen. Danach wurde das

Membranstlick verschiedenen cGMP-Konzentrationen mit bzw. ohne Calmodulin ausgesetzt.

Diese Losungen enthielten 50 f.tM freies Ca2+ (2.21). Abb. 3.3.2.3 zeigt einen Ausschnitt eines

solchen Experiments fur die SpleiBvariante rCNCa2b.

Del' durch 100 uM cGMP crhaltene Maximalstrom ist wahrend del' gesamten Applikationszeit

fur jede Spannung konstant, der auswarts gerichtete Strom (positive Stromwerte) ist aufgrund

der Rektifizierung (s.o.) groBer als der cinwarts gerichtete. Nach Wechsel in cGMP-freie

Calmodulinwirkung

1000 100 IJMcGMP OcGMP 311M cGMP :311M cOMP + 1pM CaM 100 pM cGMP
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600

400

« 200
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-- 0

·200
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

II min

Abbildung 3.3.2.3: Wil'kung von 1 J.IM Calmodulin auf rCNCa2b-Kaniile (Erlauterung im Text). Am Patch
wurde abwechselnd eine Membranspannung von +40 mV bzw, -40 mV fiir je I sek Dauer angelegt, Dber der
Stromkurve sind die verwendeten Konzentrationen von cGMP und Calmodulin angegebcn. Die Abbildung zeigt
einen Ausschnitt des Gesamtexperiments. Verwendete Abkurzung: CaM: Calmodulin.
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Losung bleibt ein kleiner Leckstrom Ubrig. Die Applikation von 3 11M cGMP aktiviert einen

konstanten Strom. In Einwartsrichtung ist er ungefahr halbmaximaI. Wird 1 11M Calmodulin

hinzugegeben, sinkt diesel' Strom in ca. 30 sek auf etwa die Halfte abo Wechselt man zu

100 11M cGMP ohne Calmodulin (unter diesen Bedingungen bleibt das zuvor applizierte

Calmodulin an den Kanal gebunden; hier nicht gezeigt), erhalt man wieder den

Maximalstrom, del' genauso groBist wie zu Beginn.

Die Calmodulinwirkung ist reversibeI. Nach Auswaschen des Ca2+-abhangig gebundenen

Calmodulins mit EGTA ist del' Strom bei 3 11M cGMP wieder so groB, wie zu Beginn (nicht

gezeigt).

Diese Untersuchungen wurden an beiden SpleiBvarianten (rCNCa2a und rCNCa2b) an je

sechs Patches durchgefuhrt. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Del' durch

3 11M cGMP aktivierte Strom wird durch I 11M Calmodulin bei rCNCa2a-Kanalen urn

52 ± 10 % (-40 mY) bzw. 46 ± 10 % (+40 mY), bei rCNCa2b-Kanalen urn

49 ± 9 % (-40 mY) bzw, 42 ± 12 % (+40 mY) reduziert. Bei Einsatz von 50 nM Calmodulin

ist del' Effekt schwacher, deutlich langsamer und schwerer reproduzierbar. Eine Bestimmung

des Ky,-Wertes fill' Calmodulin steht jedoch noch aus,
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3.3.3 Ftuoreszenzoptlscher Nachweis del' Ca2+-Aufnahme in HEK 293-Zellen nach

Transfektion mit pcDNA-rCNCa2,A.NT

Die Eigenschaft von CNG-Kanalen, Ca2+ zu leiten, ist physiologisch wichtig (Kaupp, 1995;

Frings, 1997). Daher wurde die Ca2+-Aufnahme durch heterolog exprimierte rCNCa2,A.NT­

Kanale mit der "Ca2+-Imaging"-Technik untersucht (2.22). Diese Untersuchungen wurden in

Zusammenarbeit mit D. Reuter (IEI 1, Forschungszentrum Julich) durchgefuhrt.

HEK 293-Zellen wurden mit dem Plasmid pcDNA-rCNCa2,A.NT (3.1.3) transfiziert und nach

zwei Tagen mit "Fura-2/AM" beladen. Es handelt sich dabei um einen mcmbrangangigen

Ester des Indikators Fura-2. In der Zelle werden die Estergruppen durch unspezifische

Esterasen abgespalten und der Ca2+-sensitive Indikator Fura-2 freigesetzt. Dieser Indikator

andert bei Bindung von Ca2+ seine Fluoreszenzeigenschaften. Das Fura-2 wurde abwechselnd

mit UV-Licht del' Wellenlagen 'J,.= 340 run und 380 nm angeregt und die Intensitat (L) des

jeweils emittierten Fluoreszenz-Lichts bei 'J,.= 510 run bestimmt. Ist Ca2+ gebunden, steigt die

Emission bei Anregung durch Licht der Wellenlange 'J,.= 340 nm, die Emission bei Anregung

durch Licht der Wellenlange 'J,.= 380 mn sinkt. Der Quotient I, (340 nmj/I, (380 nm) ist ein

Mall fur die intrazellulare Ca-t-Konzentration ([Ci+]i). Das emittierte Licht wurde mit einer

Abb. 3.3.3. Ca'+-AlIfnahme in pcDNA-I'CNCa2ANT transfizierte HEK 293-Zellen (Erlauterung im Text). In
Abbildungsteil A) sind die Zellen vor der Inkubation, in B) nach der Inkubation mit 3 mM 8-Bl'Omo-cGMP
gezeigt. Die intrazellulare Ca'+-Konzentration wurde einer Falschfarbenskala zugeordnet (rechts unten im
rechten BUd): Blau entspricht s 100 nIvI, Grun entspricht ca. 500 nlvI, Gelb entspricht ca. 600 nM und Rot
entpricht 2800 nM Ca'+. Die extrazellulare Ca'+-Konzentration betrug 3 IlliVf.
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CCD-Kamera aufgezeichnet. Aus der Intensitat des emittierten Lichts wurde die Ca2+_

Konzentration berechnet und einer Falschfarbenskala zugeordnet ~,Ca2+-Imaging"). Die

Fura-Z beladenen Zellen wurden anschlielsend in einer Losung mit einem membrangangigen,

nicht-hydrolysierbaren cGMP-Derivat (8-Bromo-cGMP) inkubiert. Durch das 8-Bromo­

cGMP wurden die rCNCa2~T-Kanii1e geoffnet.

Die Ca2+-Aufnahme (in HEK 293-Zellen) ist in Abb. 3.3.3 B) gezeigt. Nach ca. 3 min ist die

[Ca2+Ji in ca. 4-5 % der Zellen von ca. ~ 100 nM auf 600-800 nM gestiegen. Die geringe Zahl

der Zellen mit erhohter Ca2+-Konzentration scheint der Expressionsrate von ca. 10-15 % zu

widersprechen, die durch immunologische Farbung mit dem Antikorper 66 bestimmt wurde

(3.3.1). Diese Diskrepanz liiBt sich jedoch erklaren, wenn man annimmt, daB nur ein Teil der

heterolog exprimierten rCNCa2~T-Untereinheiten funktionell ist bzw. die Transfektions­

effizienz unterschiedlich war. Zudem betrug die Expressionsrate in elektrophysiologischen

Messungen ebenfalls 5-10 %. Dieser Wert stimmt sehr gut mit den hier gemachten

Beobachtungen iiberein.
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4 Diskussion und AusbIick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Untereinbeit zyklisch Nukleotid-gesteuerter

Ionenkanale aus der Retina, dem Riechepithel und dem Hoden der Ratte kloniert (3.1). Diese

neue Untereinheit besitzt die groBte Sequenzahnlichkeit zu den CNCa2-Untereinbeiten aus

dem Rind, dem Menschen und dem Huhn (3.1.2). Das Expressionsmuster dieser Untereinheit

ahnelt dem der CNCa2-Untereinheit aus dem Rind. Beide werden in der Retina und dem

Hoden exprimiert. SchlieBlich farbt ein gereinigter Antikorper gegen diese Untereinheit in der

Immunzytochemie spezifisch ZapfenauBensegmente in der Rinder- und Rattenretina (3.2.2).

Aus diesen Grunden wurde die hier beschriebene Untereinbeit (der Ratte) als rCNCa2­

Untereinbeit identifiziert. Sie ist bis auf den N-Terminus identisch mit einer Untereinbeit, die

aus dem Epithe1 der Rattenzunge kloniert und als "rCNGgust" bezeichnet worden war

(Misaka et al., 1997, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Sp1eiBvarianten der

rCNCa2-Untereinheit gefunden. Die Expression der CNCa2-Untereinbeit im Riechepithe1

wurde hier erstmals beschrieben.

4.1 Klonierung der rCNCa2-Untereinheit

Aus dem Riechepithe1, dem Auge und dem Hoden wurden mit Hilfe der PCR cDNA­

Fragmente amplifiziert (3.1.1) und zu vollstandigen Sequenzen, die filr die rCNCa2a- bzw.

die rCNCa2b-Sp1eiBvariante kodieren, zusammengefilgt (3.1.3).

Die Fragmente aus dem 3'-Bereich des Gens wurden durch "einfache" PCR mit hoher

Zyklenzahl (40 Zyklen) amplifiziert. Urn Fragmente aus dem 5 '-Bereich zu erhalten, muBten

verschachtelte PCR-Reaktionen (zweimal 40 Zyklen) durchgefuhrt werden. Dies zeigt

indirekt, daB die Menge der rCNCa2-Transkripte gering ist.

Durch PCR lieBen sich groBe Teile der rCNCa2-Sequenz isolieren. Die Nukleotide 219-2013

entsprechen bis auf ein Nukleotid (Position: 323) der "rCNGgust" -Sequenz (Misaka et al.,

1997). Die Sequenz der isolierten Fragmente wurde jeweils durch die Sequenzierung

mehrerer unabhangiger PCR-Klone verifiziert. Die gefundene Abweichung (Nukleotidposi­

tion 323) zur "rCNGgust" -Sequenz wurde so ebenfalls bcstatigt. Die Abweichung ergibt in

der abge1eiteten Aminosauresequenz ein Leucin anstelle eines Prolins. An der
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korrespondierenden Position anderer CNCa-Untereinheiten (7.2) findet man ebenfalls ein

Leuein. Vermutlieh wurde die "rCNGgust"-Sequenz an der entspreehenden Position

fehlerhaft sequenziert.

Bei den PCR-Experimenten konnte die Amplifikation genomiseher DNA ausgesehlossen

werden. Die verwendeten Primerpaare wurden so gewahlt, daB die Amplifikation tiber Exon­

Exon-Grenzen hinweg erfolgte. Es wurden keine Intronsequenzen gefunden.

Die publizierte "rCNGgust"-Sequenz enthalt eine Anfangssequenz (7.1.2: Nukleotide: 1-54),

die von Misaka und Mitarbeitern (1997) dureh 5'-RACE-PCR bestimmt und als "unsieher"

angegeben wurde. Anhand diesel' 5'-terminalen Sequenz wurden Primer synthetisiert und

PCR-Experimente mit eDNA als Matrize durchgefllhrt. Dabei konnten keine Fragmente

amplifiziert werden. Daraus muB gefolgert werden, daB das 5'-Ende del' rCNCa2­

Untereinheit vom 5'-Ende del' publizierten "rCNGgust"-Untereinheit abweicht. Der Beginn

der, von Misaka und Mitarbeitern (1997) als "sieher" angegebenen, Sequenz wird durch ein

Nukleotid gebildet, das dem Nukleotid 219 in der rCNCa2-Sequenz entspricht. Dieses

Nukleotid reprasentiert das 5'-Ende eines Exons, Daran schlieBt sieh (in del' rCNCa2b­

SpleiBvariante) 5'-warts das Exon an, das in del' rCNCa2a-SpleiBvariante fehlt. Zwischen den

Nukleotiden 218 und 219 muB sieh daher im Gen der rCNCa2-Untereinheit ein lntron

befinden. Die Nukleotide 218 und 219 sind zudem Teil einer Konsensussequenz fUr einen

Exon-Exon-Ubergang (3.1.1). Moglichcrwcise ist die publizierte, als "unsichet" angegebene,

5'-Sequenz Teil einer Intron-Sequenz. Andererseits ist es nieht auszuschlieBen, daB im

Zungenepithel eine weitere SpleiBvariante "rCNGgust" exprimiert wird.

Urn das 5'-Ende der rCNCa2-Untereinheit zu bestimmen, wurde eine "Oligo-dT-geprimte"

A,-ZAPII-Phagenbibliothek, die mit cDNA aus dem Riechepithel hergestellt worden war, mit

einer Sonde aus dem 5'-Bereich von rCNCa2 durehsucht. Es wurden mehr als 106

unabhangige Phagenklone untersueht. Dabei lieB sich kein positiver Klon detektieren. Aus del'

verwendeten eDNA-Bibliothek klonierten Bradley und Mitarbeiter (1994) die rCNCa4­

Untereinheit. Diese Arbeitsgruppe konnte aeht vollstandige rCNCa4-Klone aus 1,8 x 106

Klonen isolieren. Die immunzytoehemischen Farbungen zeigen, daB weniger als 1 % aller

Rieehzellen die rCNCa2-Untereinheit exprimieren (3.2.2). In mindestens 99 % aller

Rieehzellen wird aber die rCNCa4-Untereinheit exprimiert. Urn aus del' verwendeten eDNA­

Bibliothek mit hoher Wahrseheinliehkeit mindestens einen vollstandigen rCNCa2-Klon zu

erhalten, mtiBten demzufolge mindestens 2,2 x 107 Klone untersucht werden. Zudem sind in
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cDNA-Bibliotheken Y-Enden haufig unterreprasentiert, da die reverse Transkription der

RNA selten vollstandig verlauft.

Die Ergebnisse der inununzytochemischen Farbung am Riechepithel (3.2.2) belegen die

unterschiedlich starken Expressionsraten der rCNCa2- und der rCNCa3-Untereinheit. Die

Expression der rCNCa2-Untereinheit in nur wenigen ZeIIen des Riechepithels laBt indirekt

auf eine geringe Anzahl von Transkripten in Gesamt-RNA und damit in Gesamt-cDNA aus

dem Riechepithel schlieBen.

Ein 5'-Fragment der rCNCa2-Untereinheit (5'-RACE-Fragment-Auge) wurde durch

Y-RACE-PCR mit eDNA aus dem Auge erhaIten (3.1.1). Anhand dieser Sequenz wurden

Primer synthetisiert und PCR-Experimente mit eDNA aus dem Riechepithel, dem Hoden und

dem Auge durchgefiihrt. Dabei wurden die 5'-Enden der rCNCa2a- und rCNCa2b­

Untereinheit identifiziert. Es ist rnoglich, daB im Riechepithel und im Hoden noch eine

weitere, hier bislang noch nicht beschriebene, rCNCa2-Untereinheit exprimiert wird. Ein

Y-Fragment dieser Variante, wird bei den PCR-Experimenten mit eDNA amplifiziert. In der

Abbildung 3.1.1.3 ist das entsprechende Fragment dieser putativen Variante nicht sichtbar, da

die entsprechende Bande von der ..Y-Fragment-RiechepithellHoden"-Bande tiberdeckt wird,

Im Vergleich zur rCNCa2b-SpleiBvariante besitzt diese Variante eine Deletion von

22 Basenpaaren (.'1 105-126). Der sich daraus ergebende N-Terminus zeigt aber keine

Ahniichkeit zu den N-Termini bekannter CNCa2-Untereinheiten. Zudem findet man an den

Grenzen der Deletion keine Konsensussequenzen ftlr Exon-Exon-Ubergange. Daher wurde

diese Variante nicht weiter untersucht.

Bei der Y-RACE-PCR konnte kein KIon mit einem Startkodon isoliert werden. Ein Vergleich

der abgeleiteten Aminosauresequenz der 5'-terminalen Nukleotide mit den N-terminalen

Aminosauresequenzen bekannter CNCa2-Untereinheiten legt nahe, daB der gefundenen

Sequenz mit hoher Wahrscheinlichkeit nur das Startkodon fehIt (Abb. 3.1.1.2). Dies muB

jedoch noch bestatigt werden. Daftir bieten sich zwei Moglichkeiten an. Zum einen konnte

eine intensive Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken (Riechepithel (s.o.) bzw, Auge)

KIone mit dem Startkodon liefern, Zum anderen konnten mit Hilfe von degenerierten

Primem, die im 5/-nichtkodierenden Bereich bekannter CNCa2-Untereinheiten hybridisieren,

Sequenzen mit dem Startkodon amplifiziert werden.

Bei der 5/-RACE-PCR wurden keine distinkten Banden erhaIten. Die PCR-Produkte

verteilten sich kontinuierlich tiber einen Bereich von 400-2.000 bp. Viele dieser Sequenzen

bestehen aus Konkatameren des Oligo-dT-Primers. Dieser Primer hybridisiert aufgrund der
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Thymidylfolge oft unspezifisch. Auch Misaka und Mitarbeiter hatten bei entsprechenden

Versuchen (mit cDNA aus dem Zungenepithe1) keine distinkten Banden erhalten.

Moglicherweise enthalt daher die Sequenz del' l'CNCa2-Untel'einheit im 5'-nichtkodierenden

Bereich Sequenzen, die die reverse Transkription fruhzeitig abbrechen lassen. Die reverse

Transkription konnte erschwert sein, weil diesel' Bereich moglicherweise starke Tendenz zur

Ausbildung von Sekundarstrukturen besitzt.

Urn die Transkription del' rCNCa2-SpleiJ3varianten in den unterschiedlichen Geweben

unabhangig von PCR-Experimenten nachzuweisen, wurden Northernblot-Experimente (2.7.2)

durchgefuhrt (nicht gezeigt). Dabei wurden keine Signa1e detektiert, Vermutlich sind

rCNCa2-Transkripte in zu geringer Hiiufigkeit in polyadenylierter RNA enthalten oder

werden ill situ tlberdurchschnittlich schnell abgebaut. Die Transkription del' bCNCa2­

Untereinheit konnte durch Northernblot-Analyse mit DNA-Sonden bei honer Stringenz in del'

Retina und dem Hoden nachgewiesen werden (Weyand et al., 1994). Bei den in del'

vorliegenden Arbeit durchgeflihrten Northernblot-Analysen wurden RNA-Sonden ebenfalls

unter hohen Stringenzbedingungen eingesetzt (nicht gezeigt). Die Transkription sollte sich

(unabhangig von PCR-Experimenten) durch Variation del' Stringenzbedingungen bzw.

Methoden mit hoherer Sensitivitat wie z. B. "RNase-protection assay" oder durch ill situ­

Hybridisierung mit spezifischen Sonden nachweisen lassen.

4.2 Eigenschaften der heterolog exprimierten rCNCa2-Untereinheiten

Sowohl die Spleifivarianten rCNCa2a und rCNCa2b, sowie die trunkierte Form

rCNCa2ANT wurden hetero1og in HEK 293-Zellen exprimiert (3.3.1). Die Zellen wurden

dabei jeweils nul' mit einer Variante transfiziert. Die Kaniile lagen somit als Homooligomere

VOl'. AIle Varianten bildeten funktionelle Kanale, die durch Bindung von zyklischen

Nukleotiden kooperativ aktiviert werden (3.3.2). Ihre Eigenschaften werden im folgenden mit

denen anderer homooligomerer Kanalc aus CNCa-Untereinheiten verglichen.

AIle homooligomeren Kanale aus CNCa2-Untereinheiten weisen eine hohere Affinitat fur

cGMP als flir cAMP auf. FUr die rCNCa2-Kaniile liegen die Aktivierungskonstanten fur

cGMP im Bereich von 1-4 IJ.M. Die Kanale sind damit empfindlicher fur cGMP als die

Kanale, die aus cCNCa2- (K\oI ca. 40 IJ.M: Bonigk et al., 1993) bzw. aus bCNCa2­

Untereinheiten (K\oI ca. 20 IJ.M: F. MUller, pcrsonlichc Mitteilung) gebildet werden. Die
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Aktivierungskonstante der rCNCa2-Kanale fur cAMP ist mit ca. 200-600 I!M urn zwei

GroJ3enordnungen hoher als fur cGMP. Ahnliche Unterschiede wurden fUr bCNCa2-Kanlile

gefunden (Weyand et al., 1994).

Ein interessanter Unterschied ergibt sich aus dem Verhaltnis der Strome, die durch sattigende

cAMP- bzw. cGMP-Konzentrationen induzierbar sind (loAMP/IeGMP). Bei allen bisher unter­

suchten homooligomeren Kanalen aus CNCal- und auch CNCa2-Untereinheiten lag dieser

Wert bei weniger als 0,2 (bCNCa2: Weyand et ul., 1994; hCNCa2: F. MUller, personliche

Mitteilung; bCNCal: Altenhofen et al., 1991). cAMP wirkt bei diesen Kanalen nur als

partieller Agonist. Bei rCNCa2-Kanalen kann dagegen bei negativen Spannungen ein Wert

von 0,7, bei positiven Spannungen sogar von 1 erreicht werden. Bisher wurden solche Werte

nur bei Kanalen gefunden, die aus CNCa3-Untereinheiten aufgebaut sind (Altenhofen et al.,

1991). Die molekulare Ursache ftlr diesen Unterschied ist unklar. Da bei CNG-Kanalen der

Schaltmechanismus (das "gating") des Kanals (wahrscheinlich) durch die Interaktion von

N-und C-terminalen Domanen beeinfluJ3t wird (Varnum und Zagotta, 1997), konnten die

Unterschiede durch die unterschiedlichen Aminosauresequenzen in diesen Bereichen

verursacht werden. Dies konnte in zukunftigen Arbeiten durch Mutagenese untersucht

werden. Die in dieser Arbeit hergestellte, verktirzte Form (rCNCa2~T) zeigt bei negativen

Spannungen einen leicht verringerten IcAMplIcGMP-Wert von 0,56. Ansonsten entsprechen die

elektrophysiologischen Eigenschaften eines solchen homooligomeren Kanals den

Eigenschaften der homooligomeren Kanale der SpleiJ3varianten.

Sowohl rCNCa2a-, als auch rCNCa2b-homooligomere Kanale konnten reversibel durch

Ca2+/Calmodulin in ihrer Aktivitat moduliert werden (3.3.2.3). Strome, die durch cGMP­

Konzentrationen von 3 ~ aktiviert wurden, wurden in Gegenwart von 1 uM

Ca2+/Calmodulin urn etwa 50% verringert, Strome bei sattigcnden cGMP-Konzentrationen

blieben unverandert. Das fuhrt zu einer Verschiebung der Dosiswirkungsbeziehung zu

hoheren cGMP-Konzentrationen. Ein ahnliches Verhalten wurde bisher bei cCNCa2-Kanalen

beschrieben (Bonigk et al., 1993). Homooligomere bCNCa2- (F. MUller, personliche

Mitteilung) und hCNCa2-Kanale (Yu et al., 1996) zeigten diesen Effekt nicht. Die beiden

rCNCa2-SpleiJ3varianten unterscheiden sich zwar in der Arninosaureabfolge der putativen

Calmodulinbindestelle im N-Terminus. Dies scheint jedoch keinen EinfluJ3 auf die hier

untersuchten Effekte zu haben. Beide Varianten reagieren etwa gleichstark auf 1 I!M

Calmodulin. Niedrigere Calmodulinkonzentrationen wurden bisher nicht systematisch

ausgetestet, es kann also keine Aussage gemacht werden, ob sich die SpleiJ3varianten im

80



ICso-Wert fur Calmodulin unterscheiden. Es muB auch uberpruft werden, wie die

Calmodulinwirkung auf cAMP-aktivierte Strome ist.

4.3 Lokallslerung del' l'CNCa2·Untel'einheit im Riechepithel: Gibt es eine Subpopu­

lation von Riechzellen, die cGMP als sekundaren Botenstoff verwenden?

In der vorliegenden Arbeit wurde durch immunzytochemische Farbung (3.2.2) gezeigt, daB

eine Subpopulation von Riechzellen die rCNCo:2-Untereinheit exprimiert. Unklar ist, ob in

dieser Subpopulation beide SpleiBvarianten gemeinsam exprimiert werden. Unklar ist auch,

ob zusatzlich die bislang bekannten olfaktorisehen Untereinheiten exprimiert werden

(rCNCa3, rCNCa4 und rCNCplb). Dies immunzytochemisch naehzuweisen wird abel' durch

die Tatsache erschwert, daB diese Einzelzellen, von einer Vielzahl von Zellen umgeben sind,

die die rCNCa3-, die rCNC0:4- und die rCNCplb-Untereinheit enthalten. Durch

elektrophysiologische Untersuchung von Einzelzellen, lieBe sich aufklaren, ob die Zellen der

Subpopulation homooligomere Kanale aus der rCNCa2-Untereinheit oder heterooligomere

Kanale mit anderen Untereinheiten enthalten. Hier stellt sieh aber dasselbe Problem, daB diese

Einzelzellen von einer Vielzahl von Zellen umgeben sind, die die rCNCo:2-Untereinheit nicht

exprimieren.

Die Arbeiten von Juilfs und Mitarbeitern (1997) zeigen, daB in der Ratte eine Subpopulation

von Riechzellen existiert, die die GC-D (Fiille et al., 1995) und die PDE2 exprimieren (1.2.2).

In diesen Zellen lieB sich weder die Adenylylzyklase (Typ Ill) noch die PDEIC2 bzw. die

PDE4A naehweisen (Juilfs et al., 1997). Die GC-D ist eine membranstandige Rezeptor­

Guanylylzyklase, die den Rezeptor-Guanylylzyklasen ftir natriuretische Peptidhormone bzw.

fur hitzestabile Enterotoxine ahnelt (Juilfs et al., 1997). Die PDE2 ist cGMP-abhiingig. Es ist

sehr wahrscheinlich, daB diese Zellen einen cigenstandigen Signaltransduktionsweg mit

cGMP als sekundarem Botenstoff aufweisen. Die GC-D konnte einen (noch unbekannten)

Stoff binden und cGMP synthetisieren. Die PDE2 konnte an der Abschaltung des cGMP­

Signals beteiligt sein, Durch cGMP konnte ein CNG-Kanal aktiviert werden. Es ist noeh

unklar, ob die beschriebene Subpopulation mit der identiseh ist, in der die rCNCa2­

Untereinheit exprimiert wird. Die immunzytoehemisehen Farbungen zeigen eine ahnllche

Verteilung der markierten Zellen. Ko-Lokalisationsstudien mit markierten Antlkorpern gegen

die rCNCa2-Untereinheit und die GC-D bzw. PDE2 sollten dies klaren konnen,
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Wenn alIe diese Proteine tatsachlich in derselben Subpopulation von RiechzelIen exprimiert

werden, dann konnte in diesen ZelIen ein CNG-Kanal, del' die rCNCa2-Untereinheit enthalt,

als Endglied del' Sigualtransduktion fuugieren. Welchen Vorteil wiirde ein solcher Kanal fur

die physiologische Antwort del' ZelIe erbringen? SolIte cGMP die Funktion des sekundaren

Botenstoffs in diesen ZelIen einnehmen, konnte prinzipielI del' bekannte olfaktorische CNG­

Kanal Endglied diesel' Signaltransduktionskette sein, da del' olfaktorische CNG-Kanal ahnlich

empfindlich fur cAMP und cGMP ist. Die Eigenschaften del' heterolog exprimierten rCNCa2­

Untereinheiten (4.2) zeigen, daB diese Kanale stark zwischen cGMP und cAMP unterscheiden

konnen, ZelIen, die CNG-Kanale aus solchen Untereinheiten enthalten, konnten demnach

zwischen cGMP- und cAMP-Signalen unterscheiden. Dies ware notwendig, wenn in diesen

ZelIen z.B, ein (bislang noch nicht nachgewiesenes) cAMP-produzierendes Enzym (z.B, eine

(noch) nicht identifizierte Adenylylzyklase) vorhanden ist.

Andererseits zeigen die elektrophysiologischen Messungen, daB homooligomere Kanale aus

rCNCa2-Untereinheiten eine geringere Calmodulin-Empfindlichkeit aufweisen als Kanale,

die die rCNCa3-Untereinheit enthalten. Fiir die rCNCo:2-Kanale wurden keine Dosis­

Wirkungsbeziehungen fur cGMP mit Calmodulin bestimmt. Der halbmaximale Strom wird

jedoch durch Calmodulin im selben MaBe gesenkt wie bei del' cCNCo:2-Untereinheit (Bonigk

et al., 1996), bei del' sich die Dosis-Wirkungsbeziehung fur cGMP durch Calmodulin nul'

wenig verschiebt. Daher kann man erwarten, daB sich die Dosis-Wirkungskurve flir cGMP bei

den rCNCo:2-Kanalen ebenfalIs nul' schwach verschiebt. Bei den meisten RiechzelIen ist die

Modulation des olfaktorischen CNG-Kanals durch Calmodulin del' wichtigste

Adaptationsmechanismus (Chen & Yau, 1994; Kurahashi & Menini, 1997). Zellen, die die

rCNCo:2-Untereinheit exprimieren, desensitieren moglicherweise schwacher, Es ist auch

moglich, daB die Desensitisierung in del' beschriebenen Subpopulation durch den cGMP­

Abbau mit Hilfe del' PDE2 vermittelt wird.

Welche Funktion konnten RiechzelIen haben, die die GC-D, die rCNCo:2-Untereinheit und

die PDE2 koexprimieren? Uber die Natur des Liganden, del' an die GC-D bindet kann derzeit

nul' spekuliert werden. Da die GC-D AJmlichkeit zu den Rezeptoren fur Peptidhormone

(atriale natriuretische Peptide) bzw. fur hitzestabile Enterotoxine zeigt, konnen zumindest

Vermutungen angestellt werden, In Saugetieren wird die Gcruchswahmehmung durch zwei

anatomisch und funktionelI unterschiedliche Organe vermittelt: Dem olfaktorischen Epithel

("main olfactory epithelium"/ MOE) und dem vomeronasalen Organ (VNO; Uberblick:

Tirindelli et al., 1998). Duftstoffe werden durch die Rezeptoren des MOEs gebunden und

losen die Riechkaskade aus (1.2.2).
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Die Wahrnehmung von Pheromonen findet jedoch im vomeronasalen Organ (VNO) statt.

Pheromone sind Hormone, die der (sexuellen) Kommunikation innerhalb einer Spezies

dienen. Das VNO wird als maBgeblich fur die Pheromonwahrnchmung betrachtet, da das

Entfernen dieses Organs das Reproduktionsverhalten von Nagetieren schwer beeintrachtigt

(Wysocki & Lepri, 1991). Das vomeronasale Organ enthalt eine Subpopulation von Zellen,

die Pheromonrezeptoren exprimieren (Dulac & Axel, 1995). Diese gehoren zu einer anderen

Gruppe der Sieben-Transmembrandomanen-Rezeptoren als die Duftstoffrezeptoren des

MOEs (1.2.2). Die chemische Natur der meisten Pheromone ist nicht bekannt. Pheromone

konnen zur Gruppe der Steroide und Prostaglandine gehoren (Sorensen et al., 1988).

Fettsauren und Proteine konnen ebenfalls Pheromone sein (Henzel et al., 1988; Singer, 1991).

Pheromone finden sich im Urin und in Sexualsekreten von Nagetieren (Sipos et al., 1995;

Tirindelli et al., 1998). Es ist moglich, daB die GC-D (im MOE) ein Pheromon bindet und

eine Signaltransduktionskaskade auslost, bei der cGMP als sekundarer Botenstoff fungiert.

Das Entfernen des VNO fuhrt zu schweren Beeintrachtigungen des Sexualverhaltens. Daher

ist es unwahrscheinlich, daB die potentiell im MOE durch die GC-D gebundenen Pheromone

maBgeblich das Sexualverhalten beeinflussen. Es ist jedoch bekannt, daB Nagetiere sich am

Geruch erkennen (Marr & Gardner, 1965). Moglicherweise wird dies oder eine ahnliche

Funktion durch die GC-D vermittelt.

Es muB noch geklart werden, ob moglicherweise auch die rCNCa:1-Untereinheit im

Riechepithel exprimiert wird. Zudem muB iiberpriift werden, ob die Ergebnisse an der Ratte

auf andere Spezies iibertragbar sind.

83



5 Zusammenfassung

In del' vorliegenden Arbeit wurde die rCNCo:2-Untereinheit aus del' Ratte kloniert. Diese

Untereinheit wird im Riechepithel, in del' Retina und im Hoden exprimiert.

Die rCNCo:2-Untereinheit existiert in zwei SpleiBvarianten (l'CNCo:2a und rCNCo:2b). Im

Riechepithel und im Hoden wurden beide SpleiBvarianten gefunden. Im Auge findet man

ausschlieBlich die rCNCo:2a-Untereinheit. Sie wird dort in Zapfensehzellen exprimiert. Die

SpleiBvarianten unterscheiden sich in del' abgeleiteten Aminosauresequenz durch einen

kurzen Einschub im N-Terminus, del' nur in del' rCNCo:2b-SpleiBvariante vorkommt. Durch

diesen Einschub unterscheiden sich die beiden SpleiBvarianten in del' abgeleiteten

Aminosauresequenz im Bereich einer putativen Calmodulinbindestelle.

Die SpleiBvarianten wurden heterolog exprimiert und die homooligomeren Kanale

elektrophysiologisch charakterisiert. Die elektrophysiologischen Eigenschaften del' Kanale

sind sehr ahnlich. Die l'CNCo:2-Kanale zeigen eine hohe Ligandenempfindlichkeit fllr cGMP

(ca. 1-4 l!M). Die Ligandenempfindlichkeit fur cAMP ist urn zwei GroBenordnungen

geringer, Trotz unterschiedlicher Sequenz in del' putativen Calmodulinbindestelle zeigen die

SpleiBvarianten del' rCNCo:2-Untereinheit keine Unterschiede bezuglich del' Wirkung von

Calmodulin auf den cGMP-induzierten Strom. Calmodulin verschiebt die Dosis­

Wirkungsbeziehung zu hoheren cGMP-Konzentrationen. Diesel' Effekt ist jedoch im

Vergleich zum Effekt am bislang bekannten olfaktorischen CNG-Kanal schwacher

ausgepragt,

Im Riechepithel wurde die rCNCo:2-Untereinheit in einer sehr kleinen Subpopulation von

Riechzellen lokalisiert. Diese Zellen sind moglicherweisc mit del' Subpopulation von

Riechzellen identisch, in del' die Guanylylzyklase-D (GC-D) und die cGMP-abhangige

Phosphodiesterase-2 (PDE2) exprimiert werden. In diesen Zellen konnten CNG-Kanale, die

die rCNCo:2-Untereinheit enthalten, als Endglieder einer putativen Signaltransduktionskette

fungieren, bei del' die Bindung eines (unbekannten) (Duft)stoffes an die GC-D die Produktion

von cGMP auslost, Da die homooligomeren Kanale del' rCNCo:2-SpleiBvarianten lediglich

schwach Calmodulin-sensitiv sind, verlauft die Adaptation in diesen Zellen moglicherweise

anders, als in anderen Riechzellen.
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7 Anhang

7.1 Hybridisierungsbereiche und Sequenzen der verwendeten Primer

Die Sequenzen und Nummern der verwendeten Primer sind kursiv gedruckt. Die Nummern

der Primer wurden in Klammern neben die Primersequenzen gesetzt. Nicht-hybridisierende

Nukleotide wurden klein gedruckt. Primer oberhalb der Nukleinsauresequenzen weisen in 3'­

Richtung, Primer unterhalb der Nakleinsauresequenzen weisen in 5'-Richtung. Start- und

Stopkodons wurden fett gedruckt. Restriktionsschnittstellen in den Primern wurden

unterstrichen.

7.1.1 Sequenz der rCNCa2-Untereinheit (rCNCa2b)

5'-cttctc­
-gagccaccATGGCCAAGGTCAATACCCAATG-3'(2374)

5' -AGGTCAATACCCAATGCTCACAG-3' (2365)
5' -CAAGGTCAATACCCAATGCTC-3' (2364)

1 ATGGCCAAGGTCAATACCCAATGCTCACAGCCCTCCCCGAGACAACTTTCAGTAAAGGAC
TACCGGTTCCAGTTATGGGTTACGAGTGTCGGGAGGGGCTCTGTTGAAAGTCATTTCCTG

61 GCCGCAGACAGAGACCTCGATCAAGTGGAGAATGGCCTCGGCAGGTCTCACTCACCATGT
CGGCGTCTGTCTCTGGAGCTAGTTCACCTCTTACCGGAGCCGTCCAGAGTGAGTGGTACA

121 GAGGAGACATCTTCCACAGTGCATCAGGGGATCGTCATGGAGACCGGAGAACTGGCTGGA
CTCCTCTGTAGAAGGTGTCACGTAGTCCCCTAGCAGTACCTCTGGCCTCTTGACCGACCT

5'-cGGtaGagctcCacCATgATCTCC
5'-TCATCTCC

5'-GCTTCATCATCTCC
181 GCCGCACAGAGTTTATTCACAAGCCAGGGGCCAGCCAGGGTGTCACGCTTCATCATCTCC

CGGCGTGTCTCAAATAAGTGTTCGGTCCCCGGTCGGTCCCACAGTGCGAAGTAGTAGAGG

ATTCGTGCGTGGG-3' (2250)
ATTCGTGCGTG-3' (2192)
ATTC-3' (2191)

241 ATTCGTGCGTGGGCCGCCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGACGCCTGACTCCTTTTTG
TAAGCACGCACCCGGCGGTCCGTGAATGTGGTACTTCTGGGCTGCGGACTGAGGAAAAAC

301 GATCGTTTTCATGGAGCTGAGCTTAAGGAAGTATCCAGCCAGGAAAGGAATGCCCAGCCC
CTAGCAAAAGTACCTCGACTCGAATTCCTTCATAGGTCGGTCCTTTCCTTACGGGTCGGG

361 AACCCAGGAGGACAGGAACCACCAGAGGGAGGGAAAGGCAGGAAGAAGGATCCCATTGTG
TTGGGTCCTCCTGTCCTTGGTGGTCTCCCTCCCTTTCCGTCCTTCTTCCTAGGGTAACAC

5'-AACATCTACTACCGCTGGC-3' (2174)
421 GTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCCCTCCCGGTCTTC

CACCTGGGGAGGTCGTTGTAGATGATGGCGACCGACTGACGGTAGCGGGAGGGCCAGAAG

481 TATAACTGGTGTCTACTTGTGTGCAGGGCCTGTTTTGATGAGCTACAGTCAGAACACCTG
ATATTGACCACAGATGAACACACGTCCCGGACAAAACTACTCGATGTCAGTCTTGTGGAC
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5'-TTGTGGACATGCTGGTT
541 ACACTGTGGCTGGTCCTGGACTACTCTGCAGATGCCCTGTATGTTGTGGACATGCTGGTT

TGTGACACCGACCAGGACCTGATGAGACGTCTACGGGACATACAACACCTGTACGACCAA
3'-CAACACCTGTACGACCAA

3'-CTGATGAGACGTCTACGGGAC-5' (2206)
3'-GACCTGATGAGACGTCTACG-5' (9026)

CG-3' (2165)
601 CGTGCCCGGACAGGTTTCCTTGAACAAGGCCTAATGGTCAGGGATACCAAGAGGCTGTGG

GCACGGGCCTGTCCAAAGGAACTTGTTCCGGATTACCAGTCCCTATGGTTCTCCGACACC
GCAC-5'(2195) 3'-CCAGTCCCTATGGTTCTCCGAC-5'

661 AAACATTACACAAAGACCTTGCACTTCAAGCTGGACATCCTGTCTCTCATCCCCACAGAC
TTTGTAATGTGTTTCTGGAACGTGAAGTTCGACCTGTAGGACAGAGAGTAGGGGTGTCTG
(2194) 3'-GGAACGTGAAGTTCGACCTGTA-5' (2193)

721 CTGGCTTATTTGAAGTTGGGCATGAACTACCCGGAACTGAGGTTCAATCGCCTCCTGAGG
GACCGAATAAACTTCAACCCGTACTTGATGGGCCTTGACTCCAAGTTAGCGGAGGACTCC

5'-CCAATGTG
781 TTCTCTCGGCTCTTTGAGTTCTTTGACCGCACGGAGACAAGGACCAACTACCCCAATGTG

AAGAGAGCCGAGAAACTCAAGAAACTGGCGTGCCTCTGTTCCTGGTTGATGGGGTTACAC

TTCAGGATAGGG-3' (9027)
841 TTCAGGATAGGGAACTTGGTTCTGTACACCCTCATTATCATCCACTGGAACGCCTGCATC

AAGTCCTATCCCTTGAACCAAGACATGTGGGAGTAATAGTAGGTGACCTTGCGGACGTAG

901 TACTTTGCCATTTCCAAGTTCATCGGTTTTGGAACAGATTCCTGGGTCTATCCAAACACC
ATGAAACGGTAAAGGTTCAAGTAGCCAAAACCTTGTCTAAGGACCCAGATAGGTTTGTGG

961 TCCAAGCCGGAGTATGGACGCCTCTCCAGGAAGTACATTTACAGCCTCTACTGGTCCACC
AGGTTCGGCCTCATACCTGCGGAGAGGTCCTTCATGTAAATGTCGGAGATGACCAGGTGG

1021 TTGACCCTGACCACCATTGGGGAGACCCCGCCCCCCGTGAAGGATGAGGAGTATCTCTTT
AACTGGGACTGGTGGTAACCCCTCTGGGGCGGGGGGCACTTCCTACTCCTCATAGAGAAA

5 '-GACTTCCTGGTGGGCGTCC-3 , (2168)
1081 GTGGTCATAGACTTCCTGGTGGGCGTCCTGATCTTCGCCACTATAGTAGGCAATGTGGGC

CACCAGTATCTGAAGGACCACCCGCAGGACTAGAAGCGGTGATATCATCCGTTACACCCG
3'-GAAGCGGTGATATCATCCG-5' (2166)

1141 TCCATGATTTCCAACATGAACGCTTCCCGGGCGGAGTTCCAGGCTAAGATAGATTCCATC
AGGTACTAAAGGTTGTACTTGCGAAGGGCCCGCCTCAAGGTCCGATTCTATCTAAGGTAG

3'-G

1201 AAGCAGTACATGCAGTTCCGGAAGGTAACCAAGGACTTGGAGACTCGGGTTATCCGGTGG
TTCGTCATGTACGTCAAGGCCTTCCATTGGTTCCTGAACCTCTGAGCCCAATAGGCCACC
TTCGTCATGTACGTCAA-5' (2179)

1261 TTTGACTATCTGTGGGCTAACAGGAAGACGGTGGATGAAAAGGAAGTGCTCAAAAACCTC
AAACTGATAGACACCCGATTGTCCTTCTGCCACCTACTTTTCCTTCACGAGTTTTTGGAG

5'-GAAAGTC
1321 CCAGACAAGCTGAAGGCCGAGATCGCCATCAACGTGCACCTGGACACACTGAAGAAAGTC

GGTCTGTTCGACTTCCGGCTCTAGCGGTAGTTGCACGTGGACCTGTGTGACTTCTTTCAG

CGAATCTTCCAGG-3' (9028)
1381 CGAATCTTCCAGGACTGCGAGGCAGGGCTTCTGGTGGAGCTGGTGCTGAAGCTTCGTCCT

GCTTAGAAGGTCCTGACGCTCCGTCCCGAAGACCACCTCGACCACGACTTCGAAGCAGGA
3'-GA
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1441 GCTGTGTTCAGCCCTGGGGACTACATTTGCAAAAAGGGGGACATTGGAAGGGAGATGTAC
CGACACAAGTCGGGACCCCTGATGTAAACGTTTTTCCCCCTGTAACCTTCCCTCTACATG
CGACACAAGTCGGGAC-5' (2252)

1501 ATCATCAAGGAGGGCAAGCTGGCTGTCGTGGCTGACGATGGGGTCACCCAGTTTGTGGTC
TAGTAGTTCCTCCCGTTCGACCGACAGCACCGACTGCTACCCCAGTGGGTCAAACACCAG

1561 CTCAGTGATGGCAGTTACTTTGGGGAGATCAGCATCTTAAACATTAAGGGGAGCAAGTCG
GAGTCACTACCGTCAATGAAACCCCTCTAGTCGTAGAATTTGTAATTCCCCTCGTTCAGC

1621 GGGAACCGCAGGACAGCCAACATCAGGAGCATCGGCTACTCGGACCTGTTCTGCCTCTCC
CCCTTGGCGTCCTGTCGGTTGTAGTCCTCGTAGCCGATGAGCCTGGACAAGACGGAGAGG

5/-TCTGGgatcc
1681 AAGGATGACTTGATGGAGACCCTCACGGAGTACCCGGATGCTAAGAGGGCTCTGGAGGAA

TTCCTACTGAACTACCTCTGGGAGTGCCTCATGGGCCTACGATTCTCCCGAGACCTCCTT

AAGGGTCGGCAGATTCTGATG-3' (2186)
1741 AAGGGTCGGCAGATTCTGATGAAGGACAACCTAATCGATGACGACCTGGTGACGGCCAGG

TTCCCAGCCGTCTAAGACTACTTCCTGTTGGATTAGCTACTGCTGGACCACTGCCGGTCC

1801 GCAGATGCCAGGAACATCGAGGAGAAGGTGGAGTACCTGGAGTCATCCTTGGACGGCCTG
CGTCTACGGTCCTTGTAGCTCCTCTTCCACCTCATGGACCTCAGTAGGAACCTGCCGGAC

1861 CAGACGAGGTTCGCCCGACTCCTGGCTGAGTACAGTGCCTCCCAGATGAAGCTGAAACAG
GTCTGCTCCAAGCGGGCTGAGGACCGACTCATGTCACGGAGGGTCTACTTCGACTTTGTC

1921 CGGCTCAGCCAGCTGGAGAGCCAGATGACCAGGAGGGGTCATGGCTTCTCACCTGACAGG
GCCGAGTCGGTCGACCTCTCGGTCTACTGGTCCTCCCCAGTACCGAAGAGTGGACTGTCC

1981 GAGAATTCCGAGGATGCTTCAAAAGCTGACTGAAAATGCAGGTGGCTCTGCCTCCTGCTT
CTCTTAAGGCTCCTACGAAGTTTTCGACTGACTTTTACGTCCACCGAGACGGAGGACGAA

3'-CCTACGAAGTTTTCGACTGACTaTTcgaaCCACC-5' (2187)
3'-CCTACGAAGTTTTCGACTGACTaagAtcTCCACC-5' (2251)

2041 CCCAGGGCCAGCTGCCAGTGAGACACTTTACAGCCTCGTGGTGAAGAGT
GGGTCCCGGTCGACGGTCACTCTGTGAAATGTCGGAGCACCACTTCTCA

3'-GTCGGAGCACCACTTCTCA-5' (2169)
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7.1.2 Anfangsbereich del' "rCNGgust"-Sequenz (Mis aka et al., 1997)

Del' Sequenzbereich, del' vermutlich durch Misaka und Mitarbeiter (1997) falsch bestimmt

wurde, ist unterstrichen.

5'-cGGtaGag
5'-ATTCAGGATGCATCAGATGG-3' (2190)

5'-TCTTTATTCAGGATGCATC-3' (2189) 5'
1 ATCTTTATTCAGGATGCATCAGATGGAAACATCGACCATGGTCCAAGACAACAGGGTGTC

TAGAAATAAGTCCTACGTAGTCTACCTTTGTAGCTGGTACCAGGTTCTGTTGTCCCACAG

ctcCacCATgATCTCCATTCGTGCGTGGG-3' (2250)
5'-TCATCTCCATTCGTGCGTG-3' (2192)

-GCTTCATCATCTCCATTC-3' (2191)
61 ACGCTTCATCATCTCCATTCGTGCGTGGGCCGCCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGAC

TGCGAAGTAGTAGAGGTAAGCACGCACCCGGCGGTCCGTGAATGTGGTACTTCTGGGCTG

7.1.3 Sequenzierprimer

Die Sequenzierprimer, die innerhalb del' rCNCa2-Sequenz hybridisieren, wurden unter 7.1.1

aufgefiihrt (# 9026, # 9027 und # 9028). Hier werden die Sequenzierprimer angegeben, die im

Bereich del' Klonierungsstellen del' verwendeten Plasmide hybridisieren. Die jeweiligen

Plasmide und die relative Lage del' Hybridisierbereiche zur Klonierungsstellc (5'oder 3')

wurden in Klammern angegeben.

# 9001: 5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3' (pBluescriptSK: 5')
# 9002: 5'-TAATACGACTCACTATAGGG-3' (pBluescriptSK: 3', pcDNAlAmp: 5'))
# 9003: 5'-TAAGTTGGGTAACGCCAGGG-3' (pMALc2: 3')
# 9006: 5'-AGCATTTAGGTGACACTATAG-3'(pcDNAIAmp: 3')
# 9007: 5'-CGTCAGACTGTCGATGAAGCC-3'(pMALc2: 5')

7.1.4 Primer fill' die 5'-RACE·PCR

Die Primer # 2193, # 2194 und # 2195 wurden unter 7.1.1 (s, auch 2.10.2.3) aufgefiihrt. Die

von Boehringer bezogenen Primer werden hier aufgeftihrt 01= A, C oder G):

Oligo-dT-Anchor-Primer: 5'-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-(T)wV-3'

Anchor-Primer: 5'-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3'
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7.2 Vergleich der Aminosiiuresequenzen von CNCa-Untereinheiten

Aile aufgeflihrten CNCa-Untereinheiten wurden im Text erwahnt. Die Sequenz der hCNCa2­

Untereinheit wurde Yu und Mitarbeitern (1996) entnommen. Hier verwendete Prlifizes flir die

Untereinheiten: B: Rind, C: Huhn, H: Mensch, PC: Pinealorgan des Huhns, R: Ratte. Die

Lage der putativen transmembranalen Segmente SI-S6, der Porenregion und der Bindestelle

flir zyklische Nukleotide (cNMP-Bindestelle) ist jeweils durch Balken tiber der

Nukleotidsequenz angegeben. Zuslitzlich wurde der Beginn der Sequenz der verkurzten

Mutante rCNCa2L'1NT durch einen Pfeil markiert,

RCNCa2b
RCNca2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNca2
CCNCa2
PCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCa4

}~KVNTQCSQPSPRQLSVKDA-ADRDLDQVENGLGRSHSPCEETSSTVHQGI~IETGELAGAAQSLFTSQGP-ARVSRFI

MAKVNTQcsQPsPRQLsVKDA-ADRDLDQVENGLGR---------------------------------------VSRFI
MHQMETSTMVQDNR-------------------------------------------------------------VSRFI
}~KISTQYSHPTRTHPSVR-T-MDRDLDCIENGLSRTHLPCEETSSELQEGIAMETRGLAESRQSSFTSQGP-TRLSRLI

MAKINTQYSHPSRTHLEVK-T-SDRDLNRAENGL8RAHSSSEETSSVLQPGIAMETRGLADSGQGSFTGQGI-ARLSRLI
MAKINTQHSYPGMllGLSVR-T-TDEDIERIENGFIRTHSLCEDTSSELQRVISMEGRHLSGSQTSPFTGRGAMARLSRFV
MAKINTQIISYPGMHGL8VR-T-TDEDIERIENGFIRTHSLCEDT8SELQRVISMEGRHLSGSQTSPFTGRGAMARL8RFV
MAKINTQHSYPGMl£GLSVR-T-TDEDIERIENGFIRTHSLCEDTSSELQRVISMEGRHLSGSQTSPFTGRGAMARLSRFV
MMTEKSNGVKSSPANNHNH----HPPPSIKANGKDDliRAGSRPQSVAADDDTSPELQRLAE-MDTPRRGRGGFQRIVRLV
MKKVIINTWHSFVNIPNVVGPDVEKEITRHENGACSSFSGDDDDSASMFEESETENPHARDSFRSNTHGSGQPSQREQYL

78

40
19
77

77

78
78
78
75

80
o

RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
PCCNca2a
PCCNCa.2b
RCNca3

BCNCal
RCNCa4

RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
PCCNca2a
PCCNCa.2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCa4

rCNCa28NT
ISIRAWAARHLHHEDPTPDSFLDRFHGAELKEVSSQERNAQPNPGGQEPPEGGKGRKKD--------------------- 137
ISIRAWAAIDILHHEDPTPDSFLDRFHGAELKEVSSQERNAQPNPGGQEPPEGGKGRKKD--------------------- 99
ISIRAWAAIDILHHEDPTPDSFLDRFHGAEPKEVSSQERNAQPNPGGQEPPEGGKGRKKD--------------------- 78
ISLRAWSARHLHQEDQRPDSFLERFRGAELQEVSSRESHVQFNVGSQEPPDRGRSAWPLARNNTNTCNNSEKDDKAKKEE 157
FLLRRWAARHVIIHQDQGPDSFPDRFRGAELKEVSSQESNAQANVGSQEPADRGRSAWPLAKCNTNTSNNTEEEKKTKKKD 157
VSLRSWATffiILHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSRQSNIRSFLGIREQPGGVNGPWPLARFNVNFSNNTNEDKKEEKKE 158
VSLRSWATRHLHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSRQSNIRSFLGIREQPGGVNGPWPLARFNVNFSNNTNEEQKKE--- 155
VSLRSWATffilLHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSRQSNIRSFLGIREQPGGVNGQKKE--------------------- 137
GVIRDWANKNFREEEPRPDSFLERFRGPELQTVTTHQGDDK---GGKDGEGKGTKKKFE--------------------- 131
PGAIAL--------------------------------------~--------------------FNVNNSSNKEQEPKE101

HSQDGKVKTTESTPPAPTKARKW--------------------- 23

---81--
---------------------------------------------------PIVVDPSSNIYYRWLTAIALPVFYm1CLL 166
---------------------------------------------------PIVVDPSSNIYYRWLTAIALPVFYNWCLL 128
---------------------------------------------------PIVVDPSSNIYYRWLTAIALPVFYNV1CLL 107
KEKKEEKKENPKKEEKKKD--------------------------------SVVMDPSSNMYYHWLTVIAVPVF¥NWCLL 205
---------------------------------------------------AIVVDPSSNLYYRWLTAIALPVFYNWYLL 186
VKEEKKEEKKEEKKEEKKDDKKDDKKDDKKDDKKKEEQKKE----------VFVIDPSSNMYYNWLTllAAPVFYm1CML 228
---------------------------------------------------VFVIDPSSNMYYNWLTllAAPVFYNl1CML 184
---------------------------------------------------VFVIDPSSNMYYNWLTllAAPVFYm1CML 166
---------------------------------------------------LFVLDPAGDI1YYRWLFVIAMPVLYNWCLL 160
KKKKKKEKKSKPDDKNENKKDPEKKKKKEKDKDKKKKEEKGKDKKEEEKKEVVVIDPSGNTYYNWLFCITLPV}~TMI181
---------------------------------------------------LPVLDPSGDYYYrr~LNTMVFPIMYNLIIV52

--82--- ---83--
RCNCa2b
RCNca2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2

PCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNca3
BCNCa1
RCNca4

VCRACFDELQSEHLTLWLVLDYSADALYVVDMLVRARTGFLEQGLMVRDTKRLWKlIYTKTLHFKLDILSLIPTDLAYLKL 246
VCRACFDELQSEHLTLWLVLDYSADALYVVDMLVRARTGFLEQGL}NRDTKRL~nrnYTKTLHFKLDILSLIPTDLAYLKL208
VCRACFDELQSEHLTLWLVLDYSADALYVVDMLVRARTGFLEQGLMVRDTKRLWKHYTKTLHFKLDILSLIPTDLAYLKL 187
VCRACFDELQSEHLMLWLVLDYSADILYGMDMLVRARTGFLEQGLMVMDASRLWKHYTQTLHFKLDVLSLVPTDLAYFKL 285
ICRACFDELQSEYLMLWLVLDYSADVLYVLDVLVRARTGFLEQGLMVSDTNRLWQHYKTTTQFKLDVLSLVPTDLAYLKV 266
ICRACFDELQIDHIKLWLFLDYCSDIIYVFDMFVRFRTGFLEQGLLVKDEKKLRDHYTQTVQFKLDVLSLLPTDLAYLKL 308
ICRACFDELQIDHIKLWLFLDYCSDIIYVFDMFVRFRTGFLEQGLLVKDEKKLRDHYTQTVQFKLDVLSLLPTDLAYLKL 264
ICRACFDELQIDJIIKLWLFLDYCSDIIYVFDMFVRFRTGFLEQGLLVKDEKKLRDHYTQTVQFKLDVLSLLPTDLAYLKL 246
VAHACFSDLQRNYFVVWLVLDYFSDTVYIADLIIRLRTGFLEQGLLVKDPKKLRDNYIHTLQFKLDVASIIPTDLIYFAV 240
IARACFDELQSDYLEYWLAFDYLSDVVYLLDMFVRTRTGYLEQGLLVKEERKLIDKYKSTFQFKLDVLSVIPTDLLYIKF 261
VCRACFPDLQHSYLVAWFVLDYTSDLLYLLDIGVRFRTGFLEQGILVVDKGMIASRYVRTWSFLLDLASLVPTDAAYVQL 132
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--S4--- ---S5---
RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
PCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCa1
RCNCa4

RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
pCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCa4

RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
lICNCa2
CCNCa2
PCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCa4

RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
PCCNCo:2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCa1
RCNCa4

RCNCo:2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCo:2
HCNCo:2
CCNCo:2
PCCNCo:2a
PCCNCo:2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCo:4

GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTNYPNVFRIGNLVLYTLIIIlIWNACIYFAISKFIGFGTDSWVYPNTSKPEYG 326
GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTNYPNVFRIGNLVLYTLIIIHWNACIYFAISKFIGFGTDSWVYPNTSKPEYG 288
GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTNYPNVFRIGNLVLYTLlllffi'mACIYFAISKFIGFGTDSWVYPNTSKPEYG 267
Gl~YPELRFNRLLKLARLFEFFDRTETRTNYPN1~FRIGNLVLYILIIIHWNACIYFAISKFIGFGTDSWVYPNVSNPEYG365
GTNYPEVRFNRLLKFSRLFEFFDRTETRTNYPNMFRIGNLVLYILIIIIIWNACIYFAISKFIGFGTDSWVYPNISIPEHG 346
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNYPNMFRIGNLVLYILIIIHWNACIYFAISKVIGFGTDSWVYPNVSIPEYG 388
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNYPNMFRIGNLVLYILIIIHWNACIYFAISKVIGFGTDSlfVYPNVSIPEYG 344
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNYPNMFRIGNLVLYILIIIHWNACIYFAISKVIGFGTDSWVYPNVSIPEYG 326
GIHSPEVRFNRLLHFARMFEFFDRTETRTSYPNIFRISNLVLYILVIIHvmACIYYVISKSIGFGVDTWVYPNITDPEYG 320
G\1NYPEIRLNRLLRISRMFEFFQRTETRTNYPNIFRISNLV}ITIIIIIHWNACVYFSISKAIGFGNDTWVYPDVNDPDFG 341
GPHIPTLRLNRFLRVPRLFEAFDRTETRTAYPNAFRIAKLMLYIFVVIHvmSCLYFALSRYLGFGRDAWVYPDPAQPGFE 212

- Porenregion - 86 ----
RLSRKYIYSLYVlSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQAKIDSIKQYMQF 406
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISN}mASRAEFQAKIDSIKQYMQF 368
RLSRKYIYSLTI1STLTUTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNI~ASRAEFQAKIDSIKQYMQF347
RLSRKYIYSLYV1STLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQAKIDSIKQYMQF 445
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVVDFLVGVLIFATIVGNVGSMISN}mASRAEFQAKIDSIKQYMQF 426
RLSRKYIYSLYVlSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISN}lliASRAEFQAKVDSIKQYMHF 468
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDF~VGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQAKVDSIKQ~IF424
RLSRKYIYSLY\1STLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMISNMNASRAEFQAKVDSIKQYMHF 406
YLAREYIYCLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVIFDFLIGVLIFATIVGNVGSMISNMNATRAEFQAKIDALKHYMQF 400
RLARKYVYSLYWSTLTLTTIGETPPPVRDSEYFFVVADFLIGVLIFATIVGNIGSMISNMNAARAEFQARIDAIKQYMHF 421
RLRRQYLYSFYFSTLILTTVGDTPLPDREEEYLFMVGDFLLAVMGFATIMGSMSSVIYNMNTADAAFYPDHALVKKYMKL 292

RKVTKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAIN\nILDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG 486
RKVTKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG 448
RKVTKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG 427
RKVTKDLETRVIRWFDYLWANKKTVDEKEVLKSLPDKLKAEIAIN\nILDTLRKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG 525
RKVTKDLETRVIRWFDYLWANKKTVDEKEVLKSLPDKLKAEIAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPTVFSPG 506
RKVTKDLEARVIKWFDYLwrNKKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLIELVLKLKPTVFSPG 548
RKVTKDLEARVIKWFDYLWTNKKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAIN\niLDTLKKVRIFQDCEAGLLIELVLKLKPTVFSPG 504
RKVTKDLEARVIKWFDYL)1TNKKTVDEKEVLKNLPDKLKAEIAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLIELVLKLKPTVFSPG 486
RKVSKDMEAKVIKWFDYL~ITNKKTVDEREVLKNLPAKLRAErAINVHLSTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPQVFSPG480
RNVSKDMEKRVIKWFDYLWTNKKTVDEREVLKYLPDKLRAEIAIN\nILDTLKKVRIFADCEAGLLVELVLKLQPQVYSPG 501
QIIVNKRLERRVIDWYQIILQINK1QITNEVAILQlILPERLRAEVAVSVHLSTLSRVQIFQNCEASLLEELVLKLQPQTYSPG 372

cNMP-Bindestelle ------------­
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGVTQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 566
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGVTQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 528
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGVTQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 507
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVAEDGITQFVVLGDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 605
DYICKKGDIGKEMYIINEGKLAVVADDGVTQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 586
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 628
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 584
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKSGNRRTANIRSIGYSDLFCLSKDDLME 566
DYICRKGDIGKE~IYIIKEGKLAVVADDGVTQYALLSAGSCFGEISILNIKGSKMGNRRTANIRSLGYSDLFCLSKDDLME560
DYICKKGDIGREMYIIKEGKLAVVADDGITQFVVLSDGSYFGEISILNIKGSKAGNRRTANIKSIGYSDLFCLSKDDL~E581
EYVCRKGDIGREr~IIREGQLAVVADDGVTQYAVLGAGLYFGEISIINIKGN}ISGNRRTANIKSLGYSDLFCLSKEDLRE452

TLTEYPDAKRALEEKGRQILMKDNLIDDDLVTARADARN-IEEKVEYLESSLDGLQTRFARLLAEYSASQMKLKQRLSQL 645
TLTEYPDAKRALEEKGRQILMKDNLIDDDLVTARADARN-IEEKVEYLESSLDGLQTRFARLLAEYSASQMKLKQRLSQL 607
TLTEYPDAKRALEEKGRQILMKDNLIDDDLVTARADARN-IEEKVEYLESSLDGLQTRFARLLAEYSASQMKLKQRLSQL 586
ALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEELAKAGADPKD-IEEKVEHLETSLDSLQTRFARLLAEYNATQMKVKQRLSQL 684
ALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEELARAGADPKD-LEEKVEQLGSSLDTLQTRFARLLAEYNATQMKMKQRLSQL 665
ALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEEAAKAGADPKD-LEEKIDRLETALDTLQTRFARLLAEYSSSQQKVKQRLARV 707
ALTEYPEAKKALEEKGRQILMKDNLIDEEAAKAGADPKD-LEEKIDRLETALDTLQTRFARLLAEYSSSQQKVKQRLARV 663
ALTEYPEAKKALEEKGRQI~lKDNLIDEEAAKAGADPKD-LEEKIDRLETALDTLQTRFARLLAEYSSSQQKVKQRLARV 645
AVTEYPDAKKVLEERGREILMKEGLLDENEVAASMEV-D-VQEKLEQLETNMDTLYTRFARLLAEYTGAQQKLKQRITVL 638
ALTEYPDAKGMLEEKGKQILMKDGLLDINIANAGSDPKD-LEEKVTRMESSVDLLQTRFARILAEYESMQQKLKQRLTKV 660
VLSEYPQAQAVMEEKGREILLKMNKLDVNAEAAEIALQEATESRLKGLDQQLDDLQTKFARLLAELESSALKIAYRIERL 532
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RCNCa2b
RCNCa2a
RCNGGUST
BCNCa2
HCNCa2
CCNCa2
PCCNCa2a
PCCNCa2b
RCNCa3
BCNCal
RCNCa4

ESQHTRRGHGFSPDRENSEDASKAD
ESQl1TRRGJlGFSPDRENSEDASKAD
ESQHTRRGllGFSPDRENSEDASKAD
ESQVKMGLPPDGDAPQTEASQP
ESQVKGGGDKPLADGEVPGDATKTEDKQQ
ETRVKKYGSGSLSVGEPEPEKPEEQKKD
ETRVKKYGSGSLSVGEPEPEKPEEQKKD
ETRVKKYGSGSLSVGEPEPEKPEEQKKD
ETKMKQNHEDDYLSDGINTPEPTAAE
EKFLKPLIDTEFSAIEGSGTESGPTDSTQD
Eh'QTREWPMPEDMGEADDEAEPGEGTSKDGEGKAGQAGPSGIE
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670
632
611
706
694
735
691
673
664
690
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