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Nukleotide innerhalb einer Nukleinsiduresequenz sind durch die Anfangsbuchstaben der Ba-

sen bezeichnet (A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin und T: Thymin).

Aminos#uren sind nach dem Einbuchstabenkode abgekiirzt:

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glutamin
Glycin
Histidin
isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin
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1 Einleitung

Ionenkanile kontrollieren den Ionenflufl iiber Membranen. Sie sind integrale Membran-
proteine und bilden hydrophile Poren in der Lipidmembran, die den passiven FluB von elek-
trisch geladenen Ionen ermdglichen. Diese Funktion ist entscheidend fiir die Entstehung und
Weiterleitung elektrischer Signale, z.B. in sensorischen Zellen, Nervenzellen und Muskelzel-
len. Ionenkaniile unterscheiden sich in ihrer Ionenselektivitit und im Aktivierungsmechanis-
mus.

Viele Ionenkanile werden durch Anderung der Membranspannung aktiviert (Ubersicht: Ter-
lau & Stithmer, 1998; Armstrong & Hille, 1998). Einige Ionenkanile werden durch mechani-
sche Kriifte beeinfluft (Ubersicht: Ghazi et al., 1998). Eine groRe Gruppe von Tonenkanilen
wird durch die Bindung von Liganden aktiviert. Einige Liganden binden extrazelluldr (,, Neu-
rotransmitter”; Ubersicht: Barnard et al., 1996), andere binden intrazellulér (z.B. zyklische

Nukleotide).

1.1 Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanéle

Zykiisch Nukleotid-gesteuerte lonenkanéle (,, CNG-Kanile”) gehtren funktionell zur Gruppe
der ligandengesteuerten Ionenkanile. Sie bilden eine Familie von Kationenkanilen und wer-
den durch die intrazelluldre, kooperative Bindung der zyklischen Nukleotide cGMP bzw.
cAMP geoffnet (Ubersicht: Zufall et al., 1994; Kaupp, 1995), Aufgrund gemeinsamer struktu-
reller Merkmale gehdren CNG-Kanéle zur gleichen genetischen Superfamilie wie die span-
nungsabhiéingigen Ionenkandle (Jan & Jan, 1990; Guy et al., 1991; Gouldi_ng et al., 1992; Bo-
nigk et al., 1993). Sie werden jedoch nicht durch Spannungsiinderung aktiviert und sind nur
schwach spannungsabhiingig (Kaupp, 1989; Yau & Baylor, 1989; Lynch & Lindemann,
1994). Viele CNG-Kanile sind molekularbiologisch und elektrophysiologisch charakterisiert
worden (Ubersicht: Kaupp, 1995; Finn, 1996; Zagotta & Sicgelbaum, 1996; Wei et al., 1998).
CNG-Kanile gehéren zur Gruppe der nicht-selektiven Kationenkanile, 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,
der 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).




CNG-Kanile wurden erstmals in sensorischen Zellen von Wirbeltieren identifiziert (Sch-
stibchen: Fesenko et al., 1985; Sehzapfen: Haynes & Yau, 1985; Riechzellen: Nakamura &
Gold, 1987). CNG-Kanile bestehen aus verschiedenen homologen Untereinheiten. Die
Stochiometrie der Untereinheiten ist unklar, CNG-Kanaluntereinheiten werden als CNCo und
CNCP bezeichnet. Der CNG-Kanal in Sehstiibchen wird durch eine CNCol-Untereinheit
(Kaupp et al., 1989) und eine CNCPB1a-Untereinheit (Chen et al., 1994; Korschen et al., 1995)
gebildet. In Sehzapfen ist eine weitere, als CNCo2 bezeichnete, o-Untereinheit (Bonigk et
al., 1993; Weyand et al., 1994) gefunden worden. Eine B-Untereinheit ist in Sehzapfen bis-
lang nicht nachgewiesen worden. Der CNG-Kanal in Riechzellen besteht aus den Unterein-
heiten CNCo3 (Dhallan et al.,, 1990; Ludwig et al., 1990), CNCo4 (Bradley et al., 1994, Li-
man & Buck, 1994) und CNCp1b (Sautter et al., 1998; Bonigk et al., 1999),

Abb.1.1: Modell der transmembranalen Topologie einer o-Untereinheit der zyklisch Nukleotid-
gesteuerten Ionenkaniile nach Henn et al, (1998). Dargestellt sind die transmembranalen Segmente S1-86, die
Porenregion (P) und die cNMP-Bindestelle (¢cNMP). Das N-terminale Ende des Proteins ist mit NH; bezeichnet,
das C-terminale Ende mit COOH. N- und C-Terminus befinden sich intrazellulir. Im N-Terminus einiger o~
Untereinheiten befindet sich eine Bindestelle fiir Calmodulin (Erlduterung im Text).

Die transmembranale Topologie einer o-Untereinheit ist in Abb. 1.1 dargestellt, CNG-Kanile
dhneln in ihrer Struktur den spannungsgesteuerten Kalium-Kanilen. Sie besitzen sechs trans-
membranale Segmente (S1-S6: Henn et al., 1995). Zwischen dem fiinften und sechsten Seg-
ment befindet sich ein Bereich, der homolog zur Porenregion spannungsabhiingiger Kanile
ist (Guy et al., 1991; Goulding et al., 1992; Heginbotham et al,, 1992; Bonigk et al.,
1993). Dieser Bereich ist auch in CNG-Kandlen an der Ausbildung der Pore beteiligt




(Goulding et al., 1993; Root & MacKinnon, 1993; Eismann et al., 1994; Rho & Park, 1998).
Im transmembranalen Segment S4 befindet sich ein Sequenzmotiv, das dem ,,Spannungsfiih-
ler*-Motiv der spannungsabhingigen lonenkanile dhnelt. Dieser Proteinbereich vermittelt
méglicherweise die schwache Spannungsabhingigkeit der CNG-Kaniile. N- und C-Terminus
der CNG-Kanile befinden sich intrazelluldr (Cook et al.,, 1989; Molday et al., 1991). Im

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

(CNCe3: Liu et al,, 1994; CNCo2: Bonigk et al., 1996) bzw. ein homologes Motiv. Im
C-Terminus befindet sich die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (,,cNMP-Bindestelle), Die
Bindestelle wurde durch Sequenzvergleich mit cAMP- bzw. cGMP-abhiingigen Proteinkina-
sen (Weber et al., 1987 und 1989) identifiziert (Kaupp et al., 1989; Kumar & Weber, 1992).
Durch die Bindung der zyklischen Nukleotide erfolgt vermutlich eine Konformationséinde-
rung der Bindestelle. Diese wird dann auf andere Proteinbereiche bertragen und fiihrt zur
Offnung der Kanile (Goulding et al., 1994; Gordon & Zagotta, 1995). Der genaue Mecha-
nismus der Aktivierung ist jedoch unklar (Brown et al., 1998). Wahrscheinlich spielt dabei
der Bereich zwischen dem sechsten transmembranalen Segment und der cNMP-Bindestelle

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

1.2 Funktion und physiologische Bedeutung von CNG-Kanélen

1.2.1 Signaltransduktion in Sehzellen von Wirbeltieren

Licht wird bei Wirbeltieren in den Sehstdbchen und Sehzapfen der Netzhaut absorbiert und
durch eine Enzymkaskade (,,Sehkaskade®) in ein elektrisches Signal umgewandelt (,,Photo-
transduktion®; Uberblick: Stryer, 1991; Yau, 1994; Miiller & Kaupp, 1998). Sehstibchen er-
moglichen das Sehen bei schwachem Licht, Sehzapfen erméglichen das Farbensehen bei Ta-
geslicht. Beide Zelltypen (Abb. 1.2.1A) sind morphologisch in ein #uBeres und ein inneres
Segment unterteilt. Das Auflensegment enthélt alle molekularen Komponenten, die an der
Phototransduktion beteiligt sind, Das Auflensegment der Sehstibchen 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 stapelférmige Struktur. Das Sehpigment der Sehzapfen

befindet sich in der Plasmamembran.




Stéhchen

Disk

Zytoplasma

Plasmamembran

Zilium

Mitochondrign

Kern

Na'fCa™-K' |
Austauscher &

Abb. 1.2,1: Schematische Darstellung der Phototransduktion in Schstiibchen und Sehzapfen, A: Seh-
stiibchen- und Sehzapfenzelle (Die morphologische Grenze zwischen Auflen- und Innensegment ist durch einen
Pfeil rechts neben der Zapfenzelle gekennzeichnet/ Erlauterung im Text). B: Schematische Darstellung der Pho-
totransduktion in  Sehstdbchen (Brliuterung im Text); Verwendete Abkiirzungen; CaM. Calmodulin,
PDE: ¢cGMP-Phosphodiesterase, Rec: Recoverin, GC: Guanylylzyklase, Rh: Rhodopsin, RRK: Rhodopsinkinase,
T: Transducin,

Die molekularen Vorgénge der Phototransduktion sollen hier am Beispiel der Sehstabchen
beschrieben werden (Abb. 1.2.1B). Im Dunkelzustand werden die CNG-Kanile der Sehzelle
durch eine erhshte cGMP-Gleichgewichtskonzentration offen gehalten. Sie leiten Na*- und-
Ca*-Ionen in die Zelle, die dadurch depolarisiert wird. Durch die Aktivitat des Na*/Ca®"-K"
Austauschers stellt sich eine Ca*'-Gleichgewichtskonzentration von ca. 220-550 nM ein
(Ratto et al., 1988; Gray-Keller & Detwiler, 1994),

Bei Belichtung induziert die Absorption eines Lichtquants eing Konformationsinderung in
einem Rhodopsinmolekiil. Durch das angeregte Rhodopsin wird das G-Protein Transducin
aktiviert. Dieses aktiviert seinerseits die ¢cGMP-Phosphodiesterase. Die aktive Phosphodie-
sterase hydrolysiert cGMP. Wenn die ¢GMP-Konzentration abnimmt, schlieBen die CNG-
Kanile (1.1) in der Plasmamembran. Durch das Schlieflen der CNG-Kanile im Aubenseg-
ment und die permanente Aktivitit eines, hier nicht ndher beschriebenen, Kaliumkanals im
Innensegment wird die Gesamtzelle hyperpolarisiert. Als Folge wird die Freisetzung des

Transmitters Glutamat an der Synapse vermindert und die Aktivitit nachgeschalteter




Neuronen verandert. Gleichzeitig sinkt die Ca®*-Gleichgewichtskonzentration der Sehzelle
aufgrund der Aktivitit des Na*/Ca>*-K* Austauschers.

Die Erholungsphase nach der Belichtung und die Adaptation der Phototransduktionskaskade
an unterschiedliche Lichtintensititen (Ubersicht: Kaupp & Koch, 1992; Koch, 1995; Koutalos
& Yau, 1996; Polans et al., 1996; Detwiler & Gray-Keller, 1996; Palczewski & Saari, 1997;
Miiller & Kaupp, 1998) sollen hier nur kurz umrissen werden. Dabei wirken
Ca®*-Bindungsproteine als Ca®*-Sensoren und steuern die Aktvitit von Zielproteinen
(Abb.1,2.1B). Wenn die Ca*"-Konzentration nach Belichtung einen Wert von < 100 1M er-
reicht, beschleunigt die Guanylylzyklase der Sehzellen die Synthese von ¢cGMP. Dies wird
durch ein Ca**-Bindungsprotein namens GCAP (,,guanylyl-cyclase-activating-protein) ver-
mittelt, Bei niedriger Ca**-Konzentration verliert GCAP gebundenes Ca?*, wird dadurch akti-
viert, und stimuliert die Guanylylzyklase. Durch die steigende ¢cGMP-Konzentration werden
die CNG-Kanile wieder getffnet, Die Ca®*-Konzentration erreicht wieder ihren Ruhewert, so
daB GCAP wieder inaktiviert wird. Die Adaptation an unterschiedliche Lichtintensititen wird
durch zwei Ca2+-Bindungsp1'oteine, Recoverin und Calmodulin, vermittelt. Im Dunkeln, wenn
die Ca*-Konzentration hoch ist, inhibiert Recoverin die Phosphorylierung des Rhodopsins
durch die Rhodopsinkinase. Dadurch wird die Lebensdauer des aktivierten Rhodopsins ver-
léngert. Bei niedrigen Ca**-Konzentrationen, wie sie bei Belichtung der Sehzelle auftreten,
verliuft die Rhodopsin-Phosphorylierung durch die Rhodopsinkinase schneller, da sie nicht
durch Recoverin inhibiert wird. Die Lichtantwort fillt kleiner und kiirzer aus. Auch der CNG-
Kanal wird durch Ca?* moduliert. Calmodulin erniedrigt in der Ca**-gebundenen Form die
Ligandenempfindlichkeit des CNG-Kanals um den Faktor 1,5-2, Ungeklirt ist bislang, ob

diesem schwachen Effekt eine physiologische Rolle in vivo zukommt.

1.2.2 Signaltransduktion in Riechzellen von Wirbeltieren

Die Geruchsdetektion wird bei Wirbeltieren durch Riechzellen (,,0lfaktorisch-sensorische
Neuronen/OSNs“) vermittelt. Der Duftstoffreiz wird durch eine Signaltransduktionskaskade
{,,Riechkaskade”) in ein elektrisches Signal umgewandelt (,,Olfaktion”). Die Riechzellen
(Abb.1.2.2A) besitzen Zilien, die von einem Riechkndpfchen ausgehen. Die Zilien sind in
einer Schleimschicht (Mucus) eingebettet. Duftstoffe durchdringen den Mucus und binden an

Duftstoffrezeptoren, die sich in der Zellmembran der Zilien befinden (Ubersicht: Buck &
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Abb. 1.2.2: Schematische Darstellung der Signalirvansduktion in Riechzellen. A: Riechzelle (Erlduterung im
Text). B: Signaltransduktion in Riechzellen (Erlduterung im Text); Verwendete Abkiirzungen: AC: Adenylylzy-
klase III, CaM: Calmodulin, G: G-Protein (Gyr), R: Duftstoffrezeptor.

Axel, 1991; Breer et al., 1996; Freitag et al., 1998). Durch die Bindung des Duftstoffes wird
eine Signaltransduktionskaskade (Ubersicht; Breer et al., 1994; Zufall et al., 1994; Schild &
Restrepo, 1998) ausgeldst (Abb.1.2.2B). Die meisten Duftstoffe induzieren einen Anstieg der
intrazelluliren cAMP-Konzentration (Lowe et al., 1989; Bakalyar & Reed, 1990). Der akti-
vierte Duftstoffrezeptor aktiviert ein stimulatorisches G-Protein (,,Go: Jones & Reed, 1989).
Das aktivierte G-Protein stimuliert seinerseits die membranstindige Adenylylzyklase
(Typ I11: Pace et al., 1985; Pfeuffer et al., 1989; Bakalyar & Reed, 1990). Durch die Tatigkeit
der Adenylylzyklase steigt die intrazellulare cAMP-Konzentration. Die olfaktorischen CNG-
Kanile (1.1) werden durch die steigende cAMP-Konzeniration aktiviert (Nakamura &
Gold, 1987). Monovalente Kationen und Ca®" stromen vom Mucus in das Lumen der Zilien
ein (Firestein & Werblin, 1987; Frings et al., 1995), und die zilidre Ca?*-Konzentration nimmt
zu (Leinders-Zufall et al., 1997). Die Zelle wird durch den Kationeneinstrom depolarisiert.
Die Depolarisation der Riechzelle wird durch Ca**-gesteuerte Cl-Kanile verstirkt, die sich
sffnen, wenn die intrazellulire Ca”*-Konzentration den mikromolaren Bereich erreicht (Klee-
ne & Gesteland, 1991; Kleene, 1993 und 1997; Hallani et al., 1998).

Durch die Aktivierang der CNG-Kanale und der Ca**-gesteuerten Cl'-Kandle wird das Duft-
stoffsignal nicht-linear amplifiziert (Lowe & Gold, 1993b). Der Strom durch die CI-Kanile

6




kann bis zu 80 % des Gesamtstroms betragen (Kleene, 1993; Kurahashi & Yau, 1993; Lowe
& Gold, 1993b). Die Depolarisation der Riechzelle fithrt schlieBlich zur Auslésung eines
Aktionspotentials.

Wie bei der Phototransduktion nehmen Ca?+-Ionen auch bei der chemoelektrischen Trans-
duktion eine zentrale, regulatorische Rolle ein, indem sie mit verschiedenen Komponenten
der Riechkaskade wechselwitken (Ubersicht: Zufall et al, 1994). Die steigende Ca”-
Konzentration aktiviert eine Ca**/Calmodulin-abhiingige Phosphodiesterase (PDE1C2: Botisy
et al., 1992). Dadurch wird die cAMP-Konzentration wieder gesenkt. CaZ*/Calmodulin regu-
liert aber auch die Aktivitit der Adenylylzyklase (Anholt & Rivers, 1990) und des CNG-
Kanals. Durch Ca?+/Calmodulin wird die Ligandenempfindlichkeit des olfaktorischen CNG-
Kanals fiir cAMP um das 20fache gesenkt (Chen & Yau, 1994; Liu et al., 1994). So triigt die
Ca?+/Calmodulin-Modulation des CNG-Kanals zur Abschaltung des Duftstoffsignals und zur
Adaptation bei (Chen & Yau, 1994; Kurahashi & Menini, 1997), Die durch das Duftstoff-
signal erhohte Ca?-Konzentration wird vermutlich durch einen Na*/ Ca?*-Austauscher ge-
senkt (Reisert & Matthews, 1998).

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

erhohen stattdessen die intrazelluldre IP;-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 al., 1998). Es existieren jedoch Untersuchungen, die die Existenz eines
Duftstoff-induzierten IPs-Signalweges nicht unterstiitzen (Firestein et al., 1991; Lowe &
Gold, 1993a; Kleene et al., 1994; Nakamura et al., 1996). Diese Untersuchungen wurden
durch Ergebnisse an ,,Knock-out” Méusen gefestigt, denen die CNCo3-Untereinheit des ol-
faktorischen Kanals fehlt. Diese Miuse sind nicht mehr in der Lage, Duftstoffe wahrzuneh-
men (Brunet et al., 1996), Dies gilt auch fiir Duftstoffe, die den IP;-Weg stimulieren sollen.
Transgene Miuse, die das G-Protein Gy nicht mehr exprimieren kénnen, sind ebenfalls nicht
in der Lage, Duftstoffe wahrzunehmen (Belluscio et al., 1998). Insgesamt ist die Rolle eines

Duftstoff-induzierten IP,-Signalweges kritisch zu bewerten, Moglicherweise existiert ein sol-

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

Besonderes Interesse fand die Entdeckung, daf} in einer Subpopulation der Riechzellen eine
membrangebundene Rezeptor-Guanylylzyklase (GC-D: Fiille et al., 1995) und eine cGMP-
abhingige Phosphodiesterase (PDE2: Juilfs et al., 1997) exprimiert werden. In Riechzellen
waren bis zu diesem Zeitpunkt eine PDE1C2 (Borisy et al., 1992; Yan et al., 1995) und cine
PDEA4A (Cherry & Davis, 1995) nachgewiesen worden. Die PDE1C2 ist Ca?*/Calmodulin-

abhingig und fiir den Abbau des Duftstoff-induzierten cAMPs verantwortlich. Die PDE4A ist
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cAMP-spezifisch und wird in den Axonen der Riechzellen exprimiert. Die Funktion dieser
Phosphodiesterase ist unklar. In der Subpopulation der Riechzellen, die die GC-D und die
PDE2 enthilt, lieflen sich weder die Adenylylzyklase (Typ III) noch die PDEIC2 bzw.
PDEA4A nachweisen (Juilfs et al,, 1997). Diese Subpopulation konnte einen eigenstéindigen
Signaltransduktionsweg aufweisen. Die GC-D ist homolog zu den Guanylylzyklase-
Rezeptoren fiir natriuretische Peptidhormone bzw. fiir hitzestabile Enterotoxine (Juilfs et al.,
1997). Die GC-D konnte als Rezeptor fiir einen (bislang unbekannten, moéglicherweise
peptidartigen) Duftstoff fungieren und ¢cGMP synthetisieren. Das ¢GMP kénnte in diesen
Zellen die Rolle des cAMPs als sekundirer Botenstoff ersetzen. Die cGMP-abhiingige PDE2
konnte an der Abschaltung des ¢cGMP-Signals beteiligt sein. Sollte cGMP die Funktion des
sekundiren Botenstoffs in diesen Zellen einnehmen, kénnte prinzipiell der bekannte
olfaktorische CNG-Kanal Endglied der Signaltransduktionskette sein, da der olfaktorische
CNG-Kanal fiir cAMP und ¢cGMP eine #hnliche Empfindlichkeit aufweist, Wenn in diesen
Zellen jedoch zwischen cGMP- und cAMP-Signalen unterschieden werden muf}, wiirden die-
se Zellen einen CNG-Kanal bendtigen, der eine hdhere Empfindlichkeit fiir ¢cGMP als fiir
cAMP aufweist. Solche Eigenschaften besitzen die bekannten CNG-Kanile aus den Seh-
zellen. Beispielsweise ist der Zapfen-CNG-Kanal fiir cGMP ca. 200 mal empfindlicher als fiir
cAMP (Weyand et al., 1994),

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Die Funktion, die elektrophysiologischen Eigenschaften und die Lokalisierung des olfaktori-
schen CNG-Kanals (1.1./1.2.,2) der Ratte (Rattus norvegicus) sind intensiv untersucht worden.
Der olfaktorische CNG-Kanal wird durch die Untereinheiten rCNCo3, rCNCo4 und
tCNCB1b gebildet (Bonigk et al, 1999). Aufgrund der Existenz einer Riechzell-
Subpopulation, die méglicherweise ¢cGMP als sckunddren Botenstoff verwendet, ist nicht
auszuschlieBen, daB in dieser Population andere CNG-Kanaluntereinheiten exprimiert werden
und spezifische Funktionen libernehmen. In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden,
ob zusitzliche CNCo-Untereinheiten, wie sie beispielsweise in Sehzellen vorkommen, im
Riechepithel der Ratte exprimiert werden. Dies sollte mit Hilfe molekularbiologischer und
immunzytochemischer Methoden untersucht werden. Mit elektrophysiologischen Methoden
sollte dann geklirt werden, welche physiologische Rolle cGMP-sensitive CNG-Kaniéile im

Riechepithel der Ratte spielen kénnen.




2 Material und Methoden

Die in dieser Arbeit beschriebenen molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht

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

2.1 Material

Die in dieser Arbeit benutzten Chemikalien wurden in p.A.-Qualitéit von den Firmen Appli-
Chem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biorad (Miinchen), Biozym (Oldendorf), Difco
(Detroit/ USA), Invitrogen (Groningen/ Niederlande), Merck (Darmstadt), MWG (Ebersberg),
NEB (Schwalbach), Pharmacia (Uppsala/ Schweden), Qiagen (Hilden), Riedel-de Haén
(Seelze), Sigma (Deisenhofen), und Serva (Heidelberg) bezogen. Radiochemikalien wurden
von Amersham (Little Chalfont/ England) gelicfert, Alle Lsungen wurden ausschlieBlich mit
zweifach destilliertem Wasser hergestellt, Photometrische Messungen wurden mit einem
UV/ VIS-Spekitralphotometer (,,U-1100%, Hitachi) durchgefiihri. Die Hersteller aller anderen
verwendeten Gerite, Materialien sowie der verwendeten Enzyme und Proteine sind bei den

jeweiligen Methoden angegeben.

2.2 E.coli-Zellkultur

2.2.1 Verwendeter Bakterienstamnm und Plasmidvekforen

E.coli K12 XL1-Blue (Bullock et al., 1987; Stratagene): recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17,
supEA4, relAl, lac, [FproAB, lacl’ZAMI5, Tnl0 (tef)]; wurde zur

Amplifizierung von Plasmid-DNA und zur Infektion mit AZAPII-

Phagen verwendet.

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

nierung von rekombinanter DNA verwendet.

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

MBP-Fusionsproteinen eingesetzt.




pcDNATAmp (Invitrogen): Dieses Plasmid wurde in E.coli vermehrt und fiir die heterologe

Expression von Proteinen in HEK 293-Zellen (2.19.2) verwendet.

2.2.2 Zusammensetzung und Herstellung der Kulturmedien fiir E. coli

LB (Luria Bertani)- | LB-Agar-Platten: NZY-Medium: NZY-Top-Agar: NZY-Agarplatten:
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 % NaCl
0,2 % MgS0,x7H,0
L

Die Fliissigmedien wurden autoklaviert (20 min, 121°C) und bet 4°C gelagert. Die Losungen
fiir die Agarplatten wurden autoklaviert und auf Petrischalen verteilt. Bei Bedarf wurde Am-
picillin (Endkonzentration: 100 g/ ml) oder Tetracyclin (Endkonzentration: 10 pg/ ml) kurz
vor dem Gieflen der Platten in den auf 60°C temperierten Agar gegeben. Die Platten wurden
zuniichst 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 Plasmidpriparation

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 der 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 der CaCl,-Methode nach Mandel &
Higa (1970) hergestellt. Eine frisch inokulierte E.coli-Kultur wurde bis zu einer ODggo von
ca. 0,4 angeziichtet, auf Eis abgekiihlt und nach Zentrifugation (5 min, 3.000 g, 4°C) in einem
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172 Kulturvolumen eiskalter 100 mM CaCl,-Losung aufgenommen, Nach 20 min Inkubation
auf Eis wurden die Zellen erneut sedimentiert, in 1/10 Kulturvolumen eiskalter 100 mM

CaCly/ 25 % Glycerin-Losung resuspendiett und fiir ca. 4 h auf Eis inkubiert. Die Zellen
wurden bei ~80°C gelagert.

2.2.3.3 Herstellung von ,,Mg*"-Zellen* zur Infektion mit A-ZAPII-Phagen-DNA

E.coli-Zellen wurden bis zu einer ODgyo von ca, 1,0 in LB-Medium mit 10 mM MgSOa,
0,2 % Maltose angeziichtet, zentrifugiert (5 min, 3.000 g, RT) und in 10 mM MgSQO, resus-

pendiert, so daf} die Losung eine ODggp von 10 anfwies. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

2.2.3.4 Anzucht von E.coli zur Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und MBP-
Fusionsproteinen

Es wurden 4 x 250 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 pug/ mil) und 0,2 % Glukose mit je
2,5 ml einer UNK versetzt, die ein pMALc2-Plasmid (2.2.1) enthielt. Die Inkubation erfolgte
bei 37°C bis zu einer ODgy von ca. 0,5. Die Expression wurde durch Induktion mit IPTG
(Endkonzentration: 0,5 mM) gestartet. Die Zellen wurden fiir ca. 3-6 h inkubiert und in
125 ml Portionen zentrifugiert (10 min, 5.000 g, RT). Die Lagerung der Zellen erfolgte bei

—20°C. Die Reinigung der exprimierten Proteine wird unter 2.12.2 beschrieben.

2.3 Plasmid-DNA -Préparationen

DNA wurde grundsiitzlich in TE bzw, TE/ RNase aufgenommen:
TE: 1 mM EDTA, 10 mM Tris/ HCI pH 7,5-8,0
TE/RNase: TE mit 5 pl/ ml RNasemix {(Ambion, Austin/ USA).

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

Die Bakterienzellen (1,5 ml einer UNK) wurden durch Zenfrifugation pelietiert (1 min,
17.000 g, 4°C) und in 50 ul Losung I resuspendiert. Die Zellen wurden durch Zugabe von
60 ul Losung II lysiert. Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden mit 75 pl Losung 11T
gefillt und durch Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4°C) abgetrennt. Der Uberstand wurde
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gegebenenfalls mit Phenol/ Chloroform extrahiert (2.5.1). Die Nukleinsfuren wurden durch
Zugabe von 550 pl Ethanol und Zentrifugation (10 min, 17.000 g, 4°C) prizipitiert. Nach
Zugabe von 500 ul 70 % Ethanol wurde erneut zentrifugiert (2 min, 17.000 g, 4°C) und das
getrocknete Pellet in 20 ul TE aufgenommen.

Losung I 50 mM Glukose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris/ HCL pH 8,0
Losung II: 0,2 M NaOH, 1 % SDS
Losung TIT: 3 M KAc pH 4,8

2,3.2 Alkalische LiCl-Minipriiparation

Die Bakterienzellen (3 ml einer UNK) wurden pelletiert (1 min, 17.000 g, 4°C) und in 150 pl
Losung I resuspendiert. Durch Zugabe von 180 ul Losung IT wurden die Zellen lysiert. Pro-
teine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 225 i Losung III prizipitiert,
Nach Zentrifugation (5 min, 17.000 g, 4°C) wurde die DNA mit 1,5 ml Ethanol aus dem
Uberstand prijzipitiert (3 min, 17,000 g, 4°C). Das Pellet wurde in 60 pl 30 mM Tris/ HC1
pH 8,0 resuspendiert. Durch Zugabe von 100 1l 4 M LiCl und anschlieende Zentrifugation
(5 min, 17.000 g, 4°C) wurde die RNA abgetrennt. Der Uberstand wurde mit 500 il eiskaltem
Ethanol prézipitiert und zentrifugiert (5 min, 17.000 g, 4°C). Nach Waschen mit 70 % Ethanol
wurde das Pellet in 20 pl TE/ RNase aufgenommen und 20 min bei 37°C inkubiert.

2.3.3 Alkalische LiCl-Priparation im groBlen MaBstab

Die DNA wurde aus 250 ml Bakterienkultur pripariert. Die Bakterienzellen wurden pelletiert
(10 min, 5.000 g, 4°C), in 20 ml Losung I resuspendiert und mit 24 ml Losung IT lysiert.
Proteine, chromosomale DNA und SDS wurden durch Zugabe von 30 ml Losung IIT gefillt
und pelletiert (10 min, 5.000 g, 4°C). Der Uberstand wurde mit dem gleichen Volumen an
Isopropanol versetzt und zentrifugiert (10 min, 5.000 g, 4°C). Anschlieflend wurden die
Nukleinséuren in 1,45 ml Wasser resuspendiert. Durch Zugabe von 2,5 ml 4 M LiCl und
50 pl Tris/ HCI pH 7,5 wurde die RNA gefiilt und durch Zentrifugation abgetrennt (10 min,
5.000 g, 4°C). Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 10 ml Ethanol aus dem Uberstand
gefillt. Nach Zentrifugation (15 min, 5.000 g, 4°C) wurde das Pellet in 500 ul TE/ RNase
resuspendiert und fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Dic DNA wurde anschliefend durch
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Phenol/ Chloroformextraktion (2.5.1) und Ethanolprézipitation (2.5.2) gereinigt. Das Pellet

wurde getrocknet und in 300 pl TE aufgenommen.

" 2.4 Arbeiten mit A-ZAPII-Phagen-cDNA-Bibliotheken
2.4.1 Titerbestimmung einer A-ZAPII-Phagen-cDNA -Bibliothek

Es wurden verschiedene Verdiinnungen einer Phagensuspension in SM‘”-Puffér hergestellt.
Jeweils 1 pl wurde mit 50 i ~Mg?*-Zellen® (2.2.3.3) fiir 15 min bei 37°C inkubiert. Die
Bakterien-Phagen-Suspensionen wurden mit je 3,5 ml NZY-Topagar (auf 48°C vorgewérmt)
gemischt und auf NZY-Agarplatten (¢ 8,6 cm) ausgebracht. Die Platten wurden bei 30°C bis
zur Lyse der Bakterien inkubiert (9-14 h). Anhand der gebildeten Plagues wurde der Titer der

eingesetzten Phagensuspension bestimmit.

SM*-Puffer: 10 mM NaCl, 10 mM MgSQy, 0,01 % Gelatine in 50 mM Tris/ HCI pH 7,5
2.4.2 Ausplattieren von A-ZAPII-Phagen

Die A-ZAPII-Phagen-cDNA-Bibliothek wurde in einer geeigneten Verdiinnung (in SM'-
Puffer) auf NZY-Agarplatten ausplattiert. In der nachfolgenden Tabelle ist die Zahl der
plaquebildenden Einheiten, das verwendete Volumen an ,,Mg>*-Zellen_ sowic die GroBe der
verwendeten NZY-Agarplatten fiir die erste Hybridisierungsfunde (-, Grobscreen™) und die

nachfolgende Vereinzelungsrunde (,,Feinscreen®) aufgefiihrt:

Hybridisterungsschritt | Mg**-Zellen | NZY-Topagar | plaquebildende Einheiten | NZY-Plattengrofie

Grobscreen 300 1l 10 mi 30.000 - 50.000 2 14,5 cm

Feinscreen 50 w 3,5 ml 30-200 8,6 cm

Die weiteren Arbeitsschritte zur Identifizierung spezifischer Klone (,,Plaquelifting, Tmmobi-
lisierung auf Nylonmembranen, 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 der 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 pul 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 Nukleinsiuren
2.5.1 Phenol/ Chloroformextraktion

Veruntreinigungen von DNA-Losungen mit Proteinen und Lipiden wurden durch
Phenol/ Chloroformextraktion entfernt. Das Phenol wurde zuvor mit TE pH 8,0 (2.3)
gesdttigt. DNA-Losungen wurden mit dem gleichen Volumen einer 1:1-Mischung aus Phenol
und Chloroform gemischt und zur Trennung zentrifugiert (3 min, 15.000 g, RT). Die wiflrige
Phase wurde mit dem gleichen Volumen Chloroform extrahiert, um Phenolreste zu entfernen.

Die DNA wurde anschlielend mit Ethanol prizipitiert (2.5.2),
2.5.2 Ethanolpriizipitation

Um DNA-Losungen 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 Prézipitat wurde mit 70 % Etha-

nol gewaschen und nach dem Trocknen in TE aufgenommen.

2.5.3 Quantifizierung von Nukleinséiuren

2.5.3.1 Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von Agarose-Gelen

Die Menge an DNA, dic auf ein Ethidiumbromid-Agarose-Gel (2.5.4) aufgetragen wurde,
wurde durch Vergleich mit einem GroBen- und Mengenstandard (2.5.5) anhand der Intensitét

der Banden abgeschiitzt.
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2,5.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsédurelosungen

Zur photometrischen Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurden diese in TE
verdiinnt und die ODggp bestimmt. Ein Wert von 1,0 entspricht 50 g DNA/ ml bzw. 33 g
Oligonukleotide/ ml oder 40 [ig RNA/ ml.

2.5.4 Trennung von DNA durch Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Agarose-Gelelektrophorese kénnen Nukleinsfuren fiirr analytische und préparative
Zwecke der GrofRe 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 vollstiindig
geldst war. Nach Abkithlung auf 60°C wurde die Gellsung mit Ethidiumbromid (Endkon-
zentration 1 [g/ 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 (A= 302 nm)

sichtbar gemacht werden.

50x TAE pH 7.5: 2 M Tris, 50 mM EDTA
10 x TAE-Probenpuffer: 0,25 % Xylencyanol, 50 % Glycerin, 10 x TAE

2.5.5 DNA-Gréfien- und Mengenstandard

A-DNA mit EcoRI/ Hind ITI geschnitten (MBI Fermentas, Vilnius/ Litauen). FragmentgroBen:
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/ ul.

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 II‘-Material. Die ,,Qiaex II“-Methode wurde in
Anlehnung an das Protokoll des Herstellers (Qiagen, Hilden) mit den mitgelieferten Puffern
durchgefiihrt. Das ausgeschnittene Gelstiick wurde zerkleinert und mit 300 pl QX1-Puffer pro

100 mg Gelmaterial versetzt und gemischt, bis die Gelstiicke vollstindig gelost
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waren. Nach Zugabe von 10 ul ,,QIAEX II"-Suspension wurde die Lésung fiir 10 min bei
50°C inkubiert. Durch Zentrifugation (30 sek, 12.000 g, RT) wurde das ,,QIAEX II“-Material
mit der daran gebundenen DNA pelletiert und je zweimal mit 500 pl QX2-Puffer und 500 pl
QX3-Puffer gewaschen. Nach 5-10 min Trocknung bei 37°C wurde die DNA mit 20 ul
0,5 x TE in 10 min bei 37°C eluiert.

2.6 Manipulation von Nukleinsduren
2.60.1 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 der fiir das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. Restriktionen mit mehreren
Enzymen wurden, soweit moglich, in einem Ansatz durchgefithrt, Gegebenenfalls wurde der
Reaktionsansatz nach der ersten Restriktion mit Hilfe einer Ethanolprizipitation (2.5.2) um-
gepuffert. Pro ptg DNA wurden 2 U Enzym eingesetzt, Dabei wurden maximal 10 Volumen-
prozent Enzymldsung eingesetzt. Analytische Ansédtze mit DNA aus Minipriparationen (2.3)
hatten ein Volumen von 15 il und enthielten 0,1 ul RNasemix (Ambion, Austin/ USA). Das

Volumen priiparativer Ansétze betrug 30-40 pl.
2.6.2 Modifizierung von DNA-Fragmenten
2.6.2.1 Glitten tiberhiingender Einzelstrang-Enden

Uberhiingende 5°-Enden wurden mit dem Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase I
(Boehringer, Mannheim) durch die 5°—3"-Polymeraseaktivitit aufgefiillt. Durch die 3"—5"-
Exonukleaseaktivitit des Enzyms wurden liberhiingende 3°-Enden abgeschnitten. Pro g
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

danach 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 endstindigen 5°-Phosphatgruppen auf und miissen vor
der Ligation (2.6.3.1) phosphoryliert werden. Die Fragmente wurden mit 5-10 U
‘T4-Polynukleotidkinase (NEB, Schwalbach) fiir 30 min bei 37°C in Kinasepuffer des Enzym-
herstellers 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 alkalischer Phosphatase (Boehrin-
ger, Mannheim) dephosphoryliert, um eine Religation zu vermeiden. Dazu wurden 0,5-1 ug
geschnittene Vektor-DNA, 5 ul 10 X Phosphatasepuffer des Herstellers und 0,04 U alkalische
Phosphatase in einem Endvolumen von 50 pl fiir 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion
wurde dutch Zugabe von 10 pl 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 Uberschuff an Fragment in 1 x Ligasepuffer gemischt. Wenn die Frag-
mente komplementiire iiberhiingende 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 Fillen betrug das Volumen der Ligationsansitze 15 pl. Dabei wurde der

10 x Ligasepuffer von Bochringer (Mannheim) verwendet.
2.6.3.2 Transformation von Ligationsprodukten

7,5 pl des Ligationsansatzes wurden mit 10 pl 10 x CM-Puffer gemischt und mit Wasser
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auf 100 pl anfgefiillt. Der Ansatz wurde auf Eis gekiihlt und mit 100 ul kompetenten Zellen
(2.2.3.2) gemischt. Die Suspension wurde fiir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzepuls
(1 min, 42°C) und einer Abkiihlungsphase (20 min auf Eis) wurden 300 pl I.B-Medium
(2.2.2) zugegeben und der Ansatz fiir 45 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach dieser
Regenerationsphase, die der Ausprigung der Antibiotika-Resistenz dient, wurden die Zellen

auf LB-Agar mit geeignetem Antibiotikum (2.2.2) ausplattiert und ii.N. bei 37°C inkubiert.

10x CM: 100 mM CaCly, 400 mM MgCl,

2.7 Nachweis spezifischer Nukleinsiuren
2.7.1 Nachweis von DNA
2.7.1.1 Transfer und Immobilisierung von DNA auf Nylonmembranen (,,Southernblot‘)

DNA, die auf die Nylonmembran iibertragen werden sollte, wurde in einem Agarose-Gel
aufgetrennt (2.5.4). Das Gel wurde 15 min in Denaturierungslésung und 15 min in Neutrali-
sierungslésung 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 Nukleinsiu-
ren wurden auf den Nylonmembranen in einem ,,Stratalinker* (Stratagene, Heidelberg) durch

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

Denaturierungslésung: Neutralisierungslésung: 20x SSC:
0,5 M NaOH 0,5 M Tris/ HCI pH 7,5 0,3 M NaCitrat pH 7,0
1,5 M NaCl 1,5 M NaCl 3 M NaCl

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

Die A-Phagen-DNA wurde durch ,,Plaquelifting* nach Benton und Davis (1977) von Agar-
platten auf Nylonmembranen (,,Qiabrane” von Qiagen, Hilden) iiberfithrt. Die Orientierung
der 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).

18




2.7.1.3 Transfer von E.coli-DNA auf Membranen

Von den Kulturplatten wurden Filterabziige 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

Nuklieinséiuren wurden durch spezifische DNA-Sonden nachgewiesen, die mit der ,,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 durchgefiihit. Als Radionuklid dien-
te [ o->2P]-dCTP (spezifische Aktivitit > 6.000 Ci/ mM). Nicht eingebaute Nukleotide wur-
den durch Gelfiltration mit Sephadex G75 (Pharmacia, Uppsala/ Schweden) abgetrennt, Die
Markierungseffizienz wurde in einem Szintillationszghler (,, Tricarb 2000 CA", Packart) be-

stimmt.

2.7.1.5 Hybridisierung von immobilisierter DNA mit DNA-Sonden und Autoradiogra-
phie

Die Bedingungen fiir die Hybridisierung von ,,Southernblots” (2.7.1.1), immobilisierter
A-ZAPII-Phagen-DNA (2.7.1.2) oder immobilisietter E.coli-DNA (2.7.1.3) mit radioaktiv
markierten DNA-Sonden (2.7.1.4) sind hier zusammengefa3t. Es wurde mit hoher Stringenz

hybridisiert (65°C).

Prihvybridisierung;
In 5 x SET, 5 x Denhardt’s Reagens, 0,1 % SDS, 0,1 mg/ m]l Heringssperma-DNA fiir 1-4 h

Hybridisierung:

In Prihybridisierungslosung mit 2p.markierter DNA-Sonde (1 x 10° cpm/ ml) fiir 2-14 h

Waschen (2 x):
1 x SET, 0,1 % SDS fiir 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, Ficoll 400, und Polyvinylpyrroli-

don

19




1 x SET kann dabei durch 1 x SSC (2.7.1.1) ersetzt werden. Spezifische Hybride, die aus Nu-
kleinsduren und radioaktiv markierten DNA-Sonden bestanden, wurden durch Autoradiogra-
phie mit einem ,,XARS5“-Rontgenfilm (Kodak) unter Verwendung von Verstirkungsfolien

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 pul DEPC-Wasser aufgenommen. Davon wurden 0,4 pl zur Kon-
zentrationsbestimmung photometrisch vermessen (2.5.3.2), Die restliche Probe wurde jeweils
mit 12,9 pl RNA-Denaturierungspuffer versetzt und 15 min bei 65°C inkubiert. Danach wur-
den 3,4 ul 10 x RNA-Probenpuffer zugesetzt. Die Proben wurden auf ein denaturierendes
Formaldehyd-Agarose-Gel gegeben (1,1 % Formaldehyd, 1,2 % Agarose in 1x MOPS-
Puffer). Zusitzlich wurde 3,75 pl RNA-Standard mit 3,4 pl 10 x RNA-Probenpuffer und 1 pl
Ethidiumbromid (1 mg/ ml) vermischt und aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
Spannung von 50-55 V fiir 4 h. Danach wurde das Gel zweimal mit DEPC-Wasser gespiilt
und die RNA auf eine Membran transferiert (2.7.2.2). DEPC-Wasser wurde durch Riihren
(1i.N.) mit 0,01 % DEPC und Autoklavieren (60 min, 121 °C) hergestellt.

Verwendeter RNA-Standard (in kB): 9,49, 7,49, 4,40, 2,37, 1,35, 0,24 (1 pg/ ul; GIBCO
BRL, Eggenstein).

1 x MOPS-Puffer: 10 x RNA-Probenpuffer: RNA-Denaturierungspuffer:
20 mM MOPS pH 7,0 50 % Glycerin 1,29 x MOPS-Puffer

1 mM EDTA "~ 10 x TAE-Puffer 8,36 % Formaldehyd

5 mM Natriumacetat 0,25 % Bromphenolblau 64,5 % Formamid

0,25 % Xylencyanol

2.7.2.2 Transfer von RNA auf Membranen (,,Northernblot*?)

Der Transfer von RNA auf Membranen (,Northernblot“) wurde durchgefiihrt, wie

von Meinkoth & Wahi (1984) beschrieben. Das denaturiecrende Formaldehydgel (2.7.2.1)
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wurde, wie in 2.7.1.1 fiir DNA beschrieben, durch gerichtete Diffusion mit 20 x SSC auf cine
Membran transferiert, immobilisiert und anschlieBend fiir 1 k 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 in vitro-Transkription hergestellt. Das zu transkribie-
rende Plasmid wurde linearisiert und die interessierende Sequenz durch T7-RNA-Polymerase
in RNA transkribiert. Es wurden die in vitro-Transkriptions-Chemikalien von Promega (Hei-
delberg) verwendet. Dabei wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die Transkription
wurde zuniichst in einem Volumen von 10 pl durchgefiihrt und der Ansatz auf ein nicht-
denaturierendes Agarose-Gel (2.5.4) aufgetragen, Bei effektiver Transkription wurde eine in
vitro-Transkription mit einem Volumen von 40 pl mit 10 pl [o-**P]-CTP (Spezifische Akti-
vitit: 800 Ci/ mmol) angesetzt. Danach wurde die Matrizen-DNA durch 7 U RNasefreie
DNase (Boehringer, Mannheim) fiir 30 min bei 37°C abgebaut. Nicht 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 dhnlich wie
fiir immobilisierte DNA beschrieben (2.7.1.5). Die Prihybridisiernngslosung enthielt jedoch
zusitzlich 50 % Formamid, Die Prihybridisierung erfolgte fiir 2 h bei 65°C. Die immobili-
sierte RNA wurde mit der radioaktiv markierten Sonde (1 x 10° cpm/ ml) i.N. bei 65°C hy-
bridisiert, Die Membran wurde danach zweimal fiir 30 min bei 65°C mit 0,5 x SSC, 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, Groningen/ Niederlande) verwendet, Dabei
wurde das Protokoll des Herstellers befolgt. Die polyadenylierte RNA wird durch Bindung an
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Oligo-dT-Zellulose gereinigt. Die RNA wurde nach der Elution vom Chromatographiemateri-
al mit Ethanol gefillt 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 pg polyadenylierte RNA isoliert werden, Die RNA wurde fiir cDNA-
Synthesen (2.9) bzw, Northernblots (2.7.2.2) verwendet.

2.9 Synthese von komplementiirer DNA (¢cDNA) mit polyadenylierter RNA als Matrize

Komplementire DNA (¢DNA) wurde mit ca. 1,5 ig polyadenylierter RNA als Matrize wahl-
weise durch‘zwei‘Methoden hergestellt. Zum einen wurde genspezifische cDNA durch die
Verwendung eines genspezifischen Oligonukleotids hergestellt und nach Reinigung und Mo-
difikation bei der 5"-RACE-PCR eingesetzt (2.10.2.3). Dabei wurden Enzyme und Puffer des
»3-RACE-Kits"“ (Boehringer, Mannheim) verwendet. AuBerdem wurde das Protokoll des
Herstellers befolgt. Zum anderen wurde die gesamte RNA durch die Verwendung hexamerer
Oligonukleotide in cDNA (,random priming”) umgeschrieben. Dabei wurde das ,,cDNA-
Synthesis-Kit* (GIBCO BRL, Eggenstein) verwendet und das Protokoll des Herstellers be-
folgt. |

2.10 Polymerase-Ketten-Reaktion (,,PCR*)

Mit der PCR (Mullis et al., 1986) kénnen DNA-Fragmente amplifiziert werden. Die Matri-
zen-DNA (,, Template”) wird durch Hitze denaturiert und mit geeigneten Oligonukleotiden
(,, Primern®) hybridisiert. Die Primer werden mit Hilfe einer hitzestabilen Polymerase verléin-
gert. Das PCR-Fragment kann iiber 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 Reinignng von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit einem DNA-Synthesegeriit (,,Synthesizer 391“, Applied Biosys-
tems) hergestellt. Die Oligonukleotide wurden ii.N. durch Inkubation in 32 %iger
Ammoniaklésung bei 55°C vom Material der Synthesesiule 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) durchgefiihrt. Der PCR-Ansatz wurde zu Beginn bei 94°C fiir
3 min denaturiert und bei verschiedenen Temperaturen (15-40 Zyklen) inkubiert. Die DNA
wurde dabei jeweils bei 94°C fiir 45 sek denaturiert. Bei der niedrigsten Schmelztempetatur
(Ty) eines der beiden eingesetzten Oligonukieotide wurde die Matrizen-DNA mit den spezifi-
schen Primern fiir ca. 45 sek hybridisiert, Die Schmelztemperatur Ty, ist die Temperatur, bei
der (kleinere) Oligonukleotide (noch) an eine komplementiire DNA-Matrize binden. Sie wird
nach folgender Formel bestimmt (Fehlpaarungen im 5°-Bereich des Primers bleiben bei der

Berechnung unberiicksichtigt):

T = (Anzahl der G/ C-Nukleotide) x 4°C + (Anzahl der A/ T-Nukleotide) x 2°C - 4°C

Zur Verldngerung der hybridisierten Primer durch die Polymerase wurde der PCR-Ansatz bei
72°C inkubiert. Die Zeitspanne dieser Inkubation richtete sich nach der Linge des zn amplifi-
zierenden Fragmentes (1 min fiir 1 kBp). Es wurden folgende Polymerasen mit dem Puffer
des jeweiligen Herstellers verwendet: Tag-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 pl PCR-Ansatz hatte folgende Zusammensetzung:
20-50 ng Matrizen-DNA
je 300 ng spezifischer Primer
10 pl 10 x PCR-Puffer fiir die jeweilige Polymerase
1 pl 20 mM dNTPs
1-2,5 U hitzestabile Polymerase

Es wurden maximal 15 Zyklen durchgefiihrt.

2.10.2.2 Verschachtelte PCR (,,nested PCR*) mit cDNA als Matrize

Diese PCR-Variante wurde zur Amplifizierung seltener Sequenzen aus cDNA (2.9) einge-
setzt. Es wurden zwei Oligonukleotidpaare verwendet. Das zweite ,,innere” Oligonukleo-
tidpaar hybridisiert innerhalb der Nukleinsduresequenz, die durch das erste ,, dulere” Oligonu-

Keotidpaar amplifiziert wird. Man flihrt eine erste PCR (40 Zyklen) mit dem ,,aufleren”
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Oligonukleotidpaar durch. Danach wird mit 1/10 des ersten Ansatzes eine zweite PCR

(40 Zyklen) durchgefiihtt, bei der die beiden ,,inneren® Oligonukleotide eingesetzt werden.

2.10.2.3 PCR zur Anreicherung seltener 5°-Enden von ¢cDNA (,,5°-RACE-PCR%)

Fiir die 5°-RACE-PCR wurde das ,,5-RACE-Kit“ von Boghringer (Mannheim) verwendet.
Die 5"-RACE-PCR wurde in Anlehnung an das Protokoll des Herstellers (nach Frohman et
al., 1988; Ohara et al., 1989) durchgefiihrt, Diese Methode ist in Abb. 2.10.2.3 schematisch
dargestellt, 1,5 ug polyadenylierte RNA (2.8) wurden mit Hilfe eines genspezifischen Primers
(#2193) in cDNA umgeschrieben (2.9). Die cDNA wurde durch Verwendung eines ,,High
pure PCR product purification”-Kits (Boehringer, Mannheim) gereinigt. Danach wurde mit
Hilfe Terminaler Transferase eine Folge von Desoxyadenylylnukleotiden (,,Oligo-dA*) an das

3°-Ende der synthetisierten cDNA angehéingt. Mit der modifizierten cDNA als Matrize wurde

RNA . — -3
< #2193

Reverse Transkription

cDNA 3’ 5

Poly-Desoxyadenylierung

Oligo-dA-cDNA 3(A) 57

1. und 2. PCR

Anchotprimer ——P

Oligo-dT-Anchorprimer —(T),V-#»
37 (A 5
< #2194
4— #2195

Abb. 2.10.2.3: Schematische Darstellung der 5-RACE-PCR (Erliuterung im Text), Im oberen Teil der
Abbildung ist die cDNA-Synthese und die Modifizierung der cDNA dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung
ist die relative Position der bei den PCRs verwendeten Primer dargestellt (siche auch 7.1.1). Gestrichelte Pfeile
verdeutlichen experimentelle Schritte, Pfeile mit durchgezogenen Linien repriisentieren Primer, Verwendete
Abkiirzungen und Indizes: n: 16, V: (A, C oder G) und x: ca. 20-30.
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dann eine PCR mit einem genspezifischen Primer (#2194) und einem ,,Oligo-dT-Anchor*-
Primer (bindet an die Oligo-dA-Sequenz der modifizierten ¢cDNA} durchgefiihrt. PCR-
Bedingungen der ersten PCR: 94°C fiir 3 min, danach 10 Zyklen (94°C fiir 45 sek, 37°C fiir
45 sek, 72°C fiir 1 min), 72°C fiir 3 min, danach 30 Zyklen (94°C fiir 45 sek, geeigneter Ty,
fiir 45 sek und 72°C fiir 1 min) und abschlieflend 3 min bei 72°C. 1/10 des ersten PCR-
Ansatzes wurde bei einer zweiten PCR eingesetzt. Bei dieser zweiten PCR wurde ecin
»Anchor*-Oligonukleotid (hybridisiert mit dem ,,Anchor*-Bereich der ,,Oligo-dT-Anchor*-
Nukleotidfolge im PCR-Produkt der ersten PCR) und ein drittes genspezifisches Oligonu-
kleotid verwendet (#2195). PCR-Bedingungen der zweiten PCR: 94°C fiir 3 min, danach
40 Zyklen (94°C fiir 45 sek, geeigneter Ty, flir 45 sek, 72°C fiir 1 min) und abschliefend
3 min bei 72°C.

2.10.2.4 Reinigung der PCR-Produkte

PCR-Produkte wurden durch Phenol/ Chloroformextraktion (2.5.1) und Ethanolprizipitation
(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 Sequenziergerit (,,LICOR DNA Sequencer Long
ReadIR 4200“ von MWG-Biotech/ Ebersberg). Die Sequenziermethode beruhte auf der
- Didesoxy-Kettenabbruchmethode 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 Geritcherstellers, 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 der zu sequenzierenden DNA
wurden ca. 65 ng DNA eingesetzt, 1,2 pmol IRD800-Fluorophor-markierter Primer wurden

zugefiigt.
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Zur Relaxation der Matrizen-DNA wurde der Ansatz mit 0,7 pl 50 % DMSO versetzt. An-
schliefiend wurde der Ansatz mit Wasser auf ein Endvolumen von 7 ul aufgefiillt. Der Ansatz
wurde zu je 1,5 pl auf vier PCR-Reaktionsgefiie aufgeteilt. Je 0,75 pl der vier Terminati-
onsmixe wurden mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und jeweils zu einem der vier
1,5 ul-Aliquots gegeben. Die Ansitze wurden mit 20 pl ,,Chill-out 14 Liquid“-Wachs
(MU 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 °C, 32 Zyklen (40 sek
bei 94 °C, 40 sek bei der Ty, des Sequenzieroligonukleotids und 1 min bei 70°C). Nach der
PCR wurden die Ansétze mit 3 ul 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 % Gelldsung (mit 35 % Harnstoff) mit 350 1 10 % APS und 50 pl
TEMED versetzt. Die Gellosung wurde mit Hilfe einer Plastikspritze zwischen die Gelplatten
gegeben, und dabei durch einen Sterilfilter gedriickt. Mit Hilfe eines Plastikkamms wurde
eine glatte Gel-Oberfliiche erzeugt. Nach 1 h war die Polymerisation der Gellésung abge-
schlossen. Nach dem Befestigen des Gels in der Kammer des LICOR-Gerites wurden die
Pufferkammern mit 1 x TBE gefiillt. Nach einem Vorlauf (1 h) wurden je 1,6 pl der PCR-
Ansitze (2.11.2) mit Hilfe eines ,,Haifischzahn“-Kamms aufgetragen. Die Elektrophorese

erfolgte tL.N. bei 45 W und 45°C, Die Leseweiten betrugen zwischen 600-1.000 Bp.

10 x TBE pH 8,5 (50°C): 1,34 M Tris, 25 mM EDTA, 450 mM Borsiure

4,6 % Gellosung (60 ml): 21 g Harnstoff, 5 ml 10 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 Antikorpern
2.12.1 Expression von Maltose-Bindeprotein (MBP) und MBP-Fusionsproteinen

Die hier beschriebenen Methoden wurden in Anlehnung an Riggs (1994) modifiziert. Fiir die
Expression wurde der Expressionsvektor pMALc2 (2.2.1) verwendet. Aufgrund der Kon-
struktion dieses Vektors bestehen die gebildeten Fusionsproteine aus einem N-terminalen
Maltose-Bindeprotein ~ (MBP) und  einem  C-terminalen  Antigenanteil.  Die
Fusionsproteine weisen eine Schnittstelle fiir 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) fiir 10 x 30 sek bei ca. 90 W und bei
4°C aufgeschlossen. Die unldsliche Fraktion des Lysates wurde durch Zentrifugation abge-
trennt (20 min, 15.000 g, 4°C). Der Iésliche Uberstand mit den Fusionsproteinen wurde fiir
die Amylose-Affinititschromatographie (2.12.2) verwendet. Die Ausbeuten schwanken je
nach Antigenanteil (1-50 mg/ 1 Bakterienkultur). MBP ohne Fusionsproteinanteil wird gut
exprimiert (ca. 15 mg/ | 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-Affinititschromatographie in Anlehnung an Kel-
lerman & Ferenci (1982) gereinigt werden. Als Affinitdtsmaterial wurde eine Amylose-
Agarose (NEB, Schwalbach) verwendet. Der Uberstand des Bakterienlysates (2.12.1) wurde
1 : 5in AAC-Puffer verdiinnt und auf Amylosesiulen (Volumen: 15 ml von Biorad, Miin-
chen) aufgetragen. Danach wurden die S#ulen mit 20 Volumen AAC-Puffer gewaschen. Die
gebundenen Proteine wurden durch 20 mM 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 fiir die AntikOrperreinigung (2.12.5) verwendet.

AAC-Puffer: 200 mM NaCl, | mM EDTA, 1 mM DTT, 20 mM Tris/ HCI pH 7,4
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AAC-Puffer mit Proteaseinhibitoren: AAC-Puffer mit PMSF (500 g/ ml), Leupeptin

(1 pug/ mb), Pepstatin (1 g/ ml) und Benzamidin (1 mM)

2,12.3 Reinigung von Domiinen aus MBP-Fusionsproteinen durch priparative Spaltung

Es wurden 4 mg MBP-Fusionsprotein mit der Protease Faktor Xa ii.N. gespalten, wie unter
2.12.6 beschrieben. Der Ansatz wurde auf ein priparatives SDS-Polyacrylamidgel aufgetra-
gen und ii.N. durch Gelelektrophorese (2.16) aufgetrennt. Die Proteine wurden reversibel mit
0,3 M CuSO4 gefirbt. Das vom MBP abgespaltene Antigen wurde mit der Gelmatrix ausge-
schnitten, in 0,5 M (NH4)HCO3, 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 Proteinl6sung wurde durch Filtration in einem ,,Centricon 10“-
Konzentrator (Amicon, Witten) eingeengt und die Reinheit durch Gelelektrophorese iiber-

priift. Die Ausbeute betrug 40 %.

2.12.4 Immunisierung von Kaninchen

Polyklonale Antikorper wurden duich Injektion von MBP-Fusionsproteinen in Kaninchen
(Rasse: Weifler Neuseeldnder) erzeugt. Dafiir 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 Absténden 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 der dritten und vierten Injektion war der Antikor-
perspiegel im Blut der Kaninchen ausreichend hoch, so daf polyklonale Seren aus dem Blut
der Kaninchen gewonnen werden konnten. Dazu wurde Blut aus der Ohrarterie bzw. durch
»Ausbluten” gewonnen. Nach der Gerinnung des Blutes (4 h bei RT oder i.N. bei 4°C) wurde
das Serum durch Zentrifugation (30 min, 3.000 g, 4°C) vom Blutkuchen getrennt. Die Lage-

rung der aliquotierten Seren erfolgte bei -80°C.

2.12,5 Reinigung von polyklonalen Antikorpern durch Affinitiitschromatographie

Die Reinigung erfolgte in Anlehnung an Campbell et al. (1951). Fiir die Affinitdtsreinigung
wurde gereinigtes MBP und gereinigtes MBP-Fusionsprotein (2.12.2) eingesetzt. Als
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Sédulenmatrix wurde CH-Sepharose-4B (Sigma, Deisenhofen) verwendet. Die Kopplung der
Proteine an die Siulenmatrix wurde bei RT in Anlehnung an das Kopplungsprotokoll von
Pharmacia (Uppsala/ Schweden) in Chromatographiesiulen (Volumen: 15 ml von Biorad,
Miinchen) durchgefiihrt. Es wurden 6,5 mg MBP und 11 mg MBP-Fusionsprotein an jeweils
0,4 g CH-Sepharose-4B (Volumen 0,8 ml) mit einer Effizienz von 90-100 % gekoppelt, Die
Reinigung der AntikOrper erfolgte in zwei Schritten. Antikrper gegen MBP wurden iiber
eine MBP-Sepharose entfernt. Die verbliebenen Antikérper wurden dann iiber die MBP-
Fusionsprotein-Sepharose gegeben.

Zun#chst wurden 1,5 ml Serum 1:10 in 10 mM Tris/ HC1 pH 7,5 verdiinnt und dreimal iiber
die mit dem gleichen Puffer dquilibrierte MBP-Sepharose gegeben. Der Durchflufl dieser
Séule wurde auf die ebenso éiquilibi‘ierte MBP-Fusionsprotein-Sepharose gegeben, Beide
Séulen wurden mit 20 ml 10 mM Tris/ HCI pH 7,5 und mit 20 ml 500 mM NaCl, 10 mM
Tris/ HCI pH 7,5 gewaschen. Die Elution der Antikdrper erfolgte in zwei Schritten. Zunichst
wurden die gebundenen Antikérper mit 8 ml 160 mM Glycin pH 2,5 elujert. AnschlieBend
wurden die verblicbenen AntikSrper mit 8 ml 100 mM Triethylamin pH 11,5 eluiert. Saure
und basische Eluate wurden sofort mit 0,8 ml 1 M Tris/ HCI pH 8,0 neutralisiert. Die neutrali-
sierten Eluate wurden bei -80°C gelagert und nach einem Test (2.12.6) verwendet (2.17,

2.18.3, 2.20).
2.12.6 Test gercinigter Antikorper auf Antigener.kennung

MBP-Fusionsprotein wurde mit der Protease Faktor Xa (NEB, Schwalbach) in MBP und Fu-
sionsproteinanteil gespalten. Das Gewichtsverhiltnis betrug dabei | llg Faktor Xa auf 65 g
Fusionsprotein. Die Spaltung erfolgte fiir 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 zum immunologischen Nachweis eingesetzt (2..17). Die
von der MBP-S#ule eluierten Antikorper detektierten ausschiiefilich MBP, nicht den Anti-
genanteil, Die von der MBP-Fusionsproteinséiule eluierten AntikOrper detektierten aus-
schlieBlich den Antigenanteil, nicht das MBP. Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl jeweils
tiber 95 % der gebundenen Antikérper bei der sauren Elution von der Affinitdtssiule geldst

wurden.
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2,13 Priiparation von heterolog exprimierten Membranproteinen aus HEK 293-Zellen

Fiir die heterologe Expression in HEK 293-Zellen wurde das Plasmid pcDNAIAmp (Invitro-
gen, Groningen/ Niederlande) eingesetzt (2.2.1). Die Zellen von vier & 9 ¢m Schalen wurden
am 2. Tag nach der Transfektion mit jeweils 5 ml PBS (2.17) gewaschen, mit einem Gummi-
spatel abgeschabt und zentrifugiert (10 min, 300 g, 4°C). Die Zellen wurden mit 5 ml PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert. Dann wurden die Zellen in insgesamt 2 ml Puffer A re-
suspendiert und in einem Teflon-Glas-Homogenisator lysiert. Zellreste und Zellkerne wurden
durch Zentrifugation entfernt (15 min, 150 g, 4°C). Der lssliche Uberstand wurde ultrazentri-
fugiert (20 min, 50.000 g, 4°C), Das Pellet dieser Zentrifugation wurde erncut in 2 ml
Puffer A resuspendiert, homogenisiert und ultrazentrifugiert. Das Pellet wurde zum hyperto-
nischen Waschen in 2 ml Puffer B resuspendiert, ultrazentrifugiert und in ca. 300 pl Puffer C
aufgenommen, aliquotiert und bei -80°C gelagert, Die Konzentration an Protein wurde durch

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

pro & 9 cm Schale.

Puffer A (hypotonisch):
20 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1mM DTT in 20 mM HEPES/ NaOH pH 7,4
mit Proteaseinhibitoren (siche AAC-Puffer/ 2.12.2)

Puffer B (hypertonisch); wie Puffer A, jedoch 500 mM NaCl

Puffer C (isotonisch): wie Puffer A, jedoch 150 mM NaCl

2.14 Priiparation von Membranproteinen aus nativen Geweben

Membranproteine aus nativen Geweben wurden wie unter 2,13 pripariert. Die Menge der
eingesetzten Puffer richtete sich nach Volumen und Gewicht des homogenisierten Gewebes
(ca. 2 ml Puffer A und B pro g Gewebe). Die Membranfraktion aus dem Riechepithel von
10 Ratten wurde in 2 ml, die Membranfraktion aus den Retinae von 10 Ratten wurde in 800 ul
Puffer C resuspendiert. Die Proteinkonzentration wurde nach der Amidoschwarz-Methode
bestimmt (2.15.2). Aus dem Riechepithel von 10 Ratten lieB sich ca. 9 mg Protein, aus den

Retinae von 10 Ratten lief sich ca. 1 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 (Miinchen) verwendet. Die zu ver-
messende Proteinprobe wurde mit Wasser auf ein Gesamtvolumen von 800 ul aufgefiillt und
mit 200 pnl Farbreagens vermischt. Danach wurde die ODsgs bestimmt. Eine Eichkurve wurde
mit BSA (NEB, Schwalbach) erstellt. Im linearen Bereich der Eichkurve (1- 10 pg Protein)

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

2.15.2 Konzentrationsbestimmung mit Amidoschwarz

Die Konzentration von Proteinldsungen, 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 der Amidoschwarz-Methode bestimmt. Dabei wurde der ,,Ami-
doschwarz 10B“-Farbstoff von Merck (Darmstadt) verwendet. Die zu vermessende Probe
wurde mit Wasser auf 200 pl aufgefiilit und mit 20 pl 10 % SDS vermischt, um Proteine zu
solubilisieren, Danach wurden 30 ul 1 % SDS, 1 M Tris/ HCl pH 7,5 hinzugegeben. Nach
dem Mischen wurden 60 pl 104 % (w/ v) TCA zur Fillung der Proteine hinzugegeben und der
Ansatz nochmals gemischt. Die Proben wurden 30 min bei RT inkubiert. Anschlieflend wur-
den die Proben auf einen Membranfilter (Porendurchmesser: 22 pum/ Millipore, Eschborn)
aufgetragen. Die Filter wurden mit 2 ml 6 % TCA gewaschen und fiir 3 min mit Férbeldsung
gefidrbt. Danach wurden die Filter kurz mit Wasser gespiilt und dreimal fiir 1 min in Entffr-
belésung gelegt. Aus den getrockneten Filtern wurden die gefirbten Filterbereiche ausge-
schnitten. Danach wurden die Filterstiicke in je 1 ml Elutionslésung fiir 20 min bei RT ge-
schiittelt. Es wurde die ODg3g bestimmt, Eine Eichkurve wurde mit BSA (NEB, Schwalbach)
erstellt. Im linearen Bereich der Eichkurve (1-15ug Protein) entspricht eine ODgsp von 0,03

ca. 1 g Protein.

Firbelosung: Entfirbelosung: Elutionslsung:
0,5 % Amidoschwarz B10 90 % Methanol 50 % Ethanol
45 % Methano] 2 % Essigsidure 25 mM NaOH
10 % Essigsiiure 50 uM EDTA
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2.16 Trennung von Proteinen durch Gelelektrophorese

Proteine wurden durch denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
in Modifikation nach Laemmli (1970) getrennt. Fiir den analytischen Mafstab wurden ,,Mi-
nigel Twin“-Elektrophorese-Kammern (GelmaBe: 0,15 x 8 x 10 c¢m) von Biometra verwen-
det. Fiir den préparativen Malistab (2.12.3) wurde eine ,,Studier”-Elektrophorese-Kammer
(Gelmalke: 0,2 x 14 x 15 cm) von Hoefer eingesetzt. Die Trennung erfolgte im analytischen
MaBstab mit 15 mA im Sammeigel und 20 mA im Trenngel und dauerte ca. 90 min. Es wur-
den 7,5-16,5 %ige Trenngele und 5,2 %ige Sammelgele verwendet. Im priparativen Malistab
wurde die Elektrophorese ti.N. mit 60 V durchgefiihrt. Proteinproben wurden in 1 x SDS-
Probenpuffer aufgetragen.

4 x SDS-Probenpuffer; 0,01 % Bromphenolblau, 4 % [3-Metcaptocthanol, 50 % Glycerin,
6,4 % SDS, 200 mM Tris/ HC1 pH 7,5
10x SDS-Laufpuffer: 1,92 M Glycin, 250 mM Tris, 1 % SDS

2.16.1 Verwendete Proteinmarker fiir die SDS-PAGE

Es wurden Marker fiir niederen (,, LMW: Low molecular weight calibration kit“) und hohen
(., HMW: High molecular weight calibration kit“) Molekulargewichtsbereich von Pharmacia
(Uppsala/ 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-PA GE-Gelen mit der Coomassie-Blautiirbung

Das Firben von SDS-PAGE-Gelen wurde in Anlehnung an Meyer & Lamberts (1965) durch-
gefiihit, Es wurde der Farbstoff Coomassie Blue R 250 von Serva (Heidelberg) verwendet,
Die Gele wurden fiir 1-2 h oder ii.N. in Firbelosung gelegt. Anschlieffend wurden die Gele bis
zum Erreichen des gewlinschten Firbegrades in Entfirbelosung gelegt und auf Whatman-
Papier getrocknet.

Firbel6sung: 0,2 % SERVA Blue R, 30 % Ethanol (vergillt), 10 % Essigsiure
Entfarbeldsung: 30 % Ethanol (vergillt), 10 % Essigséure
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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. Der
Transfer wurde bei 2,5 mA/ em? in einem »» Milliblot-Graphit-Elektroblot“-System von Milli-
pore (Eschborn) nach den Angaben des Herstellets durchgefiihrt. Erfolgreicher Transfer wur-
de durch reversible Firbung mit 0,2 % Ponceau S (Sigma, Deisenhofen) in 2 % Essigsiiure
liberpriift. Gegebenenfalls wurde die Blotmembran in Streifen geschnitten. Die (Membran-)
Streifen wurden 1h oder ii.N. bei 4°C mit 0,5 % Magermilchpulver (Marke: ,,Gliicksklee") in
PBS abgesittigt. Danach wurden die Streifen zweimal fiir jeweils 3-5 min mit 0,02 % Tween-
20 (Sigma, Deisenhofen)/ PBS gewaschen und fiir 1 h mit geeigneten Antikorperverdiinnun-
gen in 0,02 % Tween-20/ PBS inkubiert. Die Membranstreifen wurden zweimal gewaschen
- und in geeigneten Verdiinnungen des Zweit-Antikorpers (meist 1:5.000) in 0,02 % Tween-20/
PBS fiir 30 min inkubiert. AbschlieBend wurde zweimal 3-5 min mit 0,02 % Tween-20/ PBS
und zweimal 3-5 min mit PBS gewaschen. Alle Schritte wurden (bis auf das Absiittigen der
Blotmembran) bei RT durchgefiihit. Die eingesetzten sekundédren AntikOrper waren mit
Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die sekundiren Antikdrper wurden von Amersham (Little
Chalfont/ England) bezogen. Der Nachweis der spezifischen Komplexe aus Erst- und
Zweitantikorper erfolgte mit dem ,,ECI.-Western Blotting analysis“-System von Amersham
{Little Chalfont/ En_giand) nach Herstellerangaben. Fiir den photographischen Nachweis der
Lumineszenzsignale wurde ,,ECL Hyperfilm“ des gleichen Herstellers verwendet. Immobili-

sierte Proteine wurden nachtriglich durch Amidoschwarz gefirbt (analog zu 2.15.2).

PBS (pH 7.4-7,5): 137 mM NaCl, 2,7 mM KCIl, 10 mM Na;HPO,, 1,8 mM KH,PO4

2,18 Immunzytochemische Methoden

2,18.1 Priaparation von Rinder- und Rattenretinae

Die Rinderaugen stammten aus dem Jiilicher Schlachthof und wurden auf Eis ins Labor trans-
portiert. Bei Raumlicht wurden die Augen hinter dem Ziliarkorper, an der Ora serrata, parallel
zur Linse aufgeschnitten und Cornea, Linse sowie Glaskoiper entfernt. Der hintere

Augenbecher mit der Retina wurde fiir 1 h in 4 % Paraformaldehyd (PA)Y 0,1 M
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Phosphatpuffer (PP) immersionsfixiert. AnschlieBend wurden Retinastiicke freipripariert, in
PP gewaschen und durch Inkubationen in 10 % Saccharose/ PP (2 h) und 30 % Saccharose/
PP iiber Nacht kryoprotektiert. Die Stiicke wurden in Einbettmedium (Tissue Tek, OCT com-
pound, Miles Scientific) flach eingebettet und eingefroren. In einem Cryostaten (Reichert-
Jung) wurden 16 um dicke Vertikalschnitte (senkrecht zu den retinalen Schichten) angefertigt
und auf gelatinisierten Objekttrigern 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 gedff-
net und in 4 % PA fiir 15 min fixiert. Danach wurden die Augen ganz aufgeschnitten und der
hintere Augenbecher mit der Retina fiir 45 min weiterfixiert. Anschliefend wurden die Augen

wie oben beschrieben gewaschen, kryoprotektiert, eingebettet und geschnitten.

PP-Puffer (0.1 M Phosphatpuffer): 19 mM Na,HPO4, 81 mM NaH,PO4 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 Schidels mit dem Riechepithel wurde freipripariert und in 4 % PA
inkubiert. Der Schidel wurde in der PA-L6sung in einem Exsiccator fiir eine Minute Unter-
druck ausgesétzt, um die Luft aus der Nasenhéhle zu entfernen und das Eindringen der PA-
Losung zu ermoglichen. Das Gewebe wurde fiir 1 h fixiert, danach in PP (2.18.1) gewaschen
und wie fiir die Retinae beschrieben kryoprotektiert, eingebettet und eingefroren. In einem
Cryostaten wurden 20 um dicke Coronalschnitte durch die ganze Nasenhthle angefertigt und

auf gelatinisierten Objekttrigern aufgenommen.
2,18.3 Immunzytochemische Firbungen

Die Schnitte wurden fiir 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 % normalem Ziegenserum
. (NGS), 0,5 % Triton-X 100 in PP inkubiert. Die Erstantikbrper wurden in einer Losung aus
5 % NGS, 0,5 % Triton-X 100, 0,05 % NaNs/ PP verdiinnt und die Schnitte darin iiber Nacht
inkubiert. Anschliefend wurden die Schnitte zwei Mal 10 min in PP gewaschen, Die Inkuba-
tion mit dem Zweitantikérper (anti-Kaninchen-Biotin, Sigma, 1:1.000) erfolgte in 5 % NGS,
0,5 % Triton-X 100/ PP fiir 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. Nach
zweimaligem Waschen fiir je 10 min in PP erfolgte unter Zugabe von Diaminobenzidinte-
trahydrochlorid (DAB: 0,05 %) und H,0, (0,01 %) in PP der Nachweis des Erstantikorpers.
Die Farbreaktion verlief unter Sichtkontrolle und wurde durch Abziehen der Diaminobenzi-
dintetrahydrochloridlésung und Zugabe von PP gestoppt. Die Schnitte wurden gewaschen, in
Mowiollosung (Hoechst) eingedeckt und unter dem Mikroskop mit Differentialinterferenz-
kontrastoptik ausgewertet. Zur Dokumentation wurden Photographien mit einer Nikon F3

Kamera und Tiford Delta 100 Filmen angefertigt.

2.19 Heterologe Genexpression in HEK 293-Zellen
2.19.1 Kulturbedingungen fiir HEK 293-Ze¢llen

Fiir die heterologe Expression von cDNA wurde die menschliche, embryonale Nierenzellinie
HEK 293 verwendet. Diese Zellen sind stabil mit einem Adenovirus transformiert, Die Zellen
wurden in ,,MI0“-Nédhrmedium von GIBCO BRL (Eggenstein) bei 37°C, 5 % CO; und
ca. 95 % Luftfeuchtigkeit auf Plastikschalen (&J 5-9 ecm) kultiviert. Die Verdopplungszeit der
HEK 293-Zellen betrug ca. 24 h. Das Medium wurde zweimal wochentlich gewechselt, Bei
einer Dichte von ca. 107 Zellen/ @ 9 cm Schale wurden die Zellen abgelést und auf neue
Schalen verteilt. Dazu wurden die Zellen mit 5 mi PBS (2.17) gewaschen und mit 1 ml
0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA von GIBCO BRI (Eggenstein) bei 37°C abgeldst und zentri-
fugiert (10 min, 100 g, RT). Die Zellen wurden in ca. 10 ml ,,M10"-Medium resuspendiert,
Ein Teil der Zellen wurde fiir dic Zellerhaltung in einer Dichte von ca. 1,5 x 10° auf
@ 9 ¢m-Schalen ausgesit, Die restlichen Zellen wurden fiir die Transfektion zu 2 x 10° Zellen
auf & 5 cm Schalen oder zu 9 x 10° Zellen auf & 9 cm Schalen plattiert. Nach 25 Zyklen
wurden die HEK 293-Zellen verworfen und eine neue Zyklentunde mit einem frischen Ali-
quot tiefgefrorener Zellen begonnen. Fiir die Langzeitlagerung wurden HEK 293-Zelien ge-
erntet, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase befanden (60-70 % Konfluenz). Sie
wurden zu 2 x 10° Zellen/ ml in ,,M10*-Medium/ 10 % DMSO in fliissigem Stickstoff einge-
froren. Bei Gebrauch wurden sie bei 37°C aufgetaut und mit 10 ml ,,M10“-Medium gemischt
und zentrifugiert (10 min, 100 g, RT). Danach wurden die Zellen in ca. 5 ml ,,M10“-Medium

resuspendiert und zu 5 x 10>-Zellen auf @ 9 cm-Schalen ausgesiit,
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2.19.2 Transiente Expression von Proteinen in HEK 293-Zellen

Fiir die Transfektion der Zellen wurde der Vektor pcDNATIAmp (2.2.1) verwendet. Die Trans-
fektion wurde mit der Calciumphosphat-Methode nach Chen & Okayama (1987) durchge-
fiihrt. Fiir immunzytochemische (2,20) und elektrophysiologische (2.21) Untersuchungen
wurden 4 x 10° Zellen (@ 5 cm Schale), fiir die Priparation von Membranproteinen (2.13) ca.

2 x 10° Zellen transfiziert. Die Transfektionsansitze hatten folgende Zusammensetzung:

J 5 cm Schale: & 9 cm Schale:

4-12 pg Plasmid-DNA/ 124 nl Wasser 13-39 pg Plasmid-DNA/ 372 |il Wasser
41 pl 1 M CaCly | 123 ul 1 M CaCl,

165 u1 2 x BBS pH 6,95 495 u12 x BBS pH 6,95

2x BBS pH 6,95: 50 mM BES, 280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO4

Die Transfektionsansitze wurden 20 min bei RT inkubiert und auf Schalen mit logarithmisch
wachsenden Zellen (2.19.1) ausgesiit. Die DNA prizipitierte flir ca. 22 h bei 35°C, 3 % CO;,
und ca. 95 % Luftfeuchtigkeit. Zellen, die fiir die Zellprdparation vorgesehen waren, wurden
mit PBS (2.17) gewaschen und mit frischem Medium 22 h bei 37°C, 5 % CO, und
ca. 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Gegebenenfalls wurde Natriwinbutyrat zur Steigerung der
Expressionsrate in einer Endkonzentration von 5 mM zugegeben. Zellen, die immunzytoche-
misch oder elektrophysiologisch untersucht werden sollten, wurden in ,,Multiwell-Platten®
umgesetzt. Dazu wurden die Zellen mit 3 ml PBS und 2 ml 0,5 % EDTA/ PBS (2.17) gewa-
schen und mit 300 pl 0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA (2.19.1) bei 37°C abgelést. Die Zellen
wurden nach Zentrifugation (10 min, 100 g, 37°C) in 4,7 ml ,,M10“-Medium resuspendiert
und auf Poly-L-Lysin beschichtete Glasplittchen in Multiwellschalen gegeben (je 250 ul).
Die Glasplittchen wurden zuvor in Multiwellschalen mit Poly-L-Lysin (0,1 mg/ ml) fiir 2h
inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen und mit 200 pl ,,M10“-Medium iiberschichtet. Poly-
L-Lysin wurde von Sigma (Deisenhofen) bezogen. Die Zellen wurden 22 h bei 37°C,
5 % CO; und ca. 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Gegebenenfalls 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 gefirbt werden., Die Zellen werden am
zweiten Tag nach der Transfektion mit 500 pul PBS (2.17) pro ,,Multiwell“ gewaschen und
15 min mit 500 i 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal mit 500 pl PBS gewaschen, in 0,05 % NaNs/ PBS aufgenommen und bei 4°C gela-
gert. Vor der Firbung wurden die Zellen mit 200 pl 10 % NGS, 0,5 % Triton X-100 in PBS
fiir 30 min inkubiert. NGS und Triton X-100 wurden von Sigma (Deisenhofen) bezogen. Da-
nach wurde der Erstantikorper in Verdiinnungen von 1:100-400 in 200 pl 5 % NGS, 0,5 %
Triton X-100/ PBS fiir | h zugegeben. Danach wurden die Zellen dreimal fiir 15 min mit PBS
gewaschen und der Zweitantikorper in 5 % NGS, 0,5 % Triton X-100/ PBS fiir 30 min in ei-
ner Verdiinnung von 1:100 zugegeben, Nach drei Waschgiingen mit PBS erfolgte die Firbung
der Antikrperkomplexe iiber die kovalent gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP) des
Zweitantikérpers. Es wurden 200 pl 0,05 % DAB, 0,01 % Wasserstoffperoxid in PBS zuge-
geben und die Farbreaktion durch 500 pl PBS gestoppt. Bei der Oxidation des DAB durch die
gekoppelte HRP entsteht ein braunes, unldsliches Reaktionsprodukt, das die Zellen firbt.
Nach wiederholtem Waschen mit PBS wurden die Glasplﬁttchen fiir photographische Auf-
nahmen in 30 % Mowiol (Hoechst) in 75 % Glycerin, Tris/ HCI pH 8,5 auf Objektiriigern
eingebettet und photographiert.

2.21 Elektrophysiologische Messungen

Die rCNCo2-Kanile (3.1) wurden von A, Angele (IBI 1, Forschungszentrum Jiilich) elektro-
physiologisch charakterisiert (3.3). Die Proteine wurden dazu in HEK 293-Zellen heterolog
exprimiert. Die Messungen wurden nach der ,,Patch clamp“-Technik (Hamill et al,, 1981) in
der ,,inside out-patch“-Konfiguration durch'gefﬁhrt. Dazu wurde ein Membranstiick (,,patch®)
mit einer MeBpipette so von der HEK 293-Zelle abgezogen, dal} die zytoplasmatische Seite
des Patches zur Inkubationsldsung geﬁchtet war, Der Pipettenwiderstand betrug ca. 5 MQ.
Der Widerstand nach dem Abzichen des Patches von der Zelle war > 2 GO
(;,Seal“-Widerstand). Die elektrophysiologischen Messungen wurden bei definierter Span-

nung (Spannungsklemme) durchgefiihrt (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 Mefwerte wurden gespeichert (A/ 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 der cGMP- bzw,
cAMP-induzierten Stréme (3.3.2.1) wurde die Pipette mit SIS (,,Standard inside solution™)
gefiillt und die Membranstiicke mit x pM cGMP bzw. cAMP in.SIS (SIS: 100 mM KCl, 10
mM EGTA, 10 mM HEPES/ KOH pH: 7.4) perfundiext.

Fiir die Messung der Tonenselektivitiit (3.3.2.2) wurden die Membranstlicke mit ImM c¢cGMP,
10 mM EGTA, 10 mM HEPES/ NMG pH: 7,4 und 100 mM XCI (X= Li*, Na*, K", Rb*, Cs",
NH,") perfundiert. Die Pipette enthielt bei diesen Messungen 100 mM KCl, 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 Lésungen untersucht. Die Abfolge der Losun-
gen war folgendermaBen: 1) 10 mM EGTA, 2) 100 pM ¢GMP, 3) 0 uM ¢GMP, 4) 3 uM
cGMP, 5) 3 uM cGMP + 1 uM Calmodulin, 6) 100 pM c¢GMP, 7) 10 mM EGTA, 8) 3 uM
cGMP, 9) 3 pM ¢cGMP + 1 pM Calmodulin, 10) 10 mM EGTA, 11) 3 uM c¢GMP und
12) 100 pM cGMP. Die Abb. 3.3.2.3 zeigt einen Ausschnitt eines solchen Experiments. Die
Lésungen hatten mit Ausnahme von EGTA (in SIS) folgende Zusammensetzung: 0, 3 oder
100 pM ¢cGMP, 100 mM KCI, 10 mM HEPES/ KOH pH: 7,4 sowie 0,8 mM CaCly 2 mM
NTA (ergibt eine ,freie® Ca**-Konzentration von ca. 50 pM Ca’*). Die Pipette enthielt bei

diesen Experimenten SIS-Losung.

2.22 Fluoreszenzoptischer Nachweis der Ca®*-Aufnahme in HEK 293-Zellen

Die cGMP-induzierte Aufnahme von Ca?*-Ionen in HEK 293-Zellen durch heterolog expri-
mierte CNG-Kaniile wurde von D. Reuter (IBI 1, Forschungszentrum Jiilich) durch Fluores-
zenz-Spektroskopie nachgewiesen (,,Ca?*-Imaging®). Die intrazellulire Ca2t-Konzentration,
[Ca?*];, wird mit Hilfe des Ca?+-sensitiven Fluoreszenz-Farbstoffs Fura-2 (Grynkiewicz et al.,
1985; Van den Bergh et al.,, 1995) und einem ,,Ca?*-Imaging”- System (Applied Imaging,
Grofibritannien) quantitativ analysiert. Hierbei wird das Fura-2 mit UV-Licht der Wellenligen
A= 340 nm und 380 nm angeregt und jeweils die Intensitit (L) des emittierten Fluoreszenz-
Lichts bei A= 510 nm bestimmt. Der Quotient I, (340 nm)/ I, (380 nm) ist ein MaB fiir
die intrazellulire Ca?*-Konzentration ([Ca®*]). Das emittierte Licht wird von einer
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CCD-Kamera aufgezeichnet. Aus der Intensitiit des emittierten Lichts werden die verschiede-
nen [Ca2+]i berechnet und einer Falschfarbenskala zugeordnet. Die Skala reicht von blau
(niedrige [Ca®*];) tiber 256 Farbabstufungen bis hin zu rot (hohe [Ca**}}). In den HEK 293-
Zellen kann mit dieser Methode die [Ca?+], bis zu etwa 5 uM detektiert und farbkodiert auf
Fotos dokumentiert werden. Um die Zellen mit Fura-2 zu beladen, wurde das membrangéngi-
ge Fura-2-Derivat ,,Fura-2/ AM" (Molecular Probes, Leiden/ Niederlande) eingesetzt. Dieses
Derivat tridgt Estergruppen, die intrazelluldr 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 M Fura-2/ AM und 0,02 % Pluronic F-125 (Mo-
lecular Probes, Leiden/ Niederlande) in ES-Puffer mit 1 mM CaCl, und 2 mM MgCl; fiir 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 CaCl,, sowie 3 mM 8-Bromo-cGMP
tberfiihrt. Das 8-Bromo-cGMP ist ein Derivat des cGMPs, das membrangéingig 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, um die cGMP-Kanile
zu 6ffnen. Dies fithrt zu einer Aufnahme von Ca** und damit zu einem Anstieg der [Ca2+] i von
< 100 nM auf > 800 nM. Die Anderung der [Caz‘”]i in den Zellen wurde durch eine Serie von
Momentaufnahmen im zeitlichen Abstand von 10-20 sek mit dem Ca2+-Imaging System do-

kumentiert,

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

Zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkaniie sind die Endglieder der Signaltransduktion bei der
Photorezeption und der Olfaktion. Der olfaktorische CNG-Kanal der Ratte wird durch die
Untereinheiten rCNCo3, tCNCo4 und rCNCB1b gebildet (Bonigk et al., 1999). Es kann aber
nicht ausgeschlossen werden, daf} in einer Subpopulation von Riechzellen CNG-Kanile aus
anderen Untereinheiten gebildet werden, In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht
werden, ob zusitzliche CNCo-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 ,,fCNCo2“ bezeichnet
wurde, Von dieser Untereinheit existieren zwei Spleifivarianten, die als ,,fCNCo2a“ bzw.
»TCNCo2b* bezeichnet wurden. Im Auge lieB sich ausschlieBlich die kiirzere rCNCo2a-
SpleiBvariante nachweisen. Im Riechepithel und im Hoden existieren beide Spleifivarianten,
Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosduresequenzen von rCNCa2a und rCNCo2b mit ande-
ren CNCo-Untereinheiten ist im Anhang aufgefiihrt (7.2).

Das Kapitel ,,Ergebnisse” gliedert sich in drei Teile. Zun#chst wird die Klonierung der
rCNCa2-Untereinheit beschrieben. Im gleichen Teil wird die Modifizierung der Nukleotidse-
quenz (fiir die heterologe Expression) und die Herstellung eines Antikirpers gegen diese Un-
tereinheit erldutert. Alle dabei verwendeten Oligonukleotide (,,Primer*) und deren Hybridisie-
rungsbereiche sind im Anbang aufgefiihrt (7.1). Die in der Arbeit angegebenen Nukleotid-
und abgeleiteten Aminosdurepositionen beziehen sich, soweit nicht anders vermerkt, auf die
rCNCua2b-Spleifivariante. Im zweiten Teil werden die Ergebnisse zur Expression in situ und
zur zelluldren Lokalisierung der rCNCo2-Untereinheit beschrieben. Im dritten Teil wird die
heterologe Expression und die Charakterisierung der elektrophysiologischen Eigenschaften

der rCNCo2a- und rCNCo2b-Kanile dargestellt.

3.1 Klonierung der CNCo2-Untereinheit der Ratte (f CNC¢2)

CNCo2-Untereinheiten wurden aus mehreren Spezies kloniert, Die CNCo2-Untereinheiten
des Huhns (¢cCNCo2: Bonigk et al., 1993) und des Menschen (hCNCo2: Yu et al., 1996;
Wissinger et al., 1997) wurden aus der Retina kloniert. Die CNCo2-Untereinheit wird in der

Retina ansschlieBlich in Zapfenzellen exprimiert. Beim Rind wurde die CNCa2-Untereinheit
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aus dem Hoden kloniert und in Zapfenzellen der Retina nachgewiesen (bCNCo2: Weyand et
al., 1994). Beim Huhn konnten auferdem zwei Spleifivarianten der CNCo2-Untereinheit aus
dem Pinealorgan kloniert werden (pcCNCa2a und pcCNCo2b: Bonigk et al., 1996).

Im Riechepithel der Ratte gibt es eine Subpopulation von Riechzellen, die moglicherweise
cGMP als sekundiren Botenstoff verwenden (Juilfs et al., 1997). Daher konnte vermutet wer-
den, daB} eine cGMP-sensitive CNC-Untereinheit, z.B. eine CNCo2-Untereinheit, auch in
Riechzellen der Ratte exprimiert wird. Die Sequenz der CNCa2-Untereinheit der Ratte war
zu Beginn meiner Arbeit nicht bekannt. Allerdings wurde aus dem Zungenepithel der Ratte
eine Nukleotidsequenz kloniert, die fiir eine, als,,rCNGgust‘ bezeichnete, CNC-Untereinheit
kodiert (Misaka et al., 1997). Die abgeleitete Aminosiuresequenz zeigt sehr hohe Ahnlichkeit
zu den Aminosiuresequenzen der CNCo2-Untereinheiten des Rindes und des Menschen
(> 80 %). Misaka und Mitarbeiter hatten nicht versucht, die Expression dieser Untereinheit in
anderen Geweben, wie z.B. Retina und Hoden, nachzuweisen. Aufgrund der Sequenzihnlich-
keit konnte angenommen werden, da die ,,rCNGgust“-Untereinheit der CNCoi2-Untereinheit
der Ratte (tCNCo2) entspricht.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Spleifivarianten der tCNCo2-Untereinheit aus dem
Riechepithel, dem Auge und dem Hoden der Ratte kloniert. Die gefundenen Sequenzen wei-
chen im 5”-Bereich von der publizierten ,,rCNGgust”-Sequenz ab. Es wurden mehrere cDNA-
Fragmente isoliert (3.1.1) und zusammengefiigt (3.1.3). Die Nukleotid- und abgeleitete Ami-
nos#iuresequenz der rTCNCo2-Untereinheit ist in der Abbildung 3.1.2.1 dargestellt.

3.1.1 Amplifikation von ¢cDNA-Fragmenten mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR: 2.10) wurden cDNA-Fragmente amplifiziert.
Die Lage der amplifizierten Fragmente relativ zur Gesamtsequenz der rCNCo2-Untereinheit
ist in der Abb. 3.1.1.1 schematisch dargestellt.

Zunichst wurde polyadenylierte RNA aus dem Riechepithel der Ratte isoliert (2.8) und durch
reverse Transkription nach der ,,random priming‘-Methode (2.9) in cDNA umgeschrieben.
Diese diente als Matrize bei der PCR. Anhand der Nukleotidsequenz der ,,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 geglittet (2.6.2.1), das Fragment wurde phosphoryliert (2.6.2.2)
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und gereinigt (2.5.6). Danach wurde es in die dephosphorylierte EcoRV-
Restriktionsschnittstelle eines pBluescriptSK'-Vektors (2.2.1) eingefiigt (2.6.3) und sequen-
ziert (2,.11). Die Nukleotidsequenz des Fragments (Nukleotide 584-1131) entspricht dem kor-
respondierenden Bereich der ,,;fCNGgust‘-Sequenz. Die Hybridisierungsbereiche der Primer
#2165 und #2166 liegen in zwei unterschiedlichen Exonen des Gens (Misaka et al., 1997). Da
das amplifizierte Fragment keine Intronsequenzen enthielt, muflite es Teil eines gespleifiten
Transkripts sein. Damit war sichergestellt, dall die ,,JCNGgust“-Sequenz im Riechepithel
transkribiert wird, und daf3 die Amplifikation des Fragments nicht auf einer Verunreinigung
mit genomischer DNA beruhte.

Die CNCa2-Untereinheit des Rindes wurde in der Retina und im Hoden nachgewiesen (Wey-
and et al., 1994). Wenn die ,,rtCNGgust”“-Untereinheit der rCNCo2-Untereinheit entspricht,
sollte sich die Transkription dieser Untereinheit auch im Auge und im Hoden der Ratte nach-
weisen lassen. Daher wurde polyadenylierte RNA auch aus diesen Organen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Die cDNAs aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden wurden
als Matrize fiir weitere PCR-Experimente verwendet. Zundchst wurde versucht, ein Fragment
aus dem 3"-Bereich des Gens zu amplifizieren. Mit den Primern #2168 und #2169 lief sich
aus den verschiedenen ¢cDNAs jeweils ein Fragment gleicher GroBle amplifizieren. Die Frag-
mente wurdén, wie fiir das Fragment-2165/2166 beschrieben, in einen Vektor cingefiigt (Be-
zeichnung: ,,pBlue-2168/2169%) und sequenziert, Die Sequenzen der Fragmente, die aus den
verschiedenen cDNAs amplifiziert wurden, waren identisch. Das jeweils amplifizierte Frag-
ment (Nukleotide 1090-2089; Bezeichnung: ,,3°-Fragment-2168/2169“) entspricht dem korre-
spondierenden Bereich der ,,rCNGgust‘; -Sequenz, Das Fragment enthilt im 3”-Ende das Stop-
kodon (Nukleotide 2011-2013; TGA) und einen Teil des nicht-kodierenden Bereichs (Nu-
kleotide 2014-2089).

Um Fragmente aus dem 5°-Bereich des Gens zu erhalten, wurden verschachtelte PCR-
Experimente (2.10.2.2) mit den Primerpaaren #2191, #2179 und #2192, #2166 durchgefiihst.
Dabei wurde aus ¢cDNA aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden jeweils ein Frag-
ment gleicher Grofle amplifiziert. Die Fragmente wurden, wie bereits beschrieben, in einen
Vektor eingefiigt (Bezeichnung: ,,pBlue-2192/2166“) und sequenziert. Die Sequenzen der
Fragmente, die mit den verschiedenen cDNAs amplifiziert wurden, waren identisch. Das je-
weils amplifizierte Fragment (Nukleotide 233-1131; Bezeichnung: ,,5"-Fragment-2192/2166%)
entsprach dem korrespondierenden Bereich der ,,rtCNGgust-Sequenz” mit Ausnahme eines

Nukleotids (3.1.2).
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Abb. 3,1.1.1: Lage der amplifizierten Fragmente relativ zur Gesamtsequenz rCNCo2 (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 mur in der
rCNCo2b-Spleiivariante vorkommt.(Nukleotide 105-218), ist grau dargestellt. Das Fehlen dieses Segments
(A 105-218) ist durch eine gestrichelte Klammer angedeutet. Der nicht-kodierende 3 -Bereich (Nukleotide
2014-2089) ist schraffiert dargestelit. Nukleotidpositionen sind durch senkrechte Striche markiert. Das ergiinzie
Startkedon (ATG) ist kursiv geschrieben. Die Bezeichnung der Fragmente ist am linken Bildrand angegeben.
Fragmente, deren Bezeichnungen unterstrichen sind, worden verwendet, um die volistindigen 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, daf}
das Gen fiir die ,,fCNGgust“-Untereinheit im Riechepithel, im Auge und im Hoden der Ratte
transkribiert wird, Der Nachweis der Transkription dieser Sequenz im Auge und im Hoden
stiitzte die Annahme, daB es sich bei der ,,rCNGgust“-Untereinheit um die rCNCo2-
Untereinheit handelt.

Das vollstindige 5”-Ende der rCNCo2-Sequenz sollte durch verschachtelte PCR-Experimente
amplifiziert werden. Es wurden Primer synthetisiert, die im nicht-kodierenden 5°-Bereich
bzw. im Beginn der ,,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 mufi gefolgert werden, dal das
5°-Ende der rCNCo2-Untereinheit vom 5°-Ende der publizierten ,,fCNGgust”-Sequenz ab-
weicht.

Um das 5°-Ende der rCNCo2-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 der Ratte hergestellt und mit freundlicherweise von Dr. J.
Bradley (Ecole Normale Supéricure, Paris/ Frankreich) zur Verfilgung 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 der spezifischen Sonde wurden mehr als 10°
unabhingige Phagenklone untersucht. Es wurde kein positiver Klon detektiert.

Daher wurde versucht, das 5°-Ende der 1‘CNCO¢2-Untereinheit durch die ,,5"-RACE-PCR"-
Methode (2.10.2.3) zu amplifizieren. Aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden der
Ratte wurde polyadenylierte RNA isoliert (2.8) und als Matrize fiir die Herstellung genspezi-
fischer cDNA (2.9) verwendet. Fiir die cDNA-Synthese wurde der Primer #2193 verwendet
(Abb. 2.10.2.3). Durch Polyadenylierung wurde die cDNA am 3°-Ende mit einer Folge von
Desoxyadenylylnukleotiden versehen. Diese modifizierte cDNA wurde als Matrize fiir die
5-RACE-PCR verwendet, Eine erste PCR wurde mit dem Oligo-dT-Anchor-Primer und dem
Primer #2194 durchgefithrt (Abb. 2.10.2.3). Mit den Produkten der ersten PCR als Matrize,
dem Anchorprimer und dem Primer #2195 wurde cine zweite PCR durchgeftihrt (Abb.
2.10.2.3). Die Produkte der zweiten PCR wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt (2.5.4),
auf eine Membran {ibertragen (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 gleichmiBig iiber
einen Groflenbereich von ca. 400-2000 bp verteilten. Die PCR-Produkte im Gréfienbereich
von ca. 450-800 bp wurden gereinigt und in die EcoRV-Klonierungsstelle des Vektors
pBluesriptSK’ eingefiigt. E.coli-Zellen wurden mit den hergestellten Plasmiden transformiert
und anschlieflend ausplattiert. Diese Zellen wurden mit Hilfe der ,,Kolonie-Hybridisierung*
(2.7.1.3) untersucht. Die Filterabziige der Kulturplatten wurden mit einer spezifischen, radio-
aktiv markierten Sonde hybridisiert. Als Sondenmatrize wurde erneut das PCR-Fragment
verwendet, das mit den Primern #2192 und #2166 hergestellt worden war (s.0.). Positive Klo-
ne wurden isoliert und sequenziert.

Dabei wurde ein 5-RACE-Fragment gefunden (Nukleotide 4(A105-218)-604; Bezeichnung:
»3-RACE-Fragment-Auge”), das die Nukleotide 4-104 enthielt. Den Nukleotiden 4-104
folgte ein Bereich (Nukleotide 219-232), der aus der publizierten ,,srCNGgust”-Sequenz be-
kannt war. Dieser Sequenz folgte ein Nukleotidbereich (Nukleotide 233-604), der bereits aus
dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden der Ratte kloniert worden war (s.0.). Dem ge-
fundenen 5°-RACE-Fragment fehlte der zu diesem Zeitpunkt unbekannte Sequenzabschnitt,
der die Nukleotide 105-218 umfalite.

Mehrere Fragmente wurden isoliert, die den Ubergang der Nukleotide 4(A105-218)-232 in
bereits klonierte Sequenzbereiche (Nukleotide 233-604) belegten. Es wurde jedoch kein Klon
gefunden, der ein Startkodon enthélt. Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz der
Nukleotide 4-104 mit den N-Termini bekannter CNCo2-Kanile legt nahe, daB der 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
erginzt und durch kursive Schreibweise markiert, Die 5°-RACE-Fragmente, denen die Nu-
kieotide 105-218 fehlen, wurden aus Ansiitzen isoliert, bei denen als Matrize CDNA aus dem

Auge verwendet wurde. Um die 5°-Sequenzen aus dem Riechepithel und dem Hoden zu

5°-RACE-Fragment-Auge ~AKVNTQCSQOPSPROLSVKDAADRDLDQVENGLG
bCNCo2 MAKISTQYSHPTRTHPSVR-TMDRDLDCIENGLS
hCNCo2 MAKINTQYSHPSRTHLEVK-TSDRDLNRAENGLS
cCNCo2 MAKINTQHSYPGMHGLSVR-TTDEDIERTENGFI

Abb. 3.1.1.2: Vergleich der abgeleiteten Aminosiuresequenz der 5'-terminalen Nukleotide des isolierten
5-RACE-Fragmenis (5-RACE-Fragment-Auge) mit den N-terminalen Aminosiiuresequenzen bekannter
CNCo2-Untereinheiten. Die abgeleitete Aminostiuresequenz ist mit den N-Termini der CNCo2-Untereinheiten
des Rindes (bCNCo2), des Menschen (hRCNCa2: Yu et al., 1996) und des Huhns (cCNCo2) verglichen. Es sind
Jjeweils die ersten 33 Aminosiuren aufgefiihrt. Aminos#uren, die in allen vier Sequenzen identisch sind, sind fett
gedruckt, Aminoséuren, die (maximal) in drei der Sequenzen identisch sind, sind unterstrichen.
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bp 1 2 3

947 —
231 — 5°-Fragment-
Riechepithel/Hoden
564 «—
< 5”-Fragment-
Riechepithel/Auge/Hoden
125 —
Abb. 3.1.1.3: Southernblot-Analyse der aus ¢DNA amplifizierten, terminalen 5°-Fragmente (Beschreibung

im Text). Als Matrize wurden folgende cDNAs verwendet: Spur 1: Riechepithel, Spur 2; Auge, Spur 3: Hoden.
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 spezifischen Sonde hybridisiert. Die schwache Bande in Spur 1 bei ca.
220 bp ist wahrscheinlich ein PCR-Artefakt, Als Marker wurde A-DNA verwendet, die mit EcoRI und HindIII
geschnitten worden war (MBI Fermentas/ Litauen).

bestimmen, wurden verschachtelte PCR-Experimente durchgefiihrt. Als Matrize diente je-
weils ¢cDNA aus dem Riechepithel, dem Hoden und dem Auge. Anhand der terminalen
57-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 durch Gelelekirophorese aufgetrennt, auf eine Membran iiber-
tragen (2.7.1.1) und mit einer spezifischen, 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 cDNAs
wurde ein Fragment mit einer Liinge von 483 bp amplifiziert. Aus cDNA aus dem Riechepit-
hel und dem Hoden wurde ein zusétzliches, grofieres Fragment mit einer Linge von 597 bp
amplifiziert. Die Fragmente wurden, wie oben beschrieben, in einen Vektor eingefligt und
sequenziert. Die Sequenz des kiirzeren Fragments ist identisch zur ,,5-RACE-Fragment-
Auge‘“‘-Sequenz, beginnt jedoch aufgrund des verwendeten Primers #2365 mit dem Nukleotid
8. Dieses Fragment wurde als ,,5"-Fragment-Riechepithel/Auge/Hoden" bezeichnet (Nukleo-
tide 8(A105-218)-604). Das grilere Fragment, das nur aus cDNA aus dem Riechepithel bzw.
dem Hoden amplifiziert wird, wurde als ,,5"-Fragment-Riechepithel/Hoden” bezeichnet
(Nukleotide 8-604). Es besitzt einen Einschub von 114 Nukleotiden (Nukleotide 105-218).
Dieser Einschub zeigt in der abgeleiteten Aminosiuresequenz sehr groffie Homologie zu ei-
nem Segment aus den N-terminalen Sequenzen bekannter CNCo2-Untereinheiten (7.2).

Die Ergebnisse zur Klonierung der rCNCo2-Untereinheit sollen hier zusammengefalit wer-

den: Die rCNCa2-Untereinheit existiert im Riechepithel und dem Hoden in zwei Varianten,
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die sich durch eine Insertion (Nukleotide 105-218) unterscheiden. An den Grenzen der
Insertion findet sich jeweils eine Konsensussequenz fiir einen Exon-Exon-Ubergang (AGGN;
Mount et al., 1982). Es handelt sich bei den gefundenen Varianten daher sehr wahrscheinlich
um Spleivarianten eines Gens. Im Auge wird ausschlieBlich die Spleifivariante gefunden, der
diec Nukleotide 105-218 fehlen. Diese Form der rCNCo2-Untereinheit wurde als
»ICNCa2a“-Spleiflvariante  bezeichnet. Die lidngere Form wurde als ,,itCNCo2b*-
Spleifivariante bezeichnet, In Abb. 3.1.2.1 ist die Sequenz der rCNCo2-Untereinheit darge-
stellt.

47




3.1.2 Nukleotid- und abgeleitete Aminosiuresequenz der rCNCo2-Untereinheit

ATGGCCAAGGTCAATACCCAATGCTCACAGCCCTCCCCGAGACAACTTTCAGTAAAGGAC
M A K V N T Q C 85 ¢ P 8§ P R Q L 8 Vv K D

&
GCCGCAGACAGAGACCTCGATCAAGTGCGAGAATGGCCTCGCCAGGTCTCACTCACCATGET
A A b R D L D gog Vv E N G L GG R &8 H 8 P C

GAGGAGACATCTTCCACAGTGCATCAGGGGATCATCATGGAGACCGGAGAACTEGCTGGA
E E T 8 §8 TV H Q ¢ I vV M E T G E L A @G

v
GCCGCACAGAGTTTATTCACAAGCCAGGGGCCAGCCAGGGTGTCACGCTTCATCATCTCC

A A Q 8§ L F T 8 Q ¢ P A RV S8 R F I I =5
#

ATTCGTGCGTGEGCCGCCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGACGCCTGACTCCTTTTTG
I R A W A A R H L H HE D P T P D s F L

GATCGTTTTCATGCGAGCTGACGCTTAAGCGAAGTATCCAGCCAGGAAAGGAATECCCAGCCC
D R FP H ¢ A E L K E V S S Q E R N A Q P

v
AACCCAGGAGGACACCAACCACCAGAGGGAGCGAAAGGCAGGAACAAGGATCCCATTGTG
N P G G Q E P P E G G K G R K K D P I V

S1
GTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCCCTCCCGGTCTTC
v b p 8 8 N I Y Y R W L ™ A I A L P V F

h
TATAACTGGTGETCTACTTGTGTGCAGGGCCTGTTTTGATGAGCTACAGTCAGAACACCTG
Yy N w ¢ L L VvV C R A CVF D E L O 5 E H L

S2
ACACTGTGGCTGGTCCTGGACTACTCTCGCAGATGCCCTGTATGTTGTGGACATGCTGGTT
T L w L v L b Y 5 A D A L Y V V D M L V

A\
CGTGCCCEGACAGGTTTCCTTGAACAAGGCCTAATGGTCAGGGATACCAAGAGGCTGTGG
R A R T G F L, E Q G L M V R D T K R L W

%

S3
AAACATTACACAAAGACCTTGCACTTCAAGCTGGACATCCTGTCTCTCATCCCCACAGAC
K H v T™ K » L. H » K L b I L § L I P T D

S4
CTGGCTTATTTGAAGTTGGGCATGAACTACCCGGAACTGAGGTTCAATCGCCTCCTGAGG
L A Y b, X L 6 ¥M NY P E L R F N RIL L R

TTCTCTCGGCTCTTTGAGTTCTTTGACCGCACGGAGACAAGGACCAACTACCCCAATGTG
S R L F E F F DR TE TR TN Y P N V

S5
TTCAGGATAGGGAACTTGETTCTGTACACCCTCATTATCATCCACTGGAACGCCTGCATC
F R I 6 N L V L ¥ T L I ¥ I H W N A C I
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TACTTTCCCATTTCCAAGTTCATCGGTT TTGEAACAGATTCCTGGGTCTATCCAAACACC
Y F A I 8 K F I G F G T D S W V Y P N T
W

TCCAAGCCGGAGTATGCACGCCTCTCCAGCGAAGTACATTTACAGCCTCTACTGGTCCACC
s K P E Y G R L 8§ R K Y I ¥ 8§ L ¥ W S5 T

Porenregion
TTGACCCTGACCACCATTGGGGAGACCCCGCCCCCCGTGAAGGATGAGGAGTATCTCTTT
L T .. T I G E TP P P V K D E E Y L F

S6
GTGGTCATAGACTTCCTGCETGGGCATCCTGATCTTCGCCACTATAGTAGGCAATGETGEGGC
vy v I p v L VvV G V L I F A T I V G N V G

TCCATGATTTCCAACATGAACCCTTCCCGGGCGGAGTTCCAGGCTAAGATAGATTCCATC
s M I § N M N A § R A E F Q A K I D 85 I

AAGCAGTACATGCAGTTCCGGAAGGTAACCAAGGACT TGGAGACTCGCEGTTATCCGGTGG
K ¢ ¥y ¥Mm 9 F R XK v T K D L E T R V T R W

TTTGACTATCTGTGGGCTAACAGGAAGACCETGCGATGAAAAGGAAGTGCTCAAAAACCTC
F D Y L. » A N R KTV D E K E V L K N L

CCAGACAAGCTGAAGGCCGAGATCGCCATCAACGTGCACCTGGACACACTGAAGAAACTC

P D K L K A B I A I NV H L D T L - K K V
*

CGAATCTTCCAGGACTGCGAGGCAGGECTTCTGGETGCGACCTGETECTGAAGCTTCGTCCT
R I F Q D C BE A G L L V E L VL K L R P

GCTGTGTTCAGCCCTGEGGACTACATTTCGCAAAAAGGGGGACATTGGAAGGGAGATGTAC
AV F 8 P GD Y I ¢ K K G D I G R E M Y

cNMP-Bindestelle
ATCATCAAGGAGGGCAACCTEGCTGTCGTEECTGACGATGGGETCACCCAGTTTGTGGTC
I I X E G K L, AV VvV A DDGV T Q F VvV V

CTCAGTGATGGCAGTTACTTTGCGGGAGATCAGCATCTTAAACATTAAGGCGAGCAAGTCG

L S p ¢ g ¥Y P g E I 5 I L N I K G S§ K S

GGGAACCCCAGGACAGCCAACATCAGCGAGCATCGGCTACTCGGACCTGETTCTGCCTCTCC
G N R R TA NI R §$ I G ¥ 8 D L F C L 8

AAGGATGACTTGATGGAGACCCTCACGGAGTACCCGGATGCTAAGAGGGCTCTGGAGGAA
X 0D p L ¥ ET L T &Y P D A K R A L E E

AAGGGTCGGCAGATTCTGATGAAGGACAACCTAATCGATGACCGACCTGGTGACGGCCAGG
K 66 R p I L. M K D N L T DD D D L V T A R

*

49

960
320

1020
340

1080
360

1140
380

1200
400

1260
420

1320
440

1380
460

1440
480

1500
500

1560
520

1620
540

1680
560

1740
580

1800
600




GCAGATGCCAGGAACATCGAGGAGAAGGTGGAGTACCTGGAGTCATCCTTGGACGGCCTG 1860

A D A R N I E E K V E-Y L E 8 5§ L b G L 620
CAGACGAGGTTCGCCCGACTCCTGGCTGAGTACAGTGCCTCCCAGATGAAGCTGAAACAG 1920
Q T R F A R L L A E ¥ 8§ A S Q M K L K O 640
CGGCTCAGCCAGCTGGAGAGCCCAGATGACCAGGAGGGCTCATGGCTTCTCACCTGACAGG 1980
R L 8 ¢ L ES5 9 M T™ R R G HGF 8 P D R 660
*
GAGAATTCCGAGGATGCTTCAAAAGCTGACTGAAAATGCAGCETGGCTCTGCCTCCTGCTT 2040
E N S E D A § K A D - 670
CCCAGGGCCAGCTGCCAGTGAGACACTTTACAGCCTCGTGGTGAAGAGT 208¢%

Abb. 3.1.2.1: Nukleotid- und abgeleitete Aminosiiuresequenz der rCNCo2-Untereinheit. Davgestelit ist die
rCNCo2b-SpleiBvariante, Die Nukleotide sind in 5°— 3"-Richtung numeriert. Die abgeleitete Aminoséurese-
quenz ist unter der Nukleotidsequenz angegeben und ebenfalls numeriert. Die Nukleotide und abgeleiteten Ami-
nosiuren, die der rCNCeo2a-Spleifivariante fehten (Nukleotide 105-218), sind durch fetten Druck gekennzeich-
net. Die Nukleotide dieses Bereichs sind zusitzlich unterstrichen. Das Startkodon (ATG) und das abgeleitete
Methionin wurden ergiinzt und sind durch kursive Schreibweise markiert. Das Startkodon, das abgeleitete Me-
thionin und das Stopkodon (TGA) sind unterstrichen. Die Lage der putativen transmembranalen Segmente S1-
56, der Porenregion und der Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (cNMP-Bindestelle) ist durch Balken iiber der
Nukleotidsequenz angegeben. Die Grenzen dieser Bereiche wurden durch Sequenzvergleich mit anderen
CNCo2-Kanilen (Bonigk et al., 1993; Weyand et al., 1994; Bonigk et al., 1996) festgelegt. Exongrenzen, die
von Misaka und Mitarbeitern (1997) identifiziert wurden, sind durch (¥) gekemnzeichnet. Exongrenzen, die
aufgrund der gefundenen Spleifivarianten abgeleitet wurden, sind durch (@) gekennzeichnet. Potenticlle Phos-
phorylierungsstellen fiir cAMP/cGMP-abhiingige Kinasen ( ¢ ), Proteinkinase C ( # ) und eine potentielle Glyko-
sylierungsstelle ( ) sind ebenfalls gekennzeichnet.

Die ¢cDNA von rCNCoi2a kodiert fiir ein Protein von 632 Aminoséuren mit einer errechneten
Molmasse von 72,5 kDa. Die cDNA von rCNCo2b weist einen Einschub von 114 bp (Nu-
kleotide 105-218) auf und kodiert fiir ein Protein von 670 Aminoséduren mif einer errechneten
Molmasse von 76,4 kDa. Die Sequenzen sind ab der Nukleotidposition 219 bis auf eine Aus-
nahme identisch zur publizierten »TCNGgust“-Sequenz (Misaka et al., 1997). An Nukleo-
tidposition 323 wurde ein Thymidyl- anstelle eines Cytidylnukleotids gefunden. Diese Ab-
weichung wurde durch mehrere unabhiingige PCR-Experimente bestitigt. Die abgeleitete
Aminos#uresequenz enthélt daher an Position 108 ein Leucin anstelle eines Prolins. Alle be-
kannten CNCo2-Untereinheiten besitzen an der korrespondierenden Position ein konservier-
tes Leucin. Daher ist ein Sequenzierfehler durch Misaka und Mitarbeiter (1997) sehr wahr-
scheinlich.

Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen der Spleifvarianten zeigen sehr groe Ahnlichkeit zu
bekannten CNCa2-Untereinheiten. Fiir die rtCNCo2b-Untereinheit ist hier im Vergleich zu

anderen CNCo2-Untereinheiten der Prozentsatz der identischen bzw. der konservativ
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substituierten Aminosduren (in Klammern) angegeben: cCNCo2 (76,4 % bzw. 11,5 %),
bCNCo2 (82,7 % bzw. 8,2 %) und hCNCo2 (81,6 % bzw. 8,2 %).

Die Spleifivarianten rCNCo2a und rCNCa2b weisen sechs putative transmembranale Seg-
mente (S1-S6), eine Porenregion und eine Bindestelle fiir zyklische Nukleotide auf. Beiden
Spleilvarianten fehlt im Vergleich zu bekannten CNCo2- und CNCol-Untereinheiten ein
Bereich N-terminal vom ersten transmembranalen Segment, in dem {iberdurchschnittlich viele
geladene Aminosduren vorkommen (7.2). Die Funktion dieses hydrophilen Bereichs, der auch
in den CNCo3- und CNCo4-Untereinheiten (und der pcCNCo2b-Spleifivariante) fehlt, ist
noch unbekannt,

Die abgeleiteten Aminosiuresequenzen der Spleifivarianten unterscheiden sich durch einen
Einschub von 38 Aminosduren im N-Terminus. In diesem Bereich befindet sich in einigen
CNCo-Untereinheiten eine Calmodulinbindestelie. Durch den Spleifivorgang werden in die-
sem Bereich unterschiedliche Nukleotidsequenzen erzeugt, die in der abgeleiteten Aminoséu-
resequenz unterschiedliche putative Calmodulinbindestellen ergeben. Calmodulinbindestellen
bestehen aus ca. 20 Aminoséuren und binden Calmodulin mit nanomolarer Affinitét, Sie wei- -
sen ein Motiv auf, das als ,,1-5-8-14“-Motiv bezeichnet wird (O’Neil & DeGrado, 1990; Cri-
vict & Ikura, 1995). An den Positionen 1 und 14 befinden sich hiufig aliphatische oder aro-
matische Aminosiuren. An den Positionen 5 und 8 befinden sich hiufig hydrophobe Ami-
noséuren.

In der Abbildung 3.1.2.2 sind die putativen Calmodulinbindestellen der Spleiffivarianten
rCNCo:2a und rCNCa2b und die korrespondierenden Bereiche anderer CNCo-Untereinheiten
dargestellt. Am besten untersucht ist die Calmodulinbindestelle der tCNCo3-Untereinheit, die
Calmodulin mit hoher Affinitit bindet (Kp=3,4 nM; Liu et al,, 1994). Die Bindung von

1 5 8 14
rCNCo2a DQVENGLGRVSRFITSTIRAWAARHLH (27-52)
rCNCo2b FTSQGP-ARVSRFIISTRAWAARHLH (66-90)
hCNCo2 FTSQGP-TRLSRLTISLRAWSARHLH (65-89)
cCNCo2 FTGRGAMARLSRFVVSLRSWATRHLH (65-90)
rCNCa3 RRGRGGFQRIVRLVGVIRDWANKNFR (62-87)

Abb. 3.1.2.2: Vergleich der putativen Calmodulin-Bindestellen der rCNCo2-Spleifivarianten mit den
korrespondierenden Bereichen anderer CNCa-Untereinheiten (Erlduterung im Text), Dargestellt sind Berei-
che aus den Spleifivarianten rCNCo2a und rCNCo2b, aus den CNCo2-Untereinheiten des Rindes (bCNCo2),
des Huhns (¢cCNCa2), sowie aus der CNCa3-Untereinheit der Ratte (rCNCo3). Die Position der Sequenzab-
schnitte ist jeweils rechts angegeben, Die Aminosiuren, die das ,,1-5-8-14°-Motiv bilden, sind unterstrichen.
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Calmodulin an die rCNCo3-Untereinheit im olfaktorischen Kanal vermindert die Liganden-
sensitivitidt des Kanals fiirt cAMP um einen Faktor von 20 (Chen & Yau, 1994). Die cCNCai2-
Untereinheit enthilt an Position ! 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 Ligandensensitivitit des heterolog exprimierten ¢cCNCc2-Kanals um den
Faktor 1,5-2 (Bonigk et al., 1996).

Die putative Calmodulinbindestelle der bCNCa2-Untereinheit besitzt an der ersten Position
des 1-5-8-14-Motivs keine aliphatische oder aromatische Aminoséure. Ein Peptid, das den
Bereich der putativen Bindestelle enthdlt, bindet Calmodulin mit einer Affinitdt von
ca. 120 nM (Dr. K.W. Koch, persénliche Mitteilung). Heterolog exprimierte bCNCo2-Kanile
werden jedoch nicht durch Calmodulin moduliert (Dr. F, Miiller, persénliche Mitteilung).

Die putative Calmodulinbindestelle der rtCNCo2a-Spleifivariante &hnelt im 1-5-8-14-Motiv
am meisten der Calmodulinbindestelle der cCNCa2-Untereinheit. Die beiden CNC2oi-
Untereinheiten unterscheiden sich im 1-5-8-14-Motiv an der 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 der rCNCa2b-Variante
dhnelt hingegen mehr der Calmodulinbindestelle der bCNCo2-Untereinheit, da bei beiden
Untereinheiten an der ersten Position des 1-5-8-14-Motivs weder eine aliphatische, noch eine
aromatische Aminosdure vorkommt. Aus diesem Grund wurde die erste Position des
1-5-8-14-Motivs dieser beiden Untereinheiten in der Abbildung 3.1.2.2 als ,,Leerstelle” an-
gegeben, Ob die Sequenzunterschiede von rCNCo2a und tCNCo2b im Bereich der putativen
Calmodulinbindestelle funktionelle und physiologische Bedeutung haben, sollte durch he-
terologe Expression dieser Spleifivarianten in HEK 293-Zellen und Untersuchung der elektro-
physiologischen Eigenschaften der gebildeten Kanile geklédrt werden. Die Sequenzen, die flir
die vollstindigen Spleifvarianten kodieren, wurden aus den klonierten Einzelfragmenten
(3.1.1) zusammengesetzt und in einen Expressionsvektor eingefiigt (3.1.3). Die Spleifivarian-
ten wurden in HEK 293-Zellen heterolog exprimiert und elektrophysiologisch charakterisiert

(3.3.2).
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3.1.3 Modifizierung der rCNCo2-Sequenz fiir die heterologe Expression in HEK 293-
Zellen

Die Nukleotidsequenzen, die fiir die vollstindige rCNCo2a- bzw. die rCNCo2b-Spleil’-
variante (3.1.2) kodieren, wurden unter Verwendung der 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. Zunéichst wurde ein Plasmid hergestellt, das die
Nukleotide 235-2013 enthélt (Abb. 3.1.3.1; Bezeichnung: ,,pBlue-tCNCo2ANT*). Dieser
Bereich ist in den SpleiBvarianten rCNCo2a und rCNCo2b identisch. In der abgeleiteten
Aminosduresequenz (179- D670) ergibt sich eine verkiirzte rCNCa2-Untereinheit (Bezeich-
nung: ,,;ICNCo2ANT"), der ein Teil des N-Terminus fehlt (7.2). Diese Sequenz wurde in den
Vektor pcDNATAmp umkloniert (Abb. 3.1.3.1). Mit dem entstandenen Plasmid (Bezeich-
nung: ,,pcDNA-rCNCo2ANT“) und den terminalen S5°-Fragmenten (Abb. 3.1.1.1:
5°-Fragment-Riechepithel/Auge/Hoden bzw. 5°-Fragment-Riechepithel/Hoden) wurden die
Sequenzen, die fiir die vollstindige rCNCo2a- bzw. die rTCNCo2b-Spleilvariante kodieren,
hergestellt (Abb. 3.1.3.2). Die Sequenzen wurden dann jeweils in den Vektor
pcDNAIAmpAHind (s.u.) eingefiigt (Bezeichnung: ,,pcDNA—rCNCOﬁZa“ und ,,pcDNA-
rCNCo2b*). Diese Plasmide und das Plasmid pcDNA-rCNCo2ANT wurden zur heterologen
Expression der vollstindigen Spleivarianten bzw. der N-terminal verkiirzten Mutante der
rCNCo2-Untereinheit in HEK 293-Zellen verwendet (3.3).

Hier soll nun zun#chst die Herstellung des Plasmids pcDNA-tCNCo2ANT erlautert werden
{Abb.3.1.3.1). Mehrere Zwischenprodukte wurden durch PCR hergestellt. Fiir die Herstellung
eines 3 ’-Fragments wurde das Plasmid pBlue-2168/2169 als Matrize verwendet, das die Nu-
kleotide 1090-2089 enthiilt (3.1.1). Die PCR wurde mit den Primern #2168 und #2251 durch-
gefiihrt, Durch den Primer #2251 wurde eine Xbal-Restriktionsschnittstelle im Anschluf} an
das Stopkodon (Nukleotide 2011-2013) in das PCR-Produkt (Bezeichnung: ,,3’-Fragment-
2168/2251%) eingefithrt, Fir die Herstellung eines 5°-Fragments wurde das Plasmid pBlue-
2192/2166 als Matrize verwendet, das die Nukleotide 233-1131 enthilt (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-
flend ein Startkodon (ATG) unmittelbar vor das Nukleotid 235 in das PCR-Produkt (Bezeich-
nung: ,,5"-Fragment-2250/2166“) eingefiihrt.
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5’-Fragment 2192/2166 3°-Fragment-2168/2169

Ligation in EcoRV geschnittenen pBluescriptSK
/
pBlue-2192/2166 pBlue-2168/2169
PCR mit #2250, #2166 PCR mit #2168, #2251
\ N\
5¢‘-Fragment-2250/2166 ' 3¢-Fragment-2168/2251
23|5 1 1‘i31 10|90 201|3 (Stop)
K-ATG! i : C ! | Xbal
| i HindIiI (1429)
| Rekombinante PCR mit #2250, 2252 "
V /_ : 1) Restriktion mit
§’-Fragment-2250/2252 HindllI m:d‘ Xbal
2) Ligation in HindIII/Xbal
2 3l 5 ] 14?6 geschnittenen pBluescriptSK
K-ATG! | ]
HindIII (1429)
1) Gléitten der Enden und
Restriktion mir HindIll )
2) Ligation in Hincll/HindIIl pBlue-Hind/2251
geschnitienen pBluescriptSK
1429 2013 (Stop)
BB Xho! EEE HindIIl} | Xbal B
pBlue-2250/Hind '
Restriktion mit Xhol/HindIIT Restriktion mit Xhol/HindHI
\
. . v
5°-Fragment-Xho/Hind ..
Ligation
2?[!5 1429
Xhol-K-ATG{ 1HindIll
pBlue-rCNCo2ANT
i 1) Restriktion mit Xhol/’Xbal
\!/ 2) Umklonierung in pcDNAIAmp
peDNA-rCNCO2ANT
235 201? {Stop)
B Xhol-K-ATGE— | Xbal [

HindIII (1429)

Abb. 3.1,3.1; Schematische Darstellung der Herstelling des pcDNA-rCNCo2ANT-Plasmids fiir die he-
terologe Expression in HEK 293-Zellen (Erlduterung im Text). Ausgewiihlte Fragmente bzw. Plasmide sind
schematisch dargestellt, Die Fragmente sind als waagerechte Rechtecke, Plasmidsequenzen als schwarze Balken
dargestellt. Ausgewihlte Restriktionsschnittstellen sind eingetragen, Nukleotidpositionen sind durch senkrechte
Striche markiert. Das ergéinzte Startkodon ist kursiv geschrieben. Die relative Lage der Ausgangsprodukte 5°-
FPragment-2192/2166 und 3'-Fragment-2168/2169 zur Gesamtsequenz rCNCo2 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 verldngert. Das Fragment iiberlappt mit dem 37-Fragment-2168/2251 (Abb.
3.1.3.1; Nukleotide 1090-1131). Bei einer rekombinanten PCR fungieren zwei Fragmente, die
tiberlappen, wechselseitig als Startpunkt fiir die Polymerase und als Matrize. Die PCR wurde
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 verlidngert worden war. Das 5°-Fragment-2250/2252 und das 3”-Fragment-
216872251 weisen einen liberlappenden Bereich auf, der die HindII-Restriktionsschnittstelle
(Nukleotid 1429) enthilt, Die Enden des 5°-Fragments wurden geglittet. Danach wurde das
Fragment mit HindIlI geschnitten und in einen HincIl und HindIII geschnittenen pBlue-
scriptSK™-Vektor eingefiigt (Bezeichnung: ,,pBlue-2250/Hind“). Das Plasmid pBlue-
2250/Hind wurde dann mit Xhol und HindIIl geschnitten. Das dabeti entstandene 5°-Fragment
(Bezeichnung: ,,5"-Fragment-Xho/Hind") wurde weiterverwendet.

Fiir die Herstellung eines geeigneten 3’-Fragments wurde das 3°-Fragment-2168/2251 mit
HindIII und Xbal geschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen pBlue-
scriptSK™-Vektor eingefiigt (Bezeichnung: ,,pBlue-Hind/2251%), Das 5’-Fragment-Xho/Hind
(5.0.) wurde anschlieffend in das mit Xhol und HindIlI geschnittene Plasmid pBlue-Hind/22351
eingefiigt. Das hergestelite Plasmid (Bezeichnung: ,,pBlue-rCNCo2ANT") enthilt die Nu-
kleotide 235-2013 der r*CNCo2-Sequenz. Das Gesamtfragment wurde durch Restriktion mit
Xhol und Xbal aus dem Plasmid geschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen ge-
schnittenen pcDNAIAmp-Vektor eingefiigt (Abb. 3.1.3.1; Bezeichnung: ,,pcDNA-
rCNCo2ANT*). Dieses Plasmid wurde zur heterologen Expression der N-terminal verkiirzten
Mutante der rCNCo2-Untereinheit in HEK293-Zellen verwendet (3.3.1).

Das Plasmid diente auerdem als Ausgangsprodukt filr die Herstellung von Plasmiden mit
den vollstdndigen tCNCo2a- und rCNCo2b-Sequenzen. Die IHerstellung dieser Sequenzen
soll hier am Beispiel der tCNCo2b-Spleifivariante dargestellt werden (Abb. 3.1.3.2). Zu-
ndchst wurde durch PCR ein Zwischenprodukt mit dem 5’-terminalen Ende der rCNCo2b-
Sequenz hergestellt. Die PCR wurde mit dem 5”-Fragment-Riechepithel/Hoden (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 ideale ribosomale Bindestelle (Ko-
zak-Sequenz) und ein Startkodon (ATG) unmittelbar vor das Nukleotid 4 in das PCR-Produkt
(Bezeichnung: 5°-Fragment-2374/2206) eingefiihrt. Die Nukleotide 4-7 wurden anhand der
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5 °-Fragment-Riechepithel/Hoden

3 105-218 604
e peDNA-TCNCG2ANT ="
|
! PCR mit #2374 und #2206 | PCR mir #2174 und #2252
vV \/
5'-Fragment-2374/2206 3’-Fragmeni-2174/2252
t:, : 6(}4 436 1|456
Xhol-K-ATG| s ] |
HindIII (1429)
, Rekombinante PCR mit #2374 und #2252
1)Restriktion
5'-TFragment-2374/2252 mit Xhol/Xbal
2) Umklonierung in
4 1456 Xhol/Xbal geschnittenen
Xhol-K-ATGHE IJ pcDNAIAmp AHind
HindIIT (1429)
— pcDNAAHInd-rCNCa2ANT
l 1 )Restriktion
mit Xhol/HindIII
% 2) Ligation
V v
pcDNA-rCNCo2b
4 2013 (Stop)
B Xnol K-A7G] — | Xbar
HindIII (1429)

Abb. 3.1.3.2: Schematische Darstellung der Herstellung des pcDNA-rCNCo2b-Plasmids fiir die heterologe
Expression in HEK 293-Zellen (Erliuterung im Text). Der kodierende Bereich beginnt mit dem Adenylylnu-
kleotid des ATG-Kodons). Die Herstellung des Plasmids fiir die rCNCo2a-Spleillvariante erfolgte auf dhnliche
Weise. Als Ausgangsprodukt wurde dabel jedoch nicht das 5°-Fragment-Riechepithel/Hoden, sondern das
5"-Fragment-Riechepithel/Auge/Hoden (Abb. 3.1.1.1) verwendet. Ausgewihlte Fragmente bzw. Plasmide sind
schematisch dargestellt. Die schematische Darstellung erfolgt, wie in der Abb, 3.1.3.1 angegeben. Die Aus-
gangsprodukte ,,5 -Fragment-Riechepithel/Hoden und ,,pcDNA-rCNCo2ANT" sind in der Abb. 3.1.1.1 bzw.
3.1.3.1 schematisch dargestellt. Die Herstellung des Vektors pcDNATAmpAHind ist im Text erldutert. Verwen-
dete Abkiirzung: K: Kozak-Sequenz (CCACC).
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»3 -RACE-Fragment-Auge“-Sequenz (Abb. 3.1.1.1) ebenfalls durch den Primer #2374 einge-
fiihrt. Durch eine rekombinante PCR (s.0.) wurde dieses Fragment in Richtung 3°-Ende ver-
lingert. Dafiir mufte zunidchst ein geeignetes 37-Fragment hergestellt werden, Ein 3°-
Fragment (Bezeichnung: ,,3"-Fragment-2174/2252°) wurde durch eine PCR mit dem Plasmid
pcDNA-rCNCo2ANT (s.0.} 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-2374/2206 (Nukleotide 436-604). Beide F;agmente wurden
bei der rekombinanten PCR mit den Primern #2374 und #2252 eingesetzt. Dabei entstand ein
verldngertes 5”-Fragment (Bezeichnung: ,,5°-Fragment-2374/2252°), das die HindIII-
Restriktionsschnittstelle (1429) enthiilt.

In einem (nicht in der Abb. 3.1.3.2 dargestellten) Zwischenschritt wurde ein pcDNAIAmp-
Vektor  hergestellt, dessen HindIIl-Restriktionsschnittstelle fehit (Bezeichnung:
» PCDNAIAmpAHind*). Dafilr wurde ein pcDNAIAmp-Vektor mit HindIIT geschnitten. Da-
nach wurden die Enden des Vektors aufgefiillt und der Vektor wieder zusammengefigt.

Das im Vektor pcDNA-rCNCo2ANT (s.0.) enthaltene 3°-Fragment wurde durch Restriktion
mit Xhol und Xbal ausgeschnitten und in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen
pcDNAIAmpAHind-Vektor  eingefiigt. IDas  entstandene  Plasmid  (Bezeichmung:
»PCDNAAHInd-rCNCo2ANT*) wurde mit Xhol und HindIIT geschnitten. In das geschnittene
Plasmid wurde das mit den gleichen Enzymen geschnittene 5°-Fragment-2374/2252 (s.0.)
eingefiigt, Damit war ein Plasmid mit der vollstindigen Sequenz der rtCNCa2b-Spleifivariante
(Nukleotide 1-2013) hergestellt worden (Bezeichnung: ,,pcDNA-rCNCo2b“). Das Plasmid
mit der vollstindigen Sequenz der tCNCo2a-Spleivariante wurde auf analoge Weise herge-
stellt  (Bezeichnung: ,,pcDNA-rCNCo2a“). Als Ausgangsprodukt wurde dabei das
5’-Fragment-Riechepithel/Auge/Hoden (Abb.3.1.1.1) verwendet,

Die hergesteliten Plasmide wurden zur heterologen Expression in HEK 293-Zellen verwen-
det. Die elektrophysiologischen Eigenschaften der exprimierten Untereinheiten wurden unter-
sucht und verglichen (3.3.2). Die verkiirzte Mutante der r*CNCo2-Untereinheit wurde als Zwi-
schenprodukt hergestellt. Aufierdem wurde mit dieser Mutante der potentielle EinfluBl
N-terminaler Bereiche (Varnum & Zagotta, 1997) auf die Eigenschaften des rCNCao2-Kanals

untersuchi.
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3.1.4 Herstellung eines Antikorpers gegen den C-Terminus der rCNCo2-Untereinheit

Ein Vergleich der abgeleiteten Aminosiiuresequenzen der rCNCo2-Spleifivarianten und ande-
rer CNC-Untereinheiten zeigt (7.2), daB N-terminale und C-terminale Aminosiurebereiche
geringer konserviert sind als andere Proteinbereiche, wie z,B. die cNMP-Bindestelle, N- und
C-terminale Proteinbereiche soilten sich daher eignen, um spezifische Antikorper gegen die
rCNCo2-Untereinheit zu erzeugen. Da der N-Terminus von CNG-Kanilen prozessiert sein
kann (Molday et al., 1991), wurde ein polyklonaler Antikérper gegen einen C-terminalen Be-
reich hergestellt (abgeleitete Aminosiduresequenz: K581-D670), Dieser 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 Aminosduren von rtCNCo2 kodieren,
wurden durch PCR 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 vor das Nukleotid 1741 eingefiihrt. Am 3"-Ende
wurde durch den Primer #2187 unmittelbar hinter dem Stopkodon ein zusétzliches Stopkodon
(TAA) und eine HindIIT-Restriktionsschnittstelle eingefiihrt, Das PCR-Fragment wurde nach
Restriktion mit BamHI und HindIll in einen mit den gleichen Enzymen geschnittenen
pMALc2-Vektor (2.2.1) eingefiigt (Bezeichnung: ,,pMAL-1CNCo2-CT*). Das Fragment
wurde dabei im gleichen Leserahmen 3 -wirts von einer Sequenz eingefiigt, die fiir das Mal-
tose-Bindeprotein (MBP) kodiert. Zwischen der MBP-Sequenz und-der eingefiigten Sequenz
befindet sich eine kurze Nukleotidfolge, die fiir eine Schnittstelle fiir 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 Aminosiuren der rCNCo2-Untereinheit be-
steht. Das Plasmid pMAL-rCNCo2-CT wurde in E.coli X1.1-Zellen transformiert (2.6.3.2).
Durch Induktion mit IPTG wurde ein Fusionsprotein (Bezeichnung: ,,MBP-rCNC¢2-CT*) der
erwarteten Grofle (53 kDa) exprimiert (2.12.1). Das Fusionsprotein wurde mit Hilfe der
Amylose-Affinitdtschromatographie (2.12.2) gereinigt. Mit dem gereinigten Fusionsprotein
wurden Kaninchen immunisiert (2.12.4).

Zusitzlich wurden die gleichen Kaninchen in einem zeitlichen Abstand mit der gereinigten
Domiine immunisiert, die aus den 90 C-terminalen Aminosiauren der rCNCo2-Untereinheit
besteht, um die Effizienz der Antikdrperproduktion zu steigern. Diese C-terminale Domiine

wurde durch Spaltung des Fusionsproteins MBP-rCNCo2-CT mit der Protease Faktor Xa
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vom MBP getrennt (2.12.3) und durch Gelelektrophorese gereinigt (2.16). Die gereinigte
Domine wurde zur Immunisierung verwendet. Aus einem Kaninchen wurde ein polyklonales
Antiserum gewonnen (Bezeichnung: ,, Antiserum 66%), das Antikérper gegen den C-Terminus
der rCNCo2-Untereinheit enthilt.

Der polyklonale Antikérper wurde mit Hilfe der Affinititschromatographie (2.12.5) aus dem
Antiserum 66 gereinigt (Bezeichnung: ,, Antikérper 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-terminalen Aminosiduren der rCNCo2-Untereinheit
durch immobilisiertes MBP-rCNCo2-CT-Fusionsprotein selektiv gebunden und anschlielend
eluiert. Die Reinigungseffizienz wurde durch Westernblot-Analysen getestet (2.12.6). Dazu
wurde das MBP-rCNCo2-CT-Fusionsprotein mit der Protease Faktor Xa gespalten. Der
Spaltungsansatz, wurde durch Gelelektrophorese aufgetrennt (2.16), auf eine Membran iiber-
tragen und mit dem gereinigten Antikorper 66 immmunologisch untersucht (2.17). In einer
Verdiinnung von 1:100 detektierte der Antikdrper noch 20 ng der abgespaltenen C-terminalen
Domiine. Das MBP wurde durch den gereinigten Antikérper 66 nicht detektiert.

Der gereinigte AntikOrper wurde auBerdem auf Kreuzreaktionen mit anderen CNC-
Untereinheiten (fCNCo3, rCNCod, bCNCol und bCNCo2) untersucht. Die Untereinheiten
wurden heterolog 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 {ibertragen und immunologisch mit dem Antikérper 66 untetsucht. Der gerei-
nigte Antikérper zeigte Kreuzreaktionen zu folgenden Untereinheiten: tCNCa3, bCNCal
und bCNCo2 (nicht gezeigt). Aufgrund der Kreuzreaktionen wurde versucht, monoklonale
Antikorper gegen die 90 C-terminalen Aminoséuren der rCNCo2-Untereinheit durch Immu-
nisierung von Miusen (mit dem Fusionsprotein MBP-rCNCo2-CT) zu erzeugen. Die Méuse
zeigten jedoch keine Immunreaktion gegen die C-terminale Doméne.

Der Antikbrper 66 wurde fiir Westernblot-Analysen (3.2.1) und fiir immunzytochemische
Untersuchungen am Riechepithel und der Retina der Ratte (und des Rindes) verwendet
(3.2.2), um die Expression von CNCo2-Untereinheiten in diesen Geweben zu untersuchen.
Mit dem Antikérper wurde auBerdem die Expression von rCNCoa2-Untereinheiten in HEK
293-Zellen tberpriift (3.3.1). Der Antikorper ist gegen einen C-terminalen Bereich der
rCNCoa2-Untereinheit gerichtet. Das bedeutet, dal der Antikorper 66 nicht zwischen den
SpleiBvarianten rCNCo2a und rCNCo2b unterscheidet.
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3.2 Lokalisierung der rCNCo2-Untereinheit

3.2.1 Westernblot-Analysen

Die Expression der rCNCo2-Untereinheit in verschiedenen Geweben wurde mit Hilfe der
Westernblot-Technik untersucht. Dafiir wurden Membranproteine isoliert (2.14), durch
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.16) und auf eine Membran libertragen (2.17). Die Proteine
wurden dann immunologisch untersucht,

In Abbildung 3.2.1.1 ist eine Westernblot-Analyse mit Membranproteinen der Rinder- und
der Rattenretina gezeigt. Die Membranproteine wurden mit den Antikrpern 66 und 39 unter-
sucht. Der Antikorper 39 ist gegen die cNMP-Bindestelle der BCNCol-Untereinheit gerichtet
und wurde mir freundlicherweise von Dr, D. Weitz (IBI 1, Forschungszentrum Jiilich) iiber-
lassen. In Spur 1 und 2 sind je 10 g Membranprotein aus einer Préparation von gereinigten
StibchenauBensegmenten des Rindes (,,ROS*: Schnetkamp & Daemen, 1982) aufgetragen. In
einer solchen Priparation sind die Proteine der Stiibchenaufensegmente stark angereichert.
ZapfenauBensegmente kdnnen in solchen Priparationen lediglich in Spuren enthalten sein.
Beide Antikérper detektieren eine Bande bei ca. 65 kDa. Diese Bande reprisentiert die
bCNCol-Untereinheit. Der Antikdrper 66 zeigt also eine Kreuzreaktion zur bCNCol-

Untereinheit. Diese  Kreuzraktion wurde Dbereits mit heterolog  exprimierter

M/lkDa] 1 2 3 4

94 —

Antikdrper: 66 39 66 39

Abb3.2.1.1: Westernblot-Analyse von Membranproteinen der Rinder- und der Rattenretina. Es wurden
jeweils 10 pg Membranprotein aus den Auflensegmenten von Sehstibchen des Rindes (,,ROS"; Spur I und 2)
und jeweils 130 pg Membranprotein aus der Retina der Ratte {Spur 3 und 4) auf ein 8,5 %iges SDS-PAGE-Gel
aufgetragen, Der immunologische Nachweis erfolgte mit den Antikérpern 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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bCNCo1-Untereinheit nachgewiesen (3.1.4). Die apparente Molmasse dieses Proteins betrigt
in der SDS-Gelelekirophorese 63 kDa (Cook et al., 1987). In Bezug auf die hier verwendeten
Markerproteine erscheint die apparente Molmasse leicht erh6ht.

In Spur 3 und Spur 4 wﬁrden je 130 g Membranproteine der Rattenretina aufgetragen und
mit den Antikdrpern 66 und 39 untersucht. Beide Antikérper detektieren eine Bande bei
63 kDa, die aufgrund der Gréfe und der Kreuzreaktion mit dem Antikdrper 39 vermutlich die
rCNCol-Untereinheit (Barnstable & Wei, 1995) reprisentiert. Damit zeigt der Antikdrper 66
auch eine Kreuzreaktion zur rCNCol-Untereinheit. Die rtCNCal-Untereinheit hat im Ver-
gleich zur bCNCal-Untereinheit (Spur 1 und 2) eine etwas geringere apparente Molmasse. In
Spur 3 detektiert der AntikSrper 66 neben der prominenten Bande bei 63 kDDa auch eine sehr
schwache Bande bei ca. 71 kDa. Die apparente Molmasse dieser schwachen Bande korreliert
gut mit der errechneten Molmasse der rCNCo2a-Spleiivariante (72,5 kDa). Die schwache
Intensitét des Signals ist sehr wahrscheinlich auf den geringen Anteil von Zapfenzellen in der
Retina (< 3 % aller Photorezeptorzellen) zuriickzufiihren. Auch in Membranpréparationen von
Gesamt-Rinderretina wird ein schwaches Signal detektiert (nicht gezeigt), das im Vergleich
allerdings eine leicht erhthte apparente Molmasse zeigt (ca. 73 kDa). Dieses Signal konnte
die bCNCo2-Untereinheit reprisentieren, In einer Préiparation von Stidbchenaufiensegmenten
des Rindes kann durch den Antik&rper 66 hingegen auBer der 65 kDa kein weiteres Signal
detektiert werden (Spur 1). Da diese Priparation praktisch keine Zapfenaufensegmente ent-
hilt, 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 dargestellt. 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-Terminus der rtCNCa3-
Untereinheit gerichtet und wurde mir freundlicherweise von Dr., W. Bonigk (IBI 1, For-
schungszentrum Jiilich) iiberleissen. Beide Antikdrper detektieren ein Signal bei 75 kDa und
ein stirkeres, ,,verschmiertes” Signal bei ca. 110-130 kDa (Spur 1 und 2); Die apparenten
Molmassen und die Intensitit der Signale sind charakteristisch fiir die rCNCa3-Untereinheit.
Belegt wird dies durch den Antikérper 60, der (ebenfalls) diese Banden detektiert (Spur 2).
Durch Deglykosylierung knnen die beiden Banden in eine Bande bei 74 kDa iiberfiihrt wer-

den (Bonigk et al., 1999). Dies zeigt, dafi die rCNCa3-Untereinheit in unterschiedlich stark
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Abb. 3.2.1.2: Westernblot-Analyse von Membranproteinen aus dem Riechepithel der Ratte. Es wurden
jeweils 20 pg Membranprotein aus dem Riechepithel (Spur 1 und 2) auf ein 7,5 %iges SDS-PAGE-Gel aufgetra-
gen und auf eine Membran {ibertragen. Der immunoclogische Nachweis erfolgte mit den Antikérpern 60 (1 : 250)
und 66 (1 : 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 rCNCol-Untereinheit, bereits bei Untersuchungen an heterolog
exprimierten CNG-Kanaluntereinheiten erkannt (3.1.4).

Die Ergebnisse der Westernblot-Analysen sollen hier zusammengefafit 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 rCNCo2a-
SpleiBvariante iiberein. In Membranproteinen aus dem Riechepithel der Ratte werden mit dem
Antikérper 66 lediglich die charakteristischen Banden der rCNCo3-Untereinheit - aufgrund
einer Kreuzreaktion zu dieser Untereinheit nachgewiesen. Vermutlich ist der Anteil an expri-
miertem rCNCo2-Protein im Riechepithel zu gering, um durch Westernblot-Analyse mit dem
Antikorper 66 nachgewiesen zu werden. Dies wird im folgenden durch immunzytochemische

Firbungen unterstiitzt (3.2.2).
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3.2.2 Immunzytochemische Untersuchungen an Gewebeschnitten

Die Expression der rCNCoa2-Untereinheit wurde mit Hilfe immunzytochemischer Methoden
(2.18) untersucht. Die Gewebeschnitte und die immunzytochemischen Fdrbungen wurden
freundlicherweise von Dr, F. Miiller (TBI 1, Forschungszentrum Jiilich) angefertigt.

Die Abbildung 3.2.2.1 zeigt mit dem Antikbrper 66 gefirbte Vertikalschnitte durch die
Rattenretina (A) und die Rinderretina (B). In beiden Fillen markierte der Antikorper 66
deutlich die Aufiensegmente der Zapfenzellen (Pfeile). Sie sind kiirzer als AuBensegmente der
Stibchenzellen und liegen niher an der dufleren nukledren Schicht, die die Zellkorper der
Photorezeptorzellen enthilt. Die AuBensegmente der Stibchenzellen werden sehr viel
schwicher gefirbt. Diese Férbung ist auf die beschriebene Kreuzreaktion des Antikorpers
gegen die rCNCol- und die bCNCol-Untereinheit zurlickzufiihren (3.2.1). In hoher
Verdiinnung ist der Antikdrper 66 jedoch weitgehend CNCo2-spezifisch. Die leichten
Anfirbungen in den plexiformen Schichten der Retina liegen kaum iiber 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 Antikérper gegen die rCNCa3-Untereinheit in

einer Verdiinnung von 1:1.000 angefirbt, der freundlicherweise von Dr. G.V. Ronnett

ROS
IS

ONL

OPL
INL

IPL

Abb, 3.2.2.1: Immunzytochemische Fiirbung von Vertikalschnitten durch Rattenretina (A) und
Rinderretina (B), Zum immunologischen Nachweis der CNCo2-Untereinheit wurde der Antikdrper 66 in einer
Verdiinnung von 1:500 eingesetzf. Zur Verdeutlichung wurde jeweils ein Aufiensegment einer Zapfenzelle durch
einen Pfeil hervorgehoben. Die Schichten der Retina sind links neben A) als Abkiirzung angegeben. Der in
Abbildungsteil A) eingezeichnete Balken entspricht einer Linge von 50 pm und bezieht sich auf A) und B).
Verwendete Abkiirzungen: INL: innere nukietire Schicht, IPL: innere plexiforme Schicht, IS: innere Segmente,
ONL.: HuBere nuklefire Schicht, OPL: #ullere piexiforme Schicht, ROS: Auflensegmente der Stibchenzellen,
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(Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore/USA) zur Verfiligung 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 angefirbt wurde. Auch hier wird
die ganze Zilienschicht angefiirbt. Zusitzlich sind zwei Zellkorper (Pfeile) sehr schwach
markiert. Die starke AnfiArbung der Zilien ist auf die beschriebene Kreuzreaktion des
Antikorpers gegen die rCNCo3-Untereinheit zurlickzufiihren (3.2.1). Wihlt man eine
Verdiinnung von 1:2.000, in der der Antikérper 66 in der Retina nur noch Auflensegmente der
Zapfenzellen fiirbt, indert sich das Firbemuster (C). In diesem Fall firbt der Antikorper nur
noch Zilien weniger, vereinzelt liegender Zellen an, Das Zilienbiischel der Zelle in C) ist stark
markiert, die Zilien benachbarter Zellen dagegen nicht. Der Dendrit und der Zellkdrper der
Zelle sind ebenfalls leicht angefiirbt. Aufgrund des Vergleiches mit der Retina kann vermutet
werden, dal} der Antik&rper 66 auch im olfaktorischen Epithel in hoher Verdiinnung nur noch
die rCNCo2-Untereinheit anfarbt. Die markierte Subpopulation wiirde demnach diese
Untereinheit iiberwiegend in den Zilien exprimieren. Zum Vergleich ist in D} eine Firbung
mit dem Antiserum I-055 (Verdiinnung: 1:3.000) gegen die Guanylylzyklase-D (GC-D)
gezeigt, das freundlicherweise von Dr. D.L. Garbers (University of Texas, Dallas/fUSA) zur
Verfligung gestellt wurde. Die Guanylylzyklase-D (GC-D: Fiille et al., 1995) wurde in einer
Subpopulation von Riechzellen nachgewiesen, die auch die PDE?2 enthiilt (Juilfs et al., 1997),
In diesen Zellen lassen sich weder die Adenylylzyklase (TypllIl), noch die PDE1C2 bzw, die
PDE4A nachweisen (1.2.2). Auch durch das Antiserum I-055 werden nur wenige Zellen
gefdrbt, meist sind auch hier Zellkérper, Dendrit und Zilienbiindel zu erkennen. In beiden
Firbungen (C und D) liegt der Anteil der positiven Zellen im olfaktorischen Epithel weit
unter einem Prozent. Aufgrund der spezifischen Férbung kann geschlossen werden, daf die
Antigene (GC-D, bzw. die rCNCa2-Untereinheit) nur in einer kleinen Subpopulation von
Zellen exprimiert werden, in diesen jedoch in grofier Menge. Ob die GC-D und die rtCNCu2-
Untereinheit in der gleichen Subpopulation von Zellen exprimiert wird, kann nur durch
Doppelfidrbungen gekldrt werden. Der AntikSrper 66 unterscheidet nicht zwischen den
Spleifvarianten der tCNCo2-Untereinheit., Unklar ist, ob beide Varianten gemeinsam in den
gleichen Zellen exprimiert werden. Ob die rtCNCo2-Untereinheit in diesen Zellen mit anderen
CNG-Kanaluntereinheiten koexprimiert wird, z.B. mit der CNCB1b-Untereinheit, kann nur
durch immunzytochemische Doppelfdrbungen mit spezifischen Antikorpern gekléirt werden.
Diese Doppelfirbungen sind jedoch technisch schwierig durchzufiihren, da alle umliegenden
Zilien anderer Zellen die rCNCd3-, die rCNCg4- und die tCNCB1b-Untereinheit in hoher

Dichte exprimieren.
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Abb, 3.2.2,2: Immunzytochemische Firbung von Vertikalschnitten des Riechepithels der Ratte, Die
Schnitte wurden mit folgenden Antikdrpern bzw. Antiseren gefirbt: A): Polyklonaler Antikdrper gegen die
rCNCo3-Untereinheit in einer Verdiinnung von 1:1.000. B): Antikiirper 66 in einer Verdiinnung von 1:500, C):
Antikérper 66 in einer Verdiinnnung von 1:2.000. D): Antiserum I-055 gegen die GC-D in einer Verdiinnung
von 1:3,000. Vereinzelte Zellen, die in B) schwach angefirbt wurden, sind zur Verdeutlichung durch Pfeile
markiert. Neben Abbildungsteil A) sind die Zellschichten als Abkiirzung angegeben. Der in A) eingezeichnete
Balken entspricht einer Linge von 50 pm und bezieht sich auf die Abbildungsteile A) und B). Der in C)
eingezeichnete Balken entspricht 20 pm und bezieht sich auf die Abbildungsteile C) und D). Verwendete
Abkiirzungen: OSN: olfaktorisch-sensorische Neuronen, SM: Submucosa, Z: Zilien.
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3.3. Funktionelle Charakterisierung der rCNCo2-Untereinheit

3.3.1 Heterologe Expression in HEK 293-Zellen

Um die rCNCo2-Untereinheit funktionell charakterisieren zu konnen, wurden HEK 293-
Zellen jeweils mit den Plasmiden pcDNA-rCNCo2a, pcDNA-tCNCo2b und pcDNA-
rCNCo2ANT (3.1.3) wransfiziert (2.19.2), Die heterolog exprimierten Kanalproteine wurden
elektrophysiologisch charakterisiert (3.3.2).

Die heterologe Expression der N-terminal verkiirzten rCNCo2ANT-Mutante soll hier
exemplarisch gezeigt werden. Transfizierte HEK 293-Zellen wurden am zweiten Tag nach der
Transfektion immunologisch untersucht. Dafiir wurden Membranproteine aus den HEK 293-
Zellen durch Gelelekirophorese aufgetrennt und auf eine Membran {ibertragen. Die
immobilisierten Proteine wurden dann mit dem Antikérper 66 (3.1.4) untersucht (2.16, 2.17).
In der Abb. 3.3.1.1 ist die Westernblot-Analyse dargestellt. Der Antikérper 66 detektiert in
Membranproteinen transfizierter Zellen (Spur 2) eine Bande bei 65 kDa. Die apparente
Molmasse stimmt gut mit der errechneten Molmasse der rCNCo2ANT-Variante

(67 kDa) iiberein.

M/fkDa] 1 2

67 —

43 —

Abb. 3.3.1,1: Westernblot-Analyse von Membranproteinen aus pcDNA-rCNCo2ANT-transfizierten HEK
293-Zellen (Erlinterung im Text). Jeweils 10 jig Membranprotein aus nicht-transfizierten (Spur 1) und mit dem
Plasmid pcDNA-rCNCo2ANT transfizierten (Spur 2) HEK 293-Zellen wurden auf ein 8,5 %iges SDS-PAGE-
Gel aufgetragen und auf eine Membran iibertragen. Der immunologische Nachweis erfolgte mit dem Antikérper
60 in einer Verdiinnung von 1:100. Als Marker wurde der ,,Low molecular weight marker (LMW)* (Pharmacia,
Uppsala/ Schweden) verwendet,
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Die transfizierten HEK ‘!293-Zeilen wurden auBerdem immunzytochemisch mit dem Antikor-
per 66 behandelt. Der Antikérpernachweis 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 Antikérper 66 werden im Durchschnitt 10-15 % der transfizierten

Zellen stark angefarbt.

Abb. 3.3.12: Immunzytochemische Firbung von nichi-transfizierten bzw. mit pcDNA-rCNCo2ANT-
transfizierten HEK 293-Zellen mit dem Antikdrper 66 (Erfduterung im Text). A): Nichi-transfizierte Zellen,
B). Transfizierte Zellen. In B) ist eine Hiufung gefirbter Zellen gezeigt. Der Antell gefirbter Zellen lag im
Durchschnitt bei ca, 10-15 %, Der Antikdrper 66 wurde jeweils in einer Verdinnung von 1:100 eingesetzt, Der
Balken in Abbildungsteil A) entspricht einer Lange von 25 um und gilt fitr die Abbildungsteile fiir A) und B).
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3.3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung von rCNCa2-Kaniilen

Zur funktionellen Charakterisierung der rICNCa2-SpleiBvarianten (rCNCo2a und rCNCuo2b)
und einer N-terminal verkiirzten Mutante (tCNCo2ANT) wurden HEK 293-Zellen jeweils mit
den entsprechenden Plasmiden (3.1.3) transfiziert. Die heterolog exprimierten Kanile wurden
freundlicherweise von A, Angele (IBI I, Forschungszentrum Jiilich) elektrophysiologisch
untersucht (2.21). Sdmtliche hier dargestellten Ergebnisse wurden mit Hilfe der ,,Patch
clamp*“-Technik in der ,inside-out"-Konfiguration durchgefiihit. Das bedeutet, mit der
MeBpipette wird ein Membranstiick (,,patch”) so aus der Zelle entnommen, daf} die
zytosolische Seite nach auflen zeigt und mit verschiedenen Losungen umspiilt werden kann.
Wiihrend der Messung wird die elektrische Membranspannung (V) vorgegeben (Spannungs-
klemme/,,clamp*) und der Strom (I) gemessen. Sofern nicht anders angegeben, wurden

Spannungsrampen von -80 mV bis +80 mV angelegt.

3.3.2.1 Ligandensensitivitit

Abb. 3.3.2.1 A) zeigt Strom-Spannungskurven eines Patches mit rCNCca2a-Kanilen bei
unterschiedlichen c¢GMP-Konzentrationen. Die Strdme werden mit steigender cGMP-
Konzentration gréfer und sittigen schlieflich (bei ca. 5 UM ¢cGMP bei +80 mV). Die Strom-
Spannungsbezichungen sind nicht linear, Die Auswiirtsstréme, die bei positiven Spannungen
gemessen werden, sind stets grofer als die Einwiirtsstrome, bei der entsprechenden negativen
Membranspannung. Der tCNCa2a-Kanal ist also leicht auswiirtsrektifizierend.

In Abb, 3.3.2.1 B) ist an einem anderen Patch (mit Kanilen der gleichen Spleifivariante) ein
Experiment mit cAMP gezeigt. Es werden schr viel gréflere cAMP-Konzentrationen bendtigt,
um die Kanile zu aktivieren,

Die Dosis-Wirkungsabhiingigkeit der rCNCe2-Kanile kann, wie fiir ligandengesteuerte
Kanile typisch, durch die Hill-Gleichung beschrieben werden: Ify.x=c"/(c"+Ky);"). Hierbei
bezeichnet Ky, die Ligandenkonzentration, die zum halbmaximalen Strom fiihrt, der Hill-
Koeffizient n ist ein MaB fiir die Kooperativitit (der Ligandenbindung). Fiir jede
Kanalvariante wurden aus sechs Experimenten die Parameter der Hill-Gleichung bestimmt
und gemittelt. In Abb. 3.3.2.1 C) und D) sind die Dosis-Wirkungskurven, die aus diesen

Werten berechnet wurden, fiir die Variante rCNC¢2a bei Membranspannungen von —60 mV
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Abb., 33.2.1: A), B): Strom-Spannungsbeziehungen von homooligomeren rCNCo2a-Kanilen hei
verschiedenen Ligandenkonzentrationen. A): ¢GMP in verschiedenen Konzentrationen, B): cAMP in
verschiedenen Konzentrationen. Die Strome wurden um den ohne Ligand erhaitenen Strom (Leckstrom)
korrigiert. C), D); Dosis-Wirkungskurven hei einer Membranspannung von -60 mV und + 60 mV mit
¢GMP und cAMP fiir rCNCo2a-Kaniile, In die Kurven sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus
jeweils sechs Versuchen eingetragen.
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und +60 mV gezeigt. Alle Strome wurden auf den Strom bei séittigender cGMP-Konzentration
normiert. In die Dosis-Wirkungskurven eingetragen sind die Mittelwerte mit
Standardabweichung aus jeweils sechs Versuchen. In 12 Experimenten wurde das Verhiéltnis
der Maximalstrome, die durch cAMP bzw. ¢GMP aktiviert werden koénnen (I.amp/Teomp)
bestimmt. Der Wert liegt bei positiver Spannung bei 1. Die Kanile sind also mit beiden
Liganden gleich stark aktivierbar. Die Auswirtsrektifizierung ist mit cAMP als Ligand stéirker
ausgeprigt, dadurch ist der mit cAMP maximal aktivierte Einwdrtsstrom kleiner als bei
c¢GMP (siche bei V= -60 mV).

Die folgende Tabelle zeigt die Ky-Werte, Hill-Koeffizienten (n) und das Verhiltnis
Teamp/Tcavp  fiir die  elektrophysiologisch  untersuchten — Kanalvarianten  bei
Membranspannungen von -60 mV und +60 mV. In der linken Spalte ist die Anzahl der

jeweils durchgefiihrten Versuche in Klammern angegeben.

Vi =-60mV V=460 mV

rCNCo2a CNCoa?2b tCNCo2ANT | rCNCo2a rCNCo2b rCNCo2ANT

Ky (cGMP) [3,65+0,99 3,99:137 267+0,61 [1,98+041 1,69%0,72 1,04£0,15
/ 1M (6)

n (cGMP) (6) |1,77x0,19 1,68 0,31 1,72 £ 0,35 2,00 = (0,34 1,96 + 0,28 2,06 + 0,29

Ky (cAMP)  |441 +94 613 + 83 371 + 54 277 + 67 396 + 85 202 £ 54
/ uM (6)

n{cAMP) (6} 1,57 0,17 1,50 + 0,17 1,98 0,30 148+ 0,12 1,49 £ 0,09 1,83+ 0,15

Loave/Teome |0,73£0,07 070%0,10 056012 |1,01£005 098006  0,99=0,07
(12

Die Ky-Werte filr ¢cGMP sind fiir alle drei Kanalvarianten dhnlich niedrig (1-4 pM) und
nehmen mit positiv werdender Membranspannung ab. Fiir cAMP sind die Ky-Werte zwei
Ordnungen groéfler und liegen im Bereich von 200-600 pM. Die Hill-Koeffizienten fiir cGMP
sind bei allen drei Kanilen vergleichbar und liegen zwischen 1,7 und 2. Bei tCNCoi2ANT-
Kaniilen liegt der Hill-Koeffizient fiir cAMP bei 1,8-2. Fiir iTCNCo2a- und rCNCo2b-Kanile

liegt dieser Wert etwas niedriger (ca. 1,5).
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3.3.2.2 Jonensclektivitiit

CNG-Kanile sind nicht-selektive Kationenkanidle (1.1). Um diese Eigenschaft fiir tCNCo2-
Kanile zu iiberpriifen, wurde die Ionenselektivitit durch Messung der Umkehrpotentiale Ve,
exemplatisch fiir die rCNCo2ANT-Mutante bestimmt. Hierzu wurden symmetrische
biionische Bedingungen gewihlt. In der Pipette befanden sich 100 mM K"-Ionen, auf der
zytoplasmatischen Seite des Patches 100 mM des entsprechenden Test-Kations (2.21).

Abbildung 3.3.2.2 zeigt Strom-Spannungskennlinien fiir verschiedene monovalente Kationen,

lonenselekfivitat

500 - N
400 + Na*
300 -
200 +

Abbildung 3.3.2.2: Ionenselektivitit des rCNCo2ANT-Kanals, Die Strom-Spannungskennlinien wurden
unter symmetrischen biionischen Bedingungen ermittelt, Die Pipettenldsung enthielt 100 mM KCI, die
Perfusionslosungen 100 mM des entsprechenden Kations. Die ¢GMP-Konzentration betrug 100 pM.

Es wurden folgende Durchschnittswerte der Umkehrpotentiale Vi, erhalten (Anzahl der
Versuche in Klammern): NH,":-32,0 + 0,9 mV (7), Na™: -0,3 + 0,9 mV (7), Li*: +94 +
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-Kanélen gibt, entspricht das ionenselektive
Verhalten des rfCNCo2ANT-Kanals dem bekannter, heterolog exprimierter CNG-Kanile
(bCNCoil: Kaupp, 1989; cCNCo2 und cCNCoil: Bonigk et al., 1993).
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3.3.2.3 Modulation darch Calmodulin

Die Modulation der Ligandenaffinitiit durch Calmodulin wurde ebenfalls am ,,inside-out”-
Patch (s.0.) itberpriift. Die Membranspannung wurde abwechselnd fiir jeweils 1 sek auf
+40 mV bzw. -40 mV geklemmt und der resultierende Strom kontinuierlich aufgezeichnet.
Jedes Membranstiick wurde zuerst 1 min mit Ca®*-freier (10 mM EGTA) Lésung umspiilt, um
eventuell gebundenes Calmodulin aus HEK 293-Zellen auszuwaschen. Danach wurde das
Membranstiick verschiedenen cGMP-Konzentrationen mit bzw. ohne Calmodulin ausgesetzt.
Diese Lisungen enthielten 50 uM freies Ca** (2.21). Abb. 3.3.2.3 zeigt einen Ausschnitt eines
solchen Experiments fiir die Spleifivariante rCNCoi2b.

Der durch 100 uM ¢cGMP erhaltene Maximalstrom ist wihrend der gesamten Applikationszeit
fiir jede Spannung konstant, der auswirts gerichtete Stl'om (positive Stromwerte) ist aufgrund

der Rektifizierung (s.0.) groBer als der einwirts gerichtete. Nach Wechsel in ¢cGMP-freie

Calmodulinwirkung

1000 7 100 s cmp 0 6GMP 3 M 6GMP 3 P CGMP + 1 pM CaM 100 pM oGMP
I 1 I I ]
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600 X
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-600 N J

-800 + T - T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5
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Abbildung 3.3.2.3: Wnkung von 1 pM Calmodulin auf rCNCo:2b-Kanile (Brlduterung im Text). Am Patch
wurde abwechselnd eine Membranspannung von +40 mV bzw, -40 mV fiir je 1 sek Dauer angelegt. Uber der
Stromkurve sind die verwendeten Konzentrationen von ¢GMP und Calmodulin angegeben. Die Abbildung zeigt
einen Ausschnitt des Gesamtexperiments. Verwendete Abkiirzung: CaM: Calmodulin,
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Losung bleibt ein kleiner Leckstrom {ibrig. Die Applikation von 3 uM ¢GMP aktiviert einen
konstanten Strom. In Einwdrtsrichtung ist er ungefdhr halbmaximal. Wird 1 uM Calmodulin
hinzugegeben, sinkt dieser Strom in ca. 30 sek auf etwa die Hilfte ab. Wechselt man zu
100 pM cGMP ohne Calmodulin (unter diesen Bedingungen bleibt das zuvor applizierte
Calmodulin an den Kanal gebunden; hier nicht gezeigt), erhdlt man wieder den

Maximalstrom, der genauso grof} ist wie zu Beginn,
Die Calmodulinwirkung ist reversibel. Nach Auswaschen des Ca®*-abhéingig gebundenen

Calmodulins mit EGTA ist der Strom bei 3 pM ¢GMP wieder so grofy, wie zu Beginn (nicht
gezeigt).

Diese Untersuchungen wurden an beiden Spleifivarianten (rCNCo2a und rCNCa2b) an je
sechs Patches durchgefiihrt. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der durch
3 uM ¢GMP aktivierte Strom wird durch 1 pM Calmodulin bei rCNCq¢2a-Kanilen um
52 £ 10 % (-40mV) bzw. 46 + 10% (+40 mV), bei rCNCo2b-Kandlen um
49 £ 9 % (-40 mV) bzw. 42 = 12 % (+40 mV) reduziert. Bei Einsatz von 50 nM Calmoduiin
ist der Effekt schwiicher, deutlich langsamer und schwerer reproduzierbar. Eine Bestimmung

des Ky,-Wertes fiir Calmodulin steht jedoch noch aus.
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3.3.3 Fluoreszenzoptischer Nachweis der Ca*-Aufnahme in HEK 293-Zellen nach

Transfektion mit peDNA-rCNCo2ANT

Die Eigenschaft von CNG-Kanilen, Ca®" zu leiten, ist physiologisch wichtig (Kaupp, 1995;
Frings, 1997). Daher wurde die Ca**-Aufnahme durch heterolog exprimierte tCNCo2ANT-
Kanile mit der ,,Ca“—Imaging“-Technik untersucht (2.22). Diese Untersuchungen wurden in
Zusammenarbeit mit D. Reuter (IBI 1, Forschungszentrum Jilich) durchgefiihrt.

HEK 293-Zellen wurden mit dem Plasmid pcDNA-rCNCa2ANT (3.1.3) transfiziert und nach
zwel Tagen mit , Fura-2/AM® beladen. Es handelt sich dabei um einen membrangéngigen
Ester des Indikators Fura-2. In der Zelle werden die Estergruppen durch unspezifische
Esterasen abgespalten und der Ca**~sensitive Indikator Fura-2 freigesetzt. Dieser Indikator
sndert bei Bindung von Ca”" seine Fluoreszenzeigenschaften. Das Fura-2 wurde abwechselnd
mit UV-Licht der Wellenldgen A= 340 nm und 380 nm angeregt und die Intensitat (I,) des
jeweils emittierten Fluoreszenz-Lichts bei A= 510 nm bestimmt. Ist Ca®* gebunden, steigt die
Emission bei Anregung durch Licht der Wellenlinge A= 340 nm, die Emission bei Anregung

durch Licht der Wellenlinge A= 380 nm sinkt. Der Quotient I, (340 nm)/I_ (380 nm) ist ein

Maf fiir die intrazellulare Ca2*-Konzentration ([Ca®'};). Das emittierte Licht wurde mit einer

Abb, 3.3.3. Ca®-Aufnahme in pcDNA-rCNCo2ANT transfizierte HEK 293-Zellen (Erlauterung im Text). In
Abbildungsteil A) sind die Zellen vor der Inkubation, in B) nach der Inkubation mit 3 mM 3-Bromo-cGMP
gezeigt. Die intrazellulire Ca®*-Konzentration wurde einer Falschfarbenskala zugeordnet (rechts unten im
rechten Bild); Blau entspricht < 100 nM, Griin entspricht ca. 500 nM, Gelb entspricht ca. 600 nM und Rot
entpricht > 800 nM Ca®'. Die extrazellulire Ca®>*-Konzentration betrug 3 mM.
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CCD-Kamera aufgezeichnet. Aus der Intensitit des emittierten Lichts wurde die Ca*-
Konzentration berechnet und einer Falschfarbenskala zugeordnet (,,Ca**-Imaging*). Die
Fura-2 beladenen Zeilen wurden anschlieBend in einer Losung mit einem membrangingigen,
nicht-hydrolysierbaren ¢GMP-Derivat (8-Bromo-cGMP) inkubiert. Durch das 8-Bromo-
cGMP wurden die rCNCo2ANT-Kanile gedffnet.

Die Ca**-Aufnahme (in HEK 293-Zellen) ist in Abb. 3.3.3 B) gezeigt. Nach ca. 3 min ist die
[Ca*']; in ca. 4-5 % der Zellen von ca. < 100 nM auf 600-800 nM gestiegen. Die geringe Zahl
der Zellen mit erhéhter Ca®"-Konzentration scheint der Expressionsrate von ca, 10-15 % zu
widersprechen, die durch immunologische Fiarbung mit dem AntikSiper 66 bestimmi wurde
(3.3.1). Diese Diskrepanz 148t sich jedoch erkliren, wenn man annimmt, daB nur ein Teil der
heterolog exprimierten tCNCo2ANT-Untereinheiten funktionell ist bzw. die Transfektiohs-
effizienz unterschiedlich war. Zudem betrug die Expressionsrate in elektrophysiologischen
Messungen cbenfalls 5-10 %. Dieser Wert stimmt sehr gut mit den hier gemachten

Beobachtungen iiberein,
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4 Diskussion und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Untereinheit zyklisch Nukleotid-gesteuerter
Ionenkandle aus der Retina, dem Riechepithel und dem Hoden der Ratte kloniert (3.1). Diese
neue Untereinheit besitzt die grofite Sequenzﬁhnﬁchkeit zu den CNCo2-Untereinheiten aus
dem Rind, dem Menschen und dem Huhn (3.1.2). Das Expressionsmuster dieser Untereinheit
dhnelt dem der CNCo2-Untereinheit aus dem Rind. Beide werden in der Retina und dem
Hoden exprimiert. SchlieBlich firbt ein gereinigter Antiktrper gegen diese Untereinheit in der
Immunzytochemie spezifisch ZapfenauBensegmente _in der Rinder- und Rattenretina (3.2.2).
Aus diesen Griinden wurde die hier beschriebene Untereinheit (der Ratte) als rCNCo2-
Untereinheit identifiziert. Sie ist bis auf den N-Terminus identisch mit einer Untereinheit, die
aus dem Epithel der Rattenzunge icloniert und als ,,stCNGgust“ bezeichnet worden war
(Misaka et al., 1997, 1998). In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Spleifivarianten der
rCNCao2-Untereinheit gefunden. Die Expression der CNCo2-Untereinheit im Riechepithel

wurde hier erstmals beschrieben.

4.1 Klonierung der rCNCo2-Untereinheit

Aus dem Riechepithel, dem Auge und dem Hoden wurden mit Hilfe der PCR cDNA-
Fragmente amplifiziert (3.1.1) und zu vollstidndigen Sequenzen, die fiir die tICNCo2a- bzw.
die rCNCo2b-Spleifivariante kodieren, zusammengefiigt (3.1.3).

Die Fragmente aus dem 3°-Bereich des Gens wurden durch ,einfache” PCR mit hoher
Zyklenzah! (40 Zyklen) amplifiziert. Um Fragmente aus dem 5°-Bereich zu erhalten, mufiten
verschachtelte PCR-Reaktionen (zweimal 40 Zyklen) durchgefiihit werden. Dies zeigt
indirekt, daB die Menge der rCNCo2-Transkripte gering ist.

Durch PCR liefien sich grofie Teile der rCNCo2-Sequenz isolieren. Die Nukleotide 219-2013
entsprechen bis auf ein Nukleotid (Position: 323) der ,,sfCNGgust“‘-Sequenz (Misaka et al.,
1997). Die Sequenz der isolierten Fragmente wurde jeweils durch die Sequenzierung
mehrerer unabhéngiger PCR-Klone verifiziert. Die gefundene Abweichung (Nukleotidposi-
tion 323) zur ,,rCNGgust”-Sequenz wurde so ebenfalls bestitigt, Die Abweichung ergibt in

der abgeleiteten Aminosiuresequenz ein Leucin anstelle eines Prolins. An der
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korrespondierenden Position anderer CNCo-Untereinheiten (7.2) findet man ebenfalls ein
Leucin. Vermutlich wurde die ,,rCNGgust“-Sequenz an der entsprechenden Position
fehlerhaft sequenziert.

Bei den PCR-Experimenten konnte dic Amplifikation genomischer DNA ausgeschlossen
werden, Die verwendeten Primerpaare wurden so gewihlt, daf die Amplifikation tiber Exon-
Exon-Grenzen hinweg erfolgte. Es wurden keine Intronsequenzen gefunden.

Die publizierte ,,rCNGgust”“-Sequenz enthélt eine Anfangssequenz (7.1.2; Nukleotide: 1-54),
die von Misaka und Mitarbeitern (1997) durch 5’-RACE-PCR bestimmt und als ,,unsicher*
angegeben wurde. Anhand dieser 5’-terminalen Sequenz wurden Primer synthetisiert und
PCR-Experimente mit ¢cDNA als Matrize durchgefiihrt. Dabei konnten keine Fragmente
amplifiziert werden. Daraus muB gefolgert werden, daB das 5°-Ende der rCNCo2-
Untereinheit vom 5°-Ende der publizierten ,,rfCNGgust‘-Untereinheit abweicht. Der Beginn
der, von Misaka und Mitarbeitern (1997) als ,,sicher” angegebenen, Sequenz wird durch ein
Nukleotid gebildet, das dem Nukleotid 219 in der rCNCo2-Sequenz entspricht. Dieses
Nukleotid reprisentiert das 5-Ende eines Exons. Daran schlieBt sich (in der rCNCo2b-
Spleifivariante) 5°-wirts das Exon an, das in der rCNCo2a-Spleilvariante fehlt. Zwischen den
Nukleotiden 218 und 219 muf} sich daher im Gen der rCNCog2-Untereinheit ein Infron
befinden. Die Nukleotide 218 und 219 sind zudem Teil einer Konsensussequenz fiir einen
Exon—Exon—Ubergang (3.1.1). Moglicherweise ist die publizierte, als ,,unsicher” angegebene,
5°-Sequenz Teil einer Intron-Sequenz. Andererseits ist es nicht auszuschlieBen, daB im
Zungenepithel eine weitere Spleifvariante ,,rCNGgust” exprimiert wird.

Um das 5-Ende der rCNCo2-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 rCNCo2 durchsucht. Es wurden mebr als 10°
unabhiingige Phagenklone untersucht. Dabei lieB sich kein positiver Klon detektieren. Aus der
verwendeten cDNA-Bibliothek klonierten Bradley und Mitarbeiter (1994) die rCNCo4-
Untereinheit. Diese Arbeitsgruppe konnte acht volistindige rCNCoé-Klone aus 1,8 x 10°
Klonen isolieren. Die immunzytochemischen Firbungen zeigen, dal weniger als 1 % aller
Riechzellen die rCNCo2-Untereinheit exprimieren (3.2.2). In mindestens 99 % aller
Riechzellen wird aber die r*CNCo4-Untereinheit exprimiert. Um aus der verwendeten cDNA-
Bibliothek mit hoher Wahrscheinlichkeit mindestens einen vollstindigen rCNCao2-Klon zu

erhalten, miiften demzufolge mindestens 2,2 x 107 Klone untersucht werden. Zudem sind in
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cDNA-Bibliothcken 5°-Enden héufig unterreprisentiert, da die reverse Transkription der
RNA selten vollstindig verlduft.

Die Ergebnisse der immunzytoéhemischen Firbung am Riechepithel (3.2.2) belegen die
unterschiedlich starken Expressionsraten der rCNCo2- und der rCNCo3-Untereinheit. Die
Expression der rCNCq2-Untereinheit in nur wenigen Zellen des Riechepithels LAt indirekt
auf eine geringe Anzahl von Transkripten in Gesamt-RNA und damit in Gesamt-cDNA aus
dem Riechepithel schlieflen.

Ein 5°-Fragment der rCNCo2-Untereinheit (5°-RACE-Fragment-Auge) wurde durch
5-RACE-PCR mit ¢cDNA aus dem Auge erhalten (3.1.1). Anhand dieser Sequenz wurden
Primer synthetisiert und PCR-Experimente mit cDNA aus dem Riechepithel, dem Hoden und
dem Auge durchgefithit. Dabei wurden die 5°-Enden der rCNCo2a- und rCNCo2b-
Untereinheit identifiziert. Es ist mdglich, daB im Riechepithel und im Hoden noch eine
weitere, hier bislang noch nicht beschriebene, rCNCo2-Untereinheit exprimiert wird. Ein
5°-Fragment dieser Variante, wird bei den PCR-Experimenten mit cDNA amplifiziert. In der
Abbildung 3.1.1.3 ist das entsprechende Fragment dieser putativen Variante nicht sichtbar, da
die entsprechende Bande von der ,,5"-Fragment-Riechepithel/Hoden"-Bande iiberdeckt wird.
Im Vergleich zur rCNCo2b-Spleiivariante besitzt diese Variante eine Deletion von
22 Basenpaaren (A 105-126). Der sich daraus ergebende N-Terminus zeigt aber keine
Ahnlichkeit zu den N-Termini bekannter CNCo2-Untereinheiten. Zudem findet man an den
Grenzen der Deletion keine Konsensussequenzen fiir Exon-Exon-Ubergiinge. Daher wurde
diese Variante nicht weiter untersucht.

Bei der 5-RACE-PCR konnte kein Klon mit einem Startkodon isoliert werden. Ein Vergleich
der abgeleiteten Aminosduresequenz der 5°-terminalen Nukleotide mit den N-terminalen
Aminoséuresequenzen bekannter CNCo2-Untereinheiten legt nahe, dafl der gefundenen
Sequenz mit hoher Wahrscheinlichkeit nur das Startkodon fehlt (Abb. 3.1.1.2). Dies muB}
jedoch noch bestitigt werden. Dafiir bieten sich zwei Moglichkeiten an. Zum einen konnte
eine intensive Durchmusterung von cDNA-Bibliotheken (Riechepithel (s.0.) bzw, Auge)
Klone mit dem Startkodon liefern. Zum anderen konnten mit Hilfe von degenerierten
Primern, die im 5°-nichtkodierenden Bereich bekannter CNCo2-Untereinheiten hybridisieren,
Sequenzen mit dem Startkodon amplifiziert werden.

Bei der 5°-RACE-PCR wurden keine distinkten Banden erhalten. Die PCR-Produkte
verteilten sich kontinuierlich iiber 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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Thymidylifolge oft unspezifisch. Auch Misaka und Mitarbeiter hatten bei entsprechenden
Versuchen (mit ¢DNA aus dem Zungenepithel) keine distinkten Banden erhalten.
Méglicherweise enthiilt daher die Sequenz der rCNCo2-Untereinheit im 5 -nichtkodierenden
Bereich Sequenzen, die die reverse Transkription friihzeitig abbrechen lassen. Die reverse
Transkription kénnte erschwert sein, weil dieser Bereich mdglicherweise starke Tendenz zur
Ausbildung von Sekundirstrukturen besitzt.

Um die Transkription der rCNCo2-Spleifivarianten in den unterschiedlichen Geweben
unabhéngig von PCR-Experimenten nachzuweisen, wurden Northernblot-Experimente (2.7.2)
durchgefithrt (nicht gezeigt). Dabei wurden keine Signale detektiert, Vermutlich sind
rCNCo.2-Transkripte in zu geringer Hiufigkeit in polyadenylierter RNA enthalten oder
werden in situ {iberdurchschnittlich schnell abgebaut. Die Transkription der bCNCo2-
Untereinheit konnte durch Northernblot-Analyse mit DNA-Sonden bei hoher Stringenz in der
Retina und dem Hoden nachgewiecsen werden (Weyand et al, 1994). Bei den in der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Northernblot-Analysen wurden RNA-Sonden ebenfalls
unter hohen Stringenzbedingungen eingesetzt (nicht gezeigt). Die Transkription sollte sich
(unabhingig von PCR-Experimenten) durch Variation der Stringenzbedingungen bzw.
Methoden mit htherer Sensitivitdt wie z. B. ,,RNase-protection assay* oder durch in situ-

Hybridisierung mit spezifischen Sonden nachweisen lassen.

4.2 Eigenschaften der heterolog exprimierten rCNCo.2-Untereinheiten

Sowohl die Spleilvarianten rCNCo2a und rCNCoe2b, sowie die trunkierte Form
tCNCO2ANT wurden heterolog in HEK 293-Zellen exprimiert (3.3.1). Die Zellen wurden
dabei jeweils nur mit einer Variante transfiziert. Die Kandle lagen somit als Homooligomere
vor. Alle Varianten bildeten funktionelle Kanile, die durch Bindung von zyklischen
Nukleotiden kooperativ aktiviert werden (3.3.2). Ihre Eigenschaften werden im folgenden mit
denen anderer homooligomerer Kanéle aus CNCao-Untereinheiten verglichen.

Alle homooligomeren Kanile aus CNCo2-Untereinheiten weisen eine héhere Affinitit fiir
cGMP als fiir cAMP auf. Fiir die rtCNCo2-Kanile liegen die Aktivierungskonstanten fiir
¢GMP im Bereich von 1-4 pM. Die Kanille sind damit empfindlicher fiir cGMP als die
Kanile, die aus ¢cCNCo2- (Ky, ca. 40 uM: Bonigk et al, 1993) bzw. aus bCNCo2-
Untereinheiten (Ki, ca. 20 uM: F. Miiller, persinliche Mitteilung) gebildet werden, Die
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Aktivierungskonstante der rCNCo2-Kaniile fiir cAMP ist mit ca. 200-600 UM um zwei
GréBenordnungen hoher als fiir cGMP. Ahnliche Unterschiede wurden fiir bBCNCo2-Kandle
gefunden (Weyand et al., 1994).

Ein interessanter Unterschied ergibt sich aus dem Verhéltnis der Stréme, die durch séttigende
cAMP- bzw. cGMP-Konzentrationen induzierbar sind (I.amp/l.amp). Bei allen bisher unter-
suchten homooligomeren Kaniilen aus CNCol- und auch CNCq2-Untereinheiten lag dieser
Wert bei weniger als 0,2 (bCNCo2: Weyand et al., 1994; hCNCo2: F. Miiller, perstnliche
Mitteitlung; bCNCal: Altenhofen et al., 1991). cAMP wirtkt bei diesen Kaniilen nur als
partieller Agonist. Bei rCNCo2-Kanilen kann dagegen bei negativen Spannungen ein Wert
von 0,7, bei positiven Spannungen sogar von 1 erreicht werden. Bisher wurden solche Werte
nur bei Kandlen gefunden, die aus CNCa3-Untereinheiten aufgebaut sind (Altenhofen et al.,
1991). Die molekulare Ursache fiir diesen Unterschied ist unklar, Da bei CNG-Kanélen der
Schaltmechanismus (das ,,gating“) des Kanals (wahrscheinlich) durch die Interaktion von
N-und C-terminzlen Doménen beeinfluit wird (Varnum und Zagotta, 1997), konnten die
Unterschiede durch die unterschiedlichen Aminosiduresequenzen in diesen Bereichen
verursacht werden. Dies konnte in zukiinftigen Arbeiten durch Mutagenese untersucht
werden. Die in dieser Arbeit hergestelite, verkiirzte Form (fCNCo2ANT) zeigt bei negativen
Spannungen einen leicht verringerten I amp/lcomp-Wert von 0,56, Ansonsten entsprechen die
clektrophysiologischen Eigenschaften eines solchen homooligomeren Kanals den
Eigenschaften der homooligomeren Kanile der Spleifivarianten.

Sowohl rCNC2a-, als auch rCNCaZb-homooIigoﬁlere Kanile konnten reversibel durch
Ca®*/Calmodulin in ihrer Aktivitit moduliert werden (3.3.2.3). Stréme, die durch cGMP-
Konzentrationen von 3 uM aktiviert wurden, wurden in Gegenwart von 1 uM
Ca?*/Calmodulin um etwa 50% verringert, Stréme bei sittigenden cGMP-Konzentrationen
blicben unveréindert. Das flihrt zu einer Verschiebung der Dosiswirkungsbeziehung zu
héheren cGMP-Konzentrationen. Ein dhnliches Verhalten wurde bisher bei cCNCo2-Kanilen
beschrieben (Bonigk et al, 1993). Homooligomere bCNCo2- (F. Miiller, personliche
Mitteilung) und hCNCo2-Kanile (Yu et al,, 1996) zeigten diesen Effekt nicht. Die beiden
rCNCo2-Spleiflvarianten unterscheiden sich zwar in der Aminosiureabfolge der putativen
Calmodulinbindestelle im N-Terminus, Dies scheint jedoch keinen EinfluB auf die hier
untersuchten Effekte zu haben. Beide Varianten reagieren etwa gleichstark auf 1 pM
Calmodulin. Niedrigere Calmodulinkonzentrationen wurden bisher nicht systematisch

ausgetestet, es kann also keine Aussage gemacht werden, ob sich die Spleivarianten im
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ICs0-Wert fiir Calmodulin unterscheiden. Es muBl auch tiberpriift werden, wie die

Calmodulinwirkung auf c AMP-aktivierte Strome ist.

4.3 Lokalisierung der rCNCo2-Untereinheit im Riechepithel: Gibt es eine Subpopu-

lation von Riechzellen, die ¢cGMP als sekundiiren Botenstoff verwenden?

In der vorliegendeh Arbeit wurde durch immunzytochemische Férbung (3.2.2) gezeigt, dah
eine Subpopulation von Riechzellen die rCNCo2-Untereinheit exprimiert. Unklar ist, ob in
dieser Subpopulation beide Spleifivarianten gemeinsam exprimiert werden. Unklar ist auch,
ob zusitzlich die bislang bekannten olfaktorischen Untereinheiten exprimiert werden
(rCNCau3, rtCNCod und rCNC1b). Dies immunzytochemisch nachzuweisen wird aber durch
die Tatsache erschwert, daf} diese Einzelzellen, von einer Vielzahl von Zellen umgeben sind,
dic die 1CNCo3-, die rCNCod- und die rCNCBlb-Untereinheit enthalten. Durch
elektrophysiologische Untersuchung von Einzelzellen, lieie sich aufkliren, ob die Zellen der
Subpopulation homooligomere Kanile aus der rCNCa2-Untereinheit oder heterooligomere
Kanile mit anderen Untereinheiten enthalten. Hier stelit sich aber dasselbe Problem, daf} diese
Einzelzellen von einer Vielzahl von Zellen umgeben sind, die die rCNCa2-Untereinheit nicht
exprimieren. _

Die Arbeiten von Juilfs und Mitarbeitern (1997) zeigen, dafl in der Ratte eine Subpopulation
von Riechzellen existiert, die die GC-D (Fillle et al., 1995) und die PDE2 exprimieren (1.2.2).
In diesen Zellen lieB} sich weder die Adenylylzyklase (Typ III) noch die PDE1IC2 bzw. die
PDE4A nachweisen (Juilfs et al.,, 1997). Die GC-D ist eine membranstindige Rezeptor-
Guanylylzyklase, die den Rezeptor-Guanylylzyklasen fiir natriuretische Peptidhormone bzw.
fiir hitzestabile Enterotoxine &hnelt (Juilfs et al., 1997). Die PDE2 ist cGMP-abhiingig. Es ist
sehr wahrscheinlich, dall diese Zellen einen eigenstindigen Signaltransduktionsweg mit
cGMP als sekundédrem Botenstoff aufweisen, Die GC-D konnte cinen (noch unbekannten)
Stoff binden und ¢cGMP synthetisieren. Die PDE2 kénnte an der Abschaltung des cGMP-
Signals beteiligt sein, Durch ¢cGMP konnte ein CNG-Kanal aktiviert werden. Es ist noch
unklar, ob die begchriebcne Subpopulation mit der identisch ist, in der die rCNCa2-
Untereinheit exprimiert wird. Die immunzytochemischen Férbungen zeigen eine #hnliche
Verteilung der markierten Zellen. Ko-Lokalisationsstudien mit markierten Antikrpern gegen

die rCNCo2-Untereinheit und die GC-D bzw. PDE2 soliten dies kldren kdnnen,
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Wenn alle diese Proteine tatséichlich in derselben Subpopulation von Riechzellen exprimiert
werden, dann kénnte in diesen Zellen ein CNG-Kanal, der die rCNCo2-Untereinheit enthélt,
als Endglied der Signaltransduktion fungieren. Welchen Vorteil wiirde ein solcher Kanal fiir
die physiologische Antwort der Zelle erbringen? Sollte cGMP die Funktion des sekundiren
Botenstoffs in diesen Zellen einnehmen, konnte prinzipiell der bekannte olfaktorische CNG-
Kanal Endglied dieser Signaltransduktionskette sein, da der olfaktorische CNG-Kanal dhnlich
empfindlich fiir cAMP und cGMP ist. Die Eigenschaften der heterolog exprimierten tCNCot2-
Untereinheiten (4.2) zeigen, daf} diese Kanéle stark zwischen cGMP und cAMP unterscheiden
konnen. Zellen, die CNG-Kanile aus solchen Untereinheiten enthalten, kénnten demnach
zwischen cGMP- und cAMP-Signalen unterscheiden. Dies wire notwendig, wenn in diesen
Zellen z.B. ein (bislang noch nicht nachgewiesenes) cAMP-produzierendes Enzym (z.B. eine
(noch) nicht identifizierte Adenylylzyklase) vorhanden ist.

Andererseits zeigen die elektrophysiologischen Messungen, dafl homooligomere Kanile aus
rCNCo2-Untereinheiten eine geringere Calmodulin-Empfindlichkeit anfweisen als Kanile,
die die rCNCo3-Untereinheit enthaltén. Fiir die rCNCo2-Kanile wurden keine Dosis-
Wirkungsbeziehungen fiir cGMP mit Calmodulin bestimmt, Der halbmaximale Strom wird
jedoch durch Calmodulin im selben Mafe gesenkt wie bei der cCNCa2-Untereinheit (Bonigk
et al,, 1996), bei der sich die Dosis-Wirkungsbeziehung fiir cGMP durch Calmodulin nur
wenig verschiebt. Daher kann man erwarten, daf} sich die Dosis-Wirkungskurve fiir cGMP bei
den rCNCo2-Kanilen ebenfalls nur schwach verschiebt. Bei den meisten Riechzellen ist die
Modulation des olfaktorischen CNG-Kanals durch Calmodulin  der wichtigste
Adaptationsmechanismus (Chen & Yau, 1994; Kurahashi & Menini, 1997). Zellen, die die
rCNCo2-Untereinheit exprimieren, desensitieren moglicherweise schwicher. Es ist auch
moglich, daB die Desensitisierung in der beschriebenen Subpopulation durch den cGMP-
Abbau mit Hilfe der PDE2 vermittelt wird.

Welche Funktion kOnnten Riechzellen haben, die die GC-D, die rCNCo2-Untereinheit und
die PDE2 kdexprirrﬁeren? Uber die Natur des Liganden, der an die GC-D bindet kann derzeit
nur spekuliert werden, Da die GC-D Ahnlichkeit zu den Rezeptoren fiir Peptidhormone
(atriale natriuretische Peptide) bzw. fiir hitzestabile Enterotoxine zeigt, kénnen zumindest
Vermutungen angestellt werden. In Séugetieren wird die Geruchswahrnehmung durch zwei
anatomisch und funktionell 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

16sen 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 ciner Spezies
dienen. Das VNO wird als mafigeblich fiir die Pheromonwahrnehmung betrachtet, da das
Entfernen dieses Organs das Reproduktionsverhalten von Nagetieren schwer beeintréichtigt
(Wysocki & Lepri, 1991). Das vomeronasale Organ enthilt eine Subpopulation von Zellen,
die Pheromonrezeptoren exprimieren (Dulac & Axel, 1995). Diese gehéren zu einer anderen
Gruppe der Sieben-Transmembrandomiinen-Rezeptoren als die Duftstoffrezeptoren des
MOEs (1.2.2). Die chemische Natur der meisten Pheromone ist nicht bekannt. Pheromone
kénnen zur Gruppe der Steroide und Prostaglandine gehdren (Sorensen et al., 1988).
Fettsiduren und Proteine ktnnen 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 méglich, daf die GC-D (im MOE) ein Pheromon bindet und
eine Signaltransduktionskaskade auslost, bei der cGMP als sekundirer Botenstoff fungiert.
Das Entfernen des VNO fiihrt zu schweren Beeintriichtigungen des Sexualverhaltens. Daher
ist es unwahrscheinlich, daff die potentiell im MOE durch die GC-D gebundenen Pheromone
mafigeblich das Sexualverhalten beeinflussen. Es ist jedoch bekannt, dafl Nagetiere sich am
Geruch erkennen (Marr & Gardner, 1965). Méglicherweise wird dies oder eine #dhnliche
Funktion durch die GC-D vermittelt.

Es muB noch gekldrt werden, ob moglicherweise auch die rCNCol-Untereinheit im
Riechepithel exprimiert wird. Zudem mulf iiberpriift werden, ob die Ergebnisse an der Ratte

auf andere Spezies libertragbar sind.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die rCNCo2-Untereinheit aus der Ratte kloniert. Diese
Untereinheit wird im Riechepithel, in der Retina und im Hoden exprimiert.

Die rCNCo2-Untereinheit existiert in zwei Spleifivarianten (tCNCo2a und rCNCo2b). Im
Riechepithel und im Hoden wurden beide Spleivarianten gefunden. Im Auge findet man
ausschlieBlich die rCNCo2a-Untereinheit. Sie wird dort in Zapfensehzellen exprimiert. Die
Spleilvarianten unterscheiden sich in der abgeleiteten ‘Aminosiuresequenz durch einen
kurzen Einschub im N-Terminus, der nur in der rCNCo2b-Spleifivariante vorkommt. Durch
diesen Einschub unterscheiden sich die beiden SpleiBvarianten in der abgeleiteten
Aminosiuresequenz im Bereich einer putativen Calmodulinbindestelle.

Die SpleiBvarianten wurden heterolog exprimiert und die homooligomeren Kanile
elektrophysiologisch charakterisiert. Die elektrophysiologischen Eigenschaften der Kanile
sind sehr #hnlich. Die rCNCo2-Kaniile zeigen eine hohe Ligandenempfindlichkeit fiir cGMP
(ca. 1-4 puM). Die Ligandenempfindlichkeit fiir ¢cAMP ist um zwei GrbBenordnungen
geringer, Trotz unterschiedlicher Sequenz in der putativen Calmodulinbindestelle zeigen die
SpleiBivarianten der rCNCo2-Untereinheit keine Unterschiede beziiglich der Wirkung von
Calmodulin auf den ¢GMP-induzierten Strom. Calmodulin verschiebt die Dosis-
Wirkungsbeziehung zu hoheren ¢GMP-Konzentrationen. Dieser Effekt ist jedoch im
Vergleich zum Effekt am bislang bekannten olfaktorischen CNG-Kanal schwiicher
ausgeprigt.

Im Riechepithel wurde die rCNCo2-Untereinheit in einer sehr kleinen Subpopulation von
Riechzellen lokalisiert. Diese Zellen sind méglicherweise mit der Subpopulation von
Riechzellen identisch, in der die Guanylylzyklase-D (GC-D) und die ¢GMP-abhéingige
Phosphodiesterase—ﬁ (PDE2) exprimiert werden. In diesen Zellen konnten CNG-Kanile, die
die rCNCo2-Untereinheit enthalten, als Endglieder einer putativen Signaltransduktionskette
fungieren, bei der die Bindung eines (unbekannten) (Duft)stoffes an die GC-D die Produktion
von cGMP auslést. Da die homooligomeren Kanile der tCNCo2-Spleifvarianten lediglich
schwach Calmodulin-sensitiv sind, verlduft 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 Nukleinsiuresequenzen weisen in 3°-
Richtung, Primer unterhalb der Nukleinsduresequenzen weisen in 5°-Richtung. Start- und

Stopkodons wurden fett gedruckt. Restriktionsschnittstellen in den Primern wurden

unterstrichen.

7.1.1 Sequenz der rCNCo2-Untereinheit (! CNCo.2b)

5’-cttctc-
—gagecaccATECCCAAGCTCAATACCCAATG-3 "' (2374)

61

121

181

241

301

36l

421

481

5'-AGGTCAATACCCAATGCTCACAG-3"'(2365)
51 -CAAGGTCAATACCCAATGCTC-3 " (2364)
ATGGCCAAGGTCAATACCCAATGCTCACAGCCCTCCCCGAGACAACTTICAGTAAAGGAC
TACCGGTTCCAGTTATGGCTTACGAGTGTCGGCAGGGGCTCTGTTGAAAGTCATTTCCTG

GCCGCAGACAGAGACCTCGATCAAGTGGAGAATGGCCTCGGCAGGTCTCACTCACCATGT
CGGCGTCTGTCTCTGRAGCTAGTTCACCTCTTACCGGAGCCGTCCAGAGTGAGTGGTACA

GAGGAGACATCTTCCACAGTGCATCAGGGGATCGTCATGGAGACCGGAGAACTGGCTGGA
CTCCTCTGTAGAAGGTGTCACGTAGTCCCCTAGCAGTACCTC TGGCCTCTTGACCGACCT

5" -cGGtaGagetcCacCATgATCTCC

5+ -TCATCTCC

5¢ —GCTTCATCATCTCC
GCCGCACAGAGTTTATTCACAAGCCAGGGGCCAGCCAGGGTGTCACGCTTCATCATCTCC
CGGCEGTGETCTCAAATAAGTGTTCGGTCCCCGGETCGETCCCACAGTGCGAAGTAGTAGAGG

ATTCGTGCGTGGG-3 (2250)

ATTCGTGCETG-3" (2192}

ATTC-37 {2191}
ATTCETGCGETGGGCCGECCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGACGCCTGACTCCTTTTTG
TAAGCACGCACCCGGCGETCCOTGAATGTGGTACTTCTGGGCTGCGGACTGAGGAAAAAC

GATCGTTTTCATGGAGCTGAGCTTAAGGAAGTATCCAGCCAGGAAAGGAATGCCCAGCCC
CTAGCAAAAGTACCTCGACTCGAATTCCTTCATAGGTCGGETCCTTTCCTTACGGGTCGGG

AACCCAGGAGGACAGGAACCACCAGAGGGAGGGAAAGGCAGGAAGAAGGATCCCATTGTG
TTGGGTCCTCCTETCCTTGGETGGTCTCCCTCCCTTTCCGTCCTTCTTCCTAGGGTAACAC

57 -AACATCTACTACCGCTGCGC-3" (2174)
GTGGACCCCTCCAGCAACATCTACTACCGCTGGCTGACTGCCATCGCCCTCCCGETCTTC
CACCTGGGGAGCTCGTTGTAGATCGATGGCGACCCACTGACGGTAGCCGGGAGGGCCAGAAG

TATAACTGGTGTCTACTTGTGTGCAGGGCCTGTTTTCGATGAGCTACAGTCAGAACACCTG
ATATTGACCACAGATGAACACACGTCCCGGACAAAACTACTCGATGTCAGTCTTGTGGAC
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541

601

661

721

781

841

201

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

57 -TTGTCGACATGCTGGTT
ACACTGTGGCTGETCCTGGACTACTCTGCAGATGCCCTGTATETTGTGGACATGCTGGETT
TCTGACACCGACCAGGACCTCGATGAGACGTCTACGGGACATACAACACCTGTACGACCAA

3 ' -CAACACCTGTACGACCAA
3’ -CTGATGAGACGTCTACGGGAC-5* {2206}
31 -GACCTGATGAGACGTCTACG-5’ {9026}

CG-3'(2165)

CGTGCCCEGACAGETTTCCTTCAACAAGGCCTAATGETCAGGGATACCAAGAGGCTETIGG
GCACGGGCCTGTCCAAAGGAACTTIGTTCCGGATTACCAGTCCCTATGGTTCTCCGACACC
GCAC-5'(2195%) 3 -CCAGTCCCTATGGTTCTCCGAC-5"

ARACATTACACAAAGACCTTGCACTTCAAGCTGGACATCCTGTCTCTCATCCCCACAGAL
TTTGTAATGTGTTTCTGCAACCTGAAGTTCGACCTGTAGGACAGAGAGTAGGGGTGTCTG
(2194) 37 -GGAACGTGAAGTTCGACCTGTA-5"' (2193)

CTGGCTTATTTGAAGTTGGGCATGAACTACCCGGAACTGAGGTTCAATCGCCTCCTGAGG
GACCGAATAAACTTCAACCCGTACTTGATGGGCCTTGACTCCAAGTTAGCGGAGGACTCC

‘ 5" -CCAATGTG
TTCTCTCGGCTCTTTGAGTTCTTTCACCGCACGGAGACAAGGACCAACTACCCCAATGTG
ARGAGAGCCGAGAAACTCAAGAAACTGGCGTGCCTCTGTTCCTGGTTGATGGGGTTACAC

TTCAGGATAGGG-3 ' (9027)
TTCAGCATAGGGAACTTCGTTCTGTACACCCTCATTATCATCCACTGCGAACGCCTGCATC
AAGTCCTATCCCTTGAACCAAGACATGTCGGGAGTAATAGTAGGTGACCTTGCGGACGTAG

TACTTTGCCATTTCCAAGTTCATCCGTTTTCGAACAGATTCCTGECTCTATCCAAACACC
ATGAAACGGTAAAGGTTCAAGTACGCCAAAACCTTGTCTAAGGACCCAGATAGGTTTGTCG

TCCAAGCCGGAGTATGGACGCCTCTCCAGGAAGTACATTTACAGCCTCTACTGGTCCACC
AGGTTCCGCCTYCATACCTGCGGAGAGGTCCTTCATGTAAATGTCGCGAGATGACCAGGTGG

TTGACCCTGACCACCATTGGGGAGACCCCGCCCCCCGTCGAAGGATGAGGAGTATCTCTTT
AACTGGGACTGGTGGTAACCCCTCTGGGGCGGEGEGCACTTCCTACTCCTCATAGAGAAR

5" -GACTTCCTGGTGGGCGTCC-3 7 (2168)
GTGGTCATAGACTTCCTGGTGGGCGTCCTGATCTTCGCCACTATAGTAGGCAATGTGGGC
CACCAGTATCTGAAGGACCACCCGCAGGACTAGAAGCGGTGATATCATCCGTTACACCCG

3/ -GAAGCGGTGATATCATCCG-5" (2166)

TCCATGATTTCCAACATGAACGCTTCCCGGGCGCAGTTCCAGGCTAAGATAGATTCCATC
AGGTACTAAAGCGTTCGTACTTGCGAAGGGCCCGCCTCARGGTCCGATTCTATCTAAGGTAG
3'-G

AAGCAGTACATGCAGTTCCGCAAGGTAACCAAGGACTTGGAGACTCGGGTTATCCGGTGE
TTCCTCATGTACGTCAAGGCCTTCCATTGGTTCCTCGAACCTCTGAGCCCAATAGGCCACC
TTCGTCATGTACCTCAA-5' (2179}

TTTGACTATCTGTGGGCTAACAGGAAGACGGTGCGATGAAAAGGAAGTGCTCAAAAACCTC
AAACTGATAGACACCCGATTGTCCTTCTGCCACCTACTTTTCCTTCACGAGTTTTTGGAG

57 ~-GAAAGTC
CCAGACAAGCTGAAGGCCGAGATCGCCATCAACGTGCACCTGGACACACTGAAGAAAGTC
GGTCTGTTCGACTTCCGGCTCTAGCGGTAGTTGCACGTGGACCTGTGTCGACTTCTTTCAG

CGAATCTTCCAGG-3' {9028)

CGAATCTTCCAGCACTGCGAGGCAGGCCTTCTGCTGCAGCTGETCCTGARCCTTCGTCCT

GCTTAGAAGGTCCTCACGCTCCETCCCGAAGACCACCTCCACCACGACTTCGARAGCAGGA
37 -GA
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1441

1501

1561

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

GC'PGTGTTCAGCCCTGGGGACTACATTTGCAAAAACGGCCACAT TGCAAGGGAGATGTAC
CGACACAAGTCGGGACCCCTGATGTAAACGTTTTTCCCCCTCTAACCTTCCCTCTACATG
CGACACAAGTCGGGAC-57 (2252)

ATCATCAAGGAGGGCAAGCTGGUTGTCETCGGCTGACGATGGGGTCACCCAGTTTGTGETC
TAGTAGTTCCTCCCGITCGACCGACAGCACCGACTGCTACCCCAGTGGGTCAAACACCAG

CTCAGTGATGGCAGTTACT TTGGGGAGATCAGCATCTTAAACATTAAGGGGAGCAAGTCG
GAGTCACTACCGTCAATGAAACCCCTCTAGTCGTAGAATTTCTAATTCCCCTCGTTCAGC

GGGAACCGECAGGACAGCCAACATCAGGAGCATCGGCTACTCGGACCTGTTCTGCCTCTCC
CCCTTGGCETCCTETCGGTTGTAGTCCTCGTAGCCGATGAGCCTGGACAAGACGGAGAGE

57 -TCTGGgatce
AAGGATCACTTGATGGAGACCCTCACGGAGTACCCGCGATGCTAAGAGGGCTCTGCGAGGAA
TTCCTACTCAACTACCTCTGGCAGTGCCTCATGGGCCTACGATTCTCCCGAGACCTCCTT

AAGGGTCGGCAGATTCTGATG-3" (2186)
AAGGGTCGGCAGATTCTGATGAAGGACAACCTAATCGATGACCGACCTGETGACGGCCAGG
TTCCCAGCCGTCTAAGACTACTTCCTGTTGGATTAGCTACTGCTGGACCACTGCCGGTCC

GCAGATGCCAGGCAACATCGAGGAGAAGGTGGAGTACCTGGAGTCATCCTTGGACGGCCTG
CGTCTACGGTCCTTGTAGCTCCTCTTCCACCTCATGGACCTCAGTAGGAACCTGCCGGAC

CAGACGAGGTTCGCCCGACTCCTGGCTGAGTACAGTGCCTCCCAGATGAAGC TGAAACAG
GTCTGCTCCAAGCGGGCTGAGGACCGACTCATGTCACGGAGGGTCTACTTCGACTTTGTC

CGGCTCAGCCAGCTGGAGAGCCAGATGACCAGGAGGGGTCATGGCTTCTCACCTGACAGGE
GCCGAGTCGGTCGACCTCTCGETCTACTGGTCCTCCCCAGTACCGAAGAGTGGACTGTCC

GAGAATTCCGAGGATGCTTCARAAGCTGACTEAAAATGCAGGTGGCTCTGCCTCCTGCTT
CTCTTAAGGCTCCTACGAAGTTTTCGACTGACTTTTACGTCCACCGAGACGGAGGACGAA
3/ -CCTACGAAGTTTTCGACTGACTaTTcgaaCCACC-57 (2187)
3 -CCTACGAAGTTTTCCACTGACTaagAt cPCCACC~57 (2251)

CCCAGGGCCAGUTGCCAGTGAGACACTTTACAGCCTCGTGGTGAAGAGT
GGGETCCCGGTCCGACGGTCACTCTGTCAAATGTCGGAGCACCACTTCTCA
37 -GTCGGAGCACCACTTCTCA-5 {2169)
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7.1.2 Anfangsbereich der ,,rCNGgust*‘-Sequenz (Misaka et al., 1997)

Der Sequenzbereich, der vermutlich durch Misaka und Mitarbeiter (1997) falsch bestimmt

wurde, ist unterstrichen.

5" -cGGtaGag

5 ~ATTCAGGATGCATCAGATGG-3’ (2190)
57 -TCTTTATTCAGGATGCATC-3' (2189) 57
I ATCTTTATTCAGGATGCATCAGATGGAAACATCGACCATGGTCCAAGACAACAGGGTGTC
TAGAAATAAGTCCTACGTAGTCTACCTTTGTAGCTGGTACCAGGTTCTGTTGTCCCACAG

ct¢CacCATgATCTCCATTCGTGCGTGGG-3 7 (2250)
5/ -TCATCTCCATTCGTGCGTG-3' (2192)
~GCTTCATCATCTCCATTC -3 (2191)
61 ACGCTTCATCATCTCCATTCGTGCGTGGGCCGCCAGGCACTTACACCATGAAGACCCGAC
TGCGAAGTAGTAGAGCTAAGCACGCACCCGGCGGTCCGTGAATGTGGTACTTCTGGGCTG

7.1.3 Sequenzierprimer

Die Sequenzierprimer, die innerhalb der rCNCa2-Sequenz hybridisieren, wurden unter 7.1.1
aufgefiihrt (# 9026, # 9027 und # 9028). Hier werden die Sequenzierprimer angegeben, die im
Bereich der Klonierungsstellen der verwendeten Plasmide hybridisieren. Die jeweiligen
Plasmide und die relative Lage der Hybridisierbereiche zur Klonierungsstelle (5"oder 37)

wurden in Klammern angegeben.

# 9001: 5°-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3" (pBluescriptSK™: 57)

#9002: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3" (pBluescriptSK': 37, pcDNAIAmp: 57))
#9003: 5-TAAGTTGGGTAACGCCAGGG-3" (pMALc2: 37)

#9006: 5"-AGCATTTAGGTGACACTATAG-3"(pcDNAIAmp: 37

#9007: 5-CGTCAGACTGTCGATGAAGCC-3(pMALc2: 57)

7.1.4 Primer fiir die 5-RACE-PCR

Die Primer # 2193, # 2194 und # 2195 wurden unter 7.1.1 (s. auch 2.10.2.3) aufgefiihtt. Die
von Boehringer bezogenen Primer werden hier aufgefiihrt (V= A, C oder G):

Oligo-dT-Anchor-Primer: 5°-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-(T)16-V-3~
Anchor-Primer: 5"-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’
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7.2 Vergleich der Aminosiiuresequenzen von CNCo-Untereinheiten

Alle aufgefiihrten CNCo.-Untereinheiten wurden im Text erwihnt. Die Sequenz der hCNCe2-
Untereinheit wurde Yu und Mitarbeitern (1996) entnommen. Hier verwendete Priifizes fiir die
Untereinheiten: B: Rind, C: Huhn, H: Mensch, PC: Pinealorgan des Huhns, R: Ratte, Die
Lage der putativen transmembranalen Segmente S1-S6, der Porenregion und der Bindestelle
fiir zyklische Nukleotide (cNMP-Bindestelle) ist jeweils durch Balken iiber der
Nukleotidsequenz angegeben. Zusiitzlich wurde der Beginn der Sequenz der verkiirzten

Mutante rCNCo2ANT durch einen Pfeil matkiert.

RCNCo2D MAKVNTQCSOPSPROLEVKDA-ADRDLDOVENGLGRSHE PCEETSSTVHQG I VMETGELAGAAQSLFTEQGP-~ARVSRET 78
RCNCa2a MAKVNTQCSOFSPROLSVEKDA~ADRDLDQVENGLGR 40
RCHNGGUST MHOME TS TV QD R~ m o mmm s e e 19
BCNCo2 MAKISTQYSHPTRTHPSVR—T-MDRDLDCIENGLSRTHLPCEETSSELQEGIAMETRGLAESROSSFTSQGP-TRLSRLI 77
HCNCo2 MAKINTQYSHPSRTHLEVK-T-SDRDLNRAENGLSRAHSSSEETSSVLOPGIAMETRGLADSGQGSFTGOGT -ARLSRLI T
CCNCux2 MAKINTQHSY PGMHCGLSVR-T~-TDEDIERIENGFIRTHSLCEDTSSELORVISHEGRHLSG SQTSPFTGRGAMARL.SRFV 78

PCCRCO2a MAKINTOHSYPGMHGLSVR-T-TDEDIERIENGF IRTHSLCEDTSSELQRVISMEGRHLSGSOTSPFTGRGAMARLSRFV 78
PCCNCo2b MAKINTQHSY PGMHGLSVR~T~TDEDIERTENGFIRTHSLCEDTSSELORVISMEGRHLSGSQTSPFTGRGAMARLSREV 78

RCNCa3 MMTEKSNGVKSSPANNHNH- - - -HPPPSIKANGKDDHRAGSR PQSVAADDDTS PELORLAE-MDTPRRGRGGFORIVRLY 75
BCNCod MERVIINTWHSFVNIPNVVGPDVEKEITRMENGACSSFSGDDDDSASHFEESETENPHARDSFRENTHE SGQPSOREQYL 80
RCNCad 0
I rCNCO2 ANT
RCNCO2b ISIRAWAARHLHHEDPTPDSFLDRFHGAELKEVSSQERNAQPNFGGOERPEGGKORKKD - - ~ == === mm——m e e 137
RCNCO2a ISIRAWAARHLHHEDPTPDSFLERFHGAELKEVS SQERNAQPNPGGQEPPEGAKGRKKD ~——~m = mmmm e a9
RCNGGUST 1SIRAWAARHLHHEDPTPDSFLDRFHGAEPKEVS SOERNAQPNPGGOEPPEGGHGRKKD - —— - — = m = mme e 78
BCNCo2 ISLRAWSARHLHQEDQRPDSFLERFRGAELOEVSSRESHVOFNVGSQEPPDRGRSAWPLARNNTNTCNNSEKDDKAKKEE 157
HCNCO2 FLLRRWAARHVHHODQGPDSE PDRFRGAELKEVSSQESNAQANVGSQEPADRGRSAWPLAKCNINTSNNTEEEKKTKKKD 157
CCNCa2 VSLRSWATRHLHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSROSNIRSFLGIREQPGGVNGPWPLARFNVNFSNNTNEDKKEEKKE 158
PCCNCO2a VSLRSWATRHLHHEDQRPDSFLERIRGPELVEVSSROSNIRSFLGIREQPCCVNGPWPLARFNVNF SNNTNEEQKKE- -~ 155
PCCNCO2D VSLRSWATRHLHEHEDQRPDSFLERTRGPELVEVSSROSNIRSFLATREQPGGVNGOKKE-~— == ~== == = s ssm o 137
RCNCH2 GVIRDWANKNFREEEPRPDSFLERFRGPELQTVITHOGDDK - —-GOKDGEGKGTKRKFH- ==~~~ = —m——m o e 131
BCNCol POA T AT — = = o e FNVNNSSNKEQEPKE 101
RCHCax4 MSODOKVKTTESTPPAPTRARKW ~——— === == = s 23
51
RONCO2D e mmm e e PIVVDPSSNIYYRWLTAIALPVFYNWCLL 166
RONCO28 s e o e o o PIVVDPSSNIYYRWLTAIALPVEYNWCLL 128
RONGGUST = s mm o PIVVDPSSNIYYRWLTATALPVFYNWCLL 107
BCNCe2 KEKKEEKKENPKKEEKKKD -~ = — - — = — o oo SYVMDPSENMYYHWLIVIAVPYFYNWCLL 205
HONCU2  mmm e e e e e e e e e ATVVDPSSNLYYRWLTATALPVFYNWYLL 186
CONCo2 VKEEKKEEKKEEKKEEKKDDKKDDEKDDKRDDKKKEEQKKE -~ ~ =~ ——— VFVIDPSSNMYYNWLTITAAPVEYNWCHL 228
POCNCOHZA oo s o o o o ot ~-VFVIDPSSNMYYNWLTITAAPVEYNWCML 184
PCCNCa2b e e YRV IDPSSNMY YNWLT I TAAPVF YNWCML 166
RONCR3 oo e e LFVLDPAGDWYYRWLFVIAMPVLYNWCLL 160
BCNCol KKKKKKEKKSK PDDKNENKKDPEKKKKK EKDKDKKKKEEKGKDKKEEEKKEVVVIDPSGNTYYNWLFCITLPVMYNWTMI 181
RCONCO4 =~ —mmmmm e e e LPVLDPSGDYYYWWLNTMVFPIMYNLIIV 52
— 82 83
RCNCu2b VCRACFDELQSEHLTLWLVLDYSADALYVVDMLVRARTGFLEQGLMVRDTKRLWKHY TKTLHFKLDILSLIPTDLAYLKL 246
RCNCu2a VCRACFDELOSEHLTLWLVLDYSADALYVVDMLYVRARTGFLEQGLMVRDTKRLWKHYTKTLHFKLDILSLIPTDLAYLKL 208
RCNGGUSET VCRACFDELQSEHLTLWLVLDY SADALYVVDMLVRARTGFLEQGLMVRDTKRLWKHY TR TLHFKLDILSLI PTDLAYLKL 187
BCNCo2 VCRACFDELOSEHLMLWLVLDYSADILYGHDMLVRARTG FLEQGLMVMDASRLWKHY TOTLHFKLDVLSLVPTDLAYFRL 285
HCNCo2 ICRACFDELQSEYLMLWLVLDYSADVLYVLDVLVRARTGFLEQGLMVSDTNRLWQHYKTTTQFKLDVLSLVETDLAYLKY 266
CONCa2 ICRACFDELQIDHIKLWLFLDYCSDI I YVFDHFVRFRTGFLEQGLLVKDEKKLRDHY TQTVQFKLDVLSLLPTDLAYLKL 308

PCCHNCO2a ICRACFDELRQIDEIKLWLFLDYCSDI TYVEDNFYRERTGF LEQGLLVKDEKK LRDHY TQTVQFKLDVLS LL PTDLAYLKL 264
PCCNCU2L ICRACFDELGIDHIKLWLFLDYCSDI IYVFIMFVRFRTCF LEQGLLVKDEKKLRDHYTQTVOFKLDVLSLLPTOLAYLKL 246

- RCNCo3 VARACFSDLORNYEFVVHWLVLDYFSDTVYIADLI IRDRTGFLEQGLLVKDPKKLRDNY THPLOQFKLDVASIIPTRLIYFAV 240
BCNCql TARACFDELQSDYLEYWLAFDYLSDVVYLLDMEVRTRTGY LECGLLVKEERKLIDKYKSTFQFKLDVLSVIPTDLLY IKF 261
RCNCaxd VCRACFPDLOHSYLVAWFVLDYTSDLLY LLDIGVRFHTGFLEQGILVVDKGMTASRYVRTWSFLLDLASLVPTDAAYVOL: 132
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RCNCo2b

RCNCo2a
RCNGGUST

BCNCO2
HCNCO2
CCNCo2
PCCNCG2a
PCCNCO2h
RCNCw3
BCNCal
RCNCo4

RCNCU2b
RCNCO2a
RCNGGUST
BCNCo2
HCNCG2
CONCa2
PCCNCo2a
PCCNCO2h
RCNCO3
BCNCal
RCNCxd

RCNCa2b
RCNCo2a
RUKGGUST
BCNCO2
HCNCo2
CCNC&2
PCCNCOR2a
PCCNCo2D
RCNC&3
BCNCotl
RCNCod

RCNCo2h

RCNCu2a
RCNGGUST
BCNCa2
HONCa2
CCNCa2
PCCNCo2a
PCCNCO2b
RCNCH3
BCNCO1
RCNCod

RCHCu2b
RCHNCa2a
RCNGGUST
BCNCG2
HCNCo2
CCNCo2
PCCNCa2a
PCCNCO2D
RCNCo3
BCNCol
RCNCa4

s4 85
GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTHY PNVFRIGNLVLYTLITIHWNACTYFAISKF IGFGTDSWVY PNTSKPEYG
GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTNY PNVFRIGNLVLYTLI 1 THWNACIYFAISKFIGFCTDSWVY PNTSKPEYG
GMNYPELRFNRLLRFSRLFEFFDRTETRTNY PNVFR ICRLVLYTLI I THWNACTYFAISKFIGFGTDSWVY PNTSKPEYG
GMNYPELRFNRLLKLARLFEFFPRTETRTNY FBNMFRIGNLYLYILT T IHWNACTYFATSKF IGFGTDSWVY PNVSNPEYG
GTNYPEVRFNRLLKESRLFEFFDRTETRTNY PNMFRICNLVLY ILII THWNACIYFATSKF IGFGTDSHWYY PNISTPEHG
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNY PNMFRIGNLVLY ILTITHWNACIYFAISKY IGFGTDSHVY PNVSIPEYG
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNY PRHFRICNLVLYILI I THWNACTYFALSKVIGFCTDSWVY ENVSIPEYC
GLNYPELRFNRLLRIARLFEFFDRTETRTNY BNMFRICNLYLY ILTL IHWNACTYFAT SKVIGFGTDSWVY PNVSIPEYG
GIHSPEVRFNRLLHFARMFEFFDRTETRTSY PNIFRISNLVLY ILVITHWNACIYYVISKSIGFGVDTWVY PNITDPEYG
CWNYPEIRLNRLLR ISRMFEFFQRTETRTNYPNIFRISNLVMYIII I IRWNACVYFSISKATGFGNDTWVY EDVNDPDFG
GPHTPTLRLNRFLRVPRLFEAFDRTETRTAY ENAFRIAKLMLY IFVV I HUNSCLYFALSRYLGFGRDAWVY PDPAQPGFE

— Porenreglion — S6
RLSRKY1YSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLYVGVLIFATIVGHVGSH T SNMNASRAEFQRK I DS TKOYMQF
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLYGVLIFATIVGNVGSMISHMNASRAEFQAK I DS TKQYMOF
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLYGVLIFATIVGNVGSHISNMNASRARFQAK IDSIKQYMOF
RLSRKYIYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVVIDFLVGVLIFATIVGNVGSMI SNMNASRAEFORK I DSTKOYMQF
RLSRKY IYSLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEY LEVVVDFLYGVL T FATTVGNVGSMI SNMNASRAEFQAK T DS TKQYMOF
RLSAKYIYSLYWSTLTLTTIGETP PEVKDEEYLFVVIDFLVGVL IFATIVGNVGSHI SNMNASRAEFQAKVDS TKQYMHE
RLSRKY I¥SLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEY LFVVIDFLVGYVL IFATI VGNVGSMISNMNASRAEFQAKVDSTKQYMHF
RLSRKY IYSLYWHSTLTLTTIGETPPEVKDEEY LEVVIDFLYGVLIFATT VONVGEMT SNMNASRAEFOAK VDS IKQYMHF
YLAREYIYCLYWSTLTLTTIGETPPPVKDEEYLFVI FDFLIGVLIFATIVONVGSHISNMNATRAEFQAK I DALKHYMOR
RLARKYVYSLYWSTLTLTTIGETPPPVRDSEYFFVVADFLIGVLIFATIVGNIGSHI SNMNARRAEFOART DATKQYMIE
RLRRQYLYSFYFSTLILTTVGDTPLEDREEEY LFMVGDFLLAVEGFAT TMGSMSSY I YNMNTADAAF Y PDHALVKKYHKL

REVTKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLKNLPDKLKAEI AINVIILDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG
REVTKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLENL PDELKAETA INVHLETLKKVRIFOQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSPG
REVTEKDLETRVIRWFDYLWANRKTVDEKEVLENLPRDKLEARTATNVHEDTLKKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFERG
REKVTKDLETRVIRWFDY LWANKKTVDEREVLESLPDKLKAEIAINVHLDTLRKVRIFQDCEAGLLVELVLKLRPAVFSFG
REKVTKDLETRVIRWFDYLWANKKTVDEKEVLKSLPDKLKAEIATNVHLDTLKKVRIFODCEAGLLVELVLKLRPTVFSPG
RKVTKDLEARVIKWFDYLWTNKKTVDEKEVLKNLPDKLKARTAINVHLDTLKKVRIFQDCEAGLLIELVLKLKETVFSPG
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