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1 EINLEITUNG

1.1 CNG-Kanale

Zyklonukleotid-aktivierte Kationenkanale (cyclic nucleotide gated channels, CNG-Kanale) sind
nichtselektive lonenkanale, die durch cAMP und cGMP aktiviert werden. Sie werden unter anderem in
Photorezeptoren und Riechneuronen exprimiert, wo sie eine zentrale Rolle in den entsprechenden
sensorischen Signaltransduktionswegen spielen. Entdeckt wurde der CNG-Strom bereits in den 80er
Jahren von Fesenko und Nakamura'?. Auch in anderen Geweben, wie z. B. in der Niere®, in der
Aorta® oder im Herzen® konnten seitdem CNG-Kanile nachgewiesen werden (Ubersicht in Kaupp und
Seifert 2002°). Die Funktion der CNG-Kanale in diesen Geweben ist allerdings noch immer nicht

geklart.

Mittlerweile sind sechs CNG-Kanaluntereinheiten von Saugern kloniert worden®*®™, die in A-
Untereinheiten (CNGA1, A2 und A3) und B-Untereinheiten (CNGA4, B1 und B3) eingeteilt werden

kénnen.

Die A-Untereinheiten unterscheiden sich von den B-Untereinheiten dadurch, dass sie in heterologen
Expressionssystemen funktionsfahige homomere, durch zyklische Nukleotide aktivierbare Kanale
bilden kénnen. Eine Ausnahme bildet hier lediglich der CNGA4-Kanal, der diese Fahigkeit nicht

besitzt'""*

. Es konnte zwar gezeigt werden, dass ein homomerer CNGA4-Kanal in HEK293-Zellen
exprimiert werden kann, jedoch lassen sich hier Stréme nur durch den second messenger
Stickstoffmonoxid (NO), nicht aber durch zyklische Nukleotide, induzieren'®. Aufgrund seiner hohen

Sequenzhomologie wurde CNGA4 letztlich den A-Untereinheiten zugeordnet.

CNGA1 )
CNGA3 A-Untereinheiten
CNGA2
B —— CNGA4 )
—— CNGB1 B-Untereinheiten
——— CNGB3

Abb. 1-1 Phylogenetischer Stammbaum der CNG-Kanaluntereinheiten.

Eine CNG-Untereinheit ist jeweils aus sechs Transmembransegmenten zusammengesetzt, wobei die
leitfahige Pore vom flinften und sechsten Segment gebildet wird. N- und C-Terminus liegen jeweils
intrazellular. Am C-Terminus findet sich eine Bindungstasche fiir zyklische Nukleotide (CNBD)G. Die
Pore ist vor allem durchlassig fur Natrium- und Calcium-lonen, jedoch werden auch andere mono- und

divalente Kationen geleitet.
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Native CNG-Kanale sind Heterotetramere'®. Je nach Zelltyp assemblieren verschiedene A- und B-

Untereinheiten in einem bestimmten stdchiometrischen Verhéltnis.

Der CNG-Kanal der Zapfen besteht aus jeweils zwei CNGA3- und CNGB3-Untereinheiten'’, der CNG-
Kanal der Stabchen setzt sich aus drei CNGA1- und einer CNGB1a-Untereinheit zusammen'®%° und
der CNG-Kanal in Riechneuronen besteht aus zwei CNGA2-, einer CNGA4 und einer CNGB1b-

Untereinheit®’.

Entsprechend der unterschiedlichen Zusammensetzung in den verschiedenen Geweben zeigen die
CNG-Kandle auch unterschiedliche charakteristische Eigenschaften, die unter anderem

Offnungswahrscheinlichkeit, lonenleitfahigkeit und Ligandensensitivitat betreffen®#2°,

Werden CNG-Kanéle in entsprechendem Verhaltnis in heterologen Expressionssystemen wie z.B.
HEK293-Zellen exprimiert und elektrophysiologisch vermessen, so haben die Stréme aus den

heterologen Systemen sehr ahnliche Eigenschaften wie die nativen Strome®'®"™

. Werden dagegen
nur A-Untereinheiten exprimiert, bilden sich zwar prinzipiell funktionsfahige homomere Kanéle, einige

charakteristische Eigenschaften der nativen Kanale allerdings gehen dabei verloren.

A B

extrazellular 24 +

N H2 intrazellular

CNBD

Abb. 1-2 A Schematische Darstellung einer CNG-Kanaluntereinheit. Die leitfahige Pore befindet sich zwischen
dem fiinften und sechsten Segment, C- und N-Terminus sowie die CNBD liegen intrazellular. B Schematische
Darstellung des CNG-Kanals in olfaktorischen Rezeptorneuronen. CNGA2-, CNGA4- und CNGB1b-

Untereinheiten lagern sich zu einem Heterotetramer zusammen.



EINLEITUNG 10

1.2 CNGB1

Das humane CNGB1-Gen besteht aus 33 Exons®. Durch alternatives Splicing entstehen mehrere

funktionelle Proteine, die sich jeweils im N-Terminus unterscheiden.

Die CNGB1-Untereinheit in Photorezeptoren wird als CNGB1a bezeichnet und von den Exons 1-33
kodiert. In olfaktorischen Rezeptorneuronen findet man eine kirzere Variante, CNGB1b, welche erst
ab dem alternativen Exon 18a translatiert wird. Im Hoden von Rindern wurden weitere CNGB1b-

Varianten nachgewiesen”’zs_

A | 2 35781112 12a 13 15 17

B 1 | T HEEEEME [ 1]

CDI GRDI CD2 GRD2 Cam SI S5 P S6 CNBD i
GARP exons (1-16) channel-like exons (17-33)

Abb. 1-3 Organisation des humanen CNGB1-Locus. A Exon-Intron-Struktur. B Humanes CNGB1-Protein. (Abb.
aus Ardell et al. 2000%°)

In heterologen Expressionssystemen konnte gezeigt werden, dass die modulatorische Untereinheit

10,12,29

CNGB1b die Sensitivitédt des Kanals gegenlber zyklischen Nukleotiden erhdht und eine wichtige

Rolle bei der Ca-CaM-abhangigen Inhibition von CNG-Kanalen spielt™.

CNGB1b besitzt zwei verschiedene Bindungsstellen fir Calmodulin, wobei die N-terminal gelegene
Bindungsstelle vom IQ-Typ in vitro verantwortlich fur die Ca-CaM-vermittelte Adaptation ist®.
Calmodulin ist auch in Abwesenheit von Ca®* (man spricht dann auch von ApocalmoduIin=CaZ+—freies
Calmodulin) an die IQ-Typ-Bindungsstelle gebunden. Die zweite Bindungsstelle, eine basische
amphiphile Alpha-Helix (Baa-Typ), ist C-terminal gelegen und trégt offenbar nicht zur Ca-CaM-
abhéangigen Inhibition der CNG-Kanéle bei. Wird diese Bindungsstelle im olfaktorischen CNG-Kanal

entfernt, bleibt die Ca-CaM-abhangige Inhibierung unbeeinflusst™.
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1.3 Das olfaktorische System

Die Perzeption von Duftstoffen erfolgt Gber hochspezialisierte neuronale Zellen der Riechschleimhaut
(olfaktorisches Epithel), den sogenannten olfaktorischen Rezeptorneuronen (ORNs)*'. Die
Riechschleimhaut befindet sich im hinteren Teil der Nasenhdhle und ist von einer schutzenden
Schleimschicht bedeckt. Sie ist zum Zwecke der Oberflachenvergréflerung in zahlreiche Windungen,
die sogenannten Turbinalien, eingestilpt. Neben den ORNs findet man im olfaktorischen Epithel noch

weitere Zelltypen wie Stitzzellen, schleimproduzierende Bowman sche Drisenzellen und Basalzellen.

ORNs nehmen eine Sonderstellung unter den Neuronen ein, da sie als einzige Nervenzellen in
direktem Kontakt mit der AuBenwelt stehen. Somit sind sie verschiedenen Noxen, wie zum Beispiel
Temperaturschwankungen, toxischen Gasen oder Infektionserregern, ausgesetzt. Um einen Verlust
des Geruchssinns durch Degeneration der olfaktorischen Rezeptorneurone zu vermeiden, besitzen
diese die Fahigkeit, sich regelmafig zu erneuern. Die Lebensdauer einer solchen Zelle betragt etwa

35-60 Tage®. Vorlaufer der ORNS sind olfaktorische Stammzellen, die sogenannten Basalzellen®”.

Bei olfaktorischen Rezeptorneuronen handelt es sich um bipolare Neuronen, deren Dendrit in einer
Knopf-artigen Struktur, dem sogenannten dendritischen Knob (oder auch Riechkdpfchen), endet. Von
diesem Knob ausgehend ragen 20-50 feine unbewegliche Haare, die olfaktorischen Zilien, in die
Mukusschicht hinein. In der Membran dieser Zilien findet die Signaltransduktion statt. Die Axone der
ORNSs (auch als Filia olfactoria bezeichnet) sind in Glia-dhnliche Hiillzellen (ensheathing cells)
eingebettet. Die Gesamtheit aller Filia olfactoria bezeichnet man als Nervus olfactorius (1. Hirnnerv).
Durch die Siebbeinplatte ziehen die Axone zum Bulbus olfactorius (Riechkolben), der ersten
zentralnervésen Verarbeitungsstelle im Riechprozess. Dort enden die Axone in kreisférmigen
Strukturen am Rand des Bulbus olfactorius, den sogenannten Glomeruli. Bei der Maus existieren
insgesamt circa 1800 solcher Glomeruli®**. Eine Weiterverschaltung in héhere Hirnregionen findet

ausgehend von diesen Glomeruli unter Beteiligung von Mitralzellen statt.
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Abb. 1-4 A Schematische Darstellung der Lage des olfaktorischen Epithels (MOE) und des Bulbus olfactorius
(MOB) in der Nasenhohle der Maus. VNO: Vomeronasalorgan, AOB: akzessorischer Bulbus olfactorius. B
Schematischer Querschnitt durch das olfaktorische Epithel der Maus. C Schematische Darstellung der

Verschaltung im Bulbus olfactorius. (Abb. nach Peter Mombaerts™*).

Die Signaltransduktion findet in der Membran der olfaktorischen Zilien statt’, wo Duftstoffe an
Odorantrezeptoren (ORs) binden. Odorantrezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, wovon
bei der Maus Uber 1000 verschiedene Subtypen35 (beim Menschen nur knapp 400, da es sich bei
mehr als 60% der menschlichen OR-Gene um Pseudogene handelt®®) existieren. Jedes ORN kann
dabei nur einen einzigen Rezeptortyp exprimieren (ein Rezeptor - ein Neuron - Hypothese)37. Axone
aus ORNs mit dem gleichen Rezeptortyp ziehen in einen gemeinsamen Glomerulus im Bulbus

olfactorius. Wie die Signalkaskade im Detail verlauft, wird nachfolgend dargestellt.

Nach Bindung des Duftstoffes aktiviert das G-Protein G, die Adenylatzyklase 11l (ACIII). Es folgt eine
Umsetzung von Adenosinmonophosphat (AMP) zu zyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP). Das
gebildete cAMP bindet nun an den olfaktorischen CNG-Kanal, der in der Folge getffnet wird und somit
ein Einstrom von Kationen, hauptsachlich Calcium, erfolgt38. Das einstromende Calcium erfllt drei
wichtige Funktionen: erstens kommt es zu einer leichten Depolarisation der Zelle, zweitens wird ein
Calcium-aktivierter Chlorid-Kanal geoffnet, wodurch es zu einer Verstarkung der Depolarisation

%41 und drittens interagiert Calcium mit Calmodulin und tragt damit zur Ca-CaM-abhangigen

Inaktivierung bei®**?. Ca-CaM interagiert mit dem CNG-Kanal und reduziert dessen Sensitivitat

gegeniiber cAMP. Dariiber hinaus aktiviert Ca-CaM die Phosphodiesterase 1C2 (PDE1C2)***,

kommt
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wodurch ein aktiver Abbau von cAMP stattfindet (Abb. 1-5). Die Inhibition durch Ca-CaM bildet die

molekulare Grundlage der sogenannten schnellen Duftadaptation.

Die schnelle Adaptation ist der Grund dafir, warum selbst starke Gerliche nach einer gewissen Zeit
nicht mehr wahrgenommen werden kénnen. Dieser Mechanismus ist sehr wichtig, da so neu

auftretende Gerliche schon in geringen Konzentrationen detektiert werden kénnen.

Neben der Adaptation Uber Ca-CaM kommt es bei Stimulierung der ORNs mit Duften Uber einen
langeren Zeitraum hinweg auf3erdem noch zu anderen Adaptationsvorgangen durch Phosphorylierung
von Odorantrezeptoren®® und der Adenylatzyklase*®(Ubersicht tber die Duftadaptation in Zufall und
Leinders-Zufall 200047). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass auch Duftstoffe selbst in geringem

Ausmal eine hemmende Wirkung auf CNG-Kanéle ausiiben®.
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Neben dem beschriebenen Signalweg Uber cAMP existiert in einer Subpopulation olfaktorischer

4931 Hier findet man ORNs, die anstelle des

Neuronen eine cGMP-vermittelte Signalkaskade
olfaktorischen CNG-Kanals einen CNGA3-Kanal, also einen CNG-Kanal vom Zapfen-Typ,
exprimieren. Anstatt der ACIII ist hier die Guanylatzyklase D (GC-D) aktiv, der Abbau von cGMP
erfolgt durch die Phosphodiesterase 2 (PDEZ2). Diese Subpopulation von ORNs befindet sich im
hinteren Teil des olfaktorischen Epithels und projiziert auf einige wenige Glomeruli am hinteren Rand
des Bulbus olfactorius, welche auch als ,necklace Glomeruli“ bezeichnet werden. Welche Funktion

diese Neuronen erflllen, ist bisher ungeklart.

@ odorants
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Abb. 1-5 Signaltransduktion in olfaktorischen Rezeptorneuronen (Abb. aus Kaupp und Seiferts). Duftstoffe binden
an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (OR), worauf eine Aktivierung von Ggr folgt. Das aktivierte G-Protein
stimuliert die Adenylatzyklase (ACIIl) zur Synthese von cAMP, welches den olfaktorischen CNG-Kanal (A2A4B1b
CNG) 6ffnet. Durch den Einstrom von Ca?* wird ein nachgeschalteter Ca®*-aktivierter Chloridkanal (CIC) gedffnet.
Der Ausstrom von Chlorid-lonen flhrt zusammen mit dem Einstrom von Ca-lonen zur Depolarisation der
Membran. Der Abbau von cAMP erfolgt durch die Phosphodiesterase 1C2 (PDE1C2). Ca**-Calmodulin (Ca®'-
CaM) interagiert einerseits mit dem CNG-Kanal und andererseits mit der PDE1C2 und tragt damit zur
Inaktivierung des Kanals bei. In einer Subpopulation von ORNs existiert ein cGMP-vermittelter Signalweg (unten).
Anstelle des olfaktorischen CNG-Kanals findet man hier einen CNGA3-Kanal, der Abbau von cGMP erfolgt tGber
die PDE2.
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Bei Mausen findet man neben den ORNs in der Riechschleimhaut noch ein zweites Riechsystem im
sogenannten Vomeronasalorgan (VNO, Jacobson’sches Organ). Die Neuronen des VNO dienen in
erster Linie der Wahrnehmung von Pheromonen und beeinflussen so das Sozial- und

Reproduktionsverhalten zwischen den Tieren®*,

Die Axone von Neuronen des VNO ziehen in einen spezialisierten Teil des Bulbus olfactorius, den

sogenannten akzessorischen Bulbus olfactorius (vgl. Abb. 1-4), wo die weitere Verschaltung erfolgt.

Wahrend noch vor kurzer Zeit eine strenge anatomische und funktionelle Abgrenzung des VNO vom
Hauptgeruchssystem angenommen wurde, ist mittlerweile bekannt, dass die Detektion und

Verarbeitung von Pheromonen eng verbunden mit dem Hauptgeruchssystem ist>> %8,

Welche Funktion das Vomeronasalorgan beim Menschen spielt bzw. ob es dort in funktionsfahiger

Form Uberhaupt existiert, ist bisher unbekannt.



EINLEITUNG 16

1.4 Transgene Mause mit olfaktorischem Phéanotyp

Die Erzeugung und Untersuchung verschiedener Knockout-Mause hat wesentlich zum Verstandnis

des Riechprozesses beigetragen. Die wichtigsten KO-Linien werden nachfolgend kurz vorgestellt.

CNGA2-Knockout®**%%

Eine Methode, um die Funktionsfahigkeit des olfaktorischen Epithels zu untersuchen, ist die
Aufnahme von Elektroolfaktogrammen (EOGs). Analog dem Elektrokardiogramm oder dem
Elektroretinogramm werden auch beim EOG elektrische Potentiale in Abhangigkeit einer Stimulierung
(hier: Aktivierung der olfaktorischen Rezeptorneuronen durch Einzeldiifte oder Duftgemische)
aufgenommen. Im Elektroolfaktogramm heterozygoter und homozygoter CNGA2KO-Mause ist nur mit
einigen wenigen Diiften in hoher Konzentration eine Antwort induzierbar. Diese fallt allerdings
wesentlich kleiner aus als beim Wildtyp. Auf die meisten Diifte reagieren diese Mause anosmisch, sie
kdnnen sie nicht wahrnehmen. Neugeborene CNGAZ2-defiziente Mause zeigen zudem eine erhdhte
postnatale Sterblichkeit, da sie aufgrund des fehlenden Riechvermdégens die Zitzen der Mutter nicht
finden kdnnen. Interessanterweise ist die Detektion von Pheromonen bei CNGA2KO-Tieren offenbar

nicht gestort.

Morphologisch unterscheidet sich das olfaktorische Epithel von CNGA2-defizienten Mausen durch
eine verringerte Schichtdicke, wahrend der prinzipielle Aufbau des Epithels unverandert ist. Zudem
werden das olfaktorische Marker Protein (OMP), welches ausschlief3lich in reifen olfaktorischen
Rezeptorneuronen exprimiert wird®, und das growth associated protein 43, ein Marker fir unreife
ORNs®, in geringerem Male gebildet als in Wildtyp-Epithel. Die Reifung und Neubildung der
olfaktorischen Rezeptorneuronen ist bei diesen Mausen also negativ beeinflusst. Andere Bestandteile
der Signalkaskade, wie die ACIIl und G, werden dagegen normal exprimiert, woraus auf eine intakte
Zilienstruktur zu schlieBen ist. Das Expressionsmuster von Odorantrezeptoren lie3 sich ebenfalls nicht

vom Wildtyp unterscheiden.

Neben den Veranderungen im olfaktorischen Epithel fallt bei CNGA2-defizienten Mausen der stark
verkleinerte Bulbus olfactorius auf. Dieser wird zwar von OMP-positiven Nervenfasern innerviert,
welche aber im Vergleich zum Wildtyp aberrante Strukturen aufweisen. Ein Markerprotein fur die
neuronale Aktivitdt des Bulbus olfactorius, die Tyrosinhydroxylase, wird ausschlief3lich in den
sogenannten ,necklace glomeruli (siehe Punkt 1.3) exprimiert. Daraus lasst sich schlieRen, dass das
verbleibende Riechvermdgen der Mause auf den cGMP-vermittelten Signalweg zurlickzufiihren ist. In
allen anderen periglomerularen Zellen ist keine Expression der Tyrosinhydroxylase zu beobachten,

diese Zellen erhalten also keinen neuronalen Input von olfaktorischen Rezeptorneuronen.

CNGA4-Knockout®®
Im Gegensatz zur CNGA2KO-Maus sind CNGA4-defiziente Tiere nicht anosmisch. Diese Mause
zeigen eine Duftantwort im EOG, welche allerdings im Vergleich zum Wildtyp viel langsamer abklingt,

was auf ein Fehlen der Ca-CaM-abhangigen Adaptation zurlickzufiihren ist.
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CNGA4-defiziente Mause sind au’erdem sowohl in der Lage, strukturell sehr ahnliche Dufte (z. B.
Heptanol und Oktanol) voneinander zu unterscheiden, als auch unterschiedliche Konzentrationen
gleicher Difte wahrzunehmen. Allerdings liegt die Schwelle fir die Detektion von Diften bei
wesentlich héheren Konzentrationen (Faktor 40) als bei Wildtyp-Tieren. Dieser Sachverhalt kann

durch die beobachtete verringerte Affinitdt des CNGA4-defizienten Kanals zu cAMP erklart werden.

Setzt man CNGA4KO-Mause einem Hintergrundgeruch aus, so verlieren die Mause die Fahigkeit,
Difte voneinander zu unterscheiden. Dieses Phanomen beruht vermutlich auf einem
Depolarisationsblock, ausgeldst durch eine Dauerstimulierung des CNG-Kanals und damit auch des
nachgeschalteten Chloridkanals. Sobald sich alle spannungsabhangigen Natriumkanale im

geschlossen inaktivierbaren Zustand befinden, verliert die Maus die Fahigkeit zur Geruchsdetektion.

Das Korpergewicht ist bei CNGA4KO-Tieren im Vergleich zum Wildtyp nicht verandert. Heterozygote
CNGA4-Mause zeigen keinen Phanotyp.

ACIll-Knockout®>®

ACIllI-Knockout-Tiere sind nicht in der Lage, Diifte iber ORNs des Riechepithels zu detektieren, sie
sind vollig anosmisch. Interessanterweise zeigen heterozygote Tiere einen intermediaren Phanotyp:
im EOG ist eine Duftantwort sichtbar, jedoch fallt diese wesentlich kleiner aus als beim Wildtyp. Wie

bei CNGA2-defizienten Tieren ist auch hier die Wahrnehmung von Pheromonen nicht gestort.

Auch hier zeigen neugeborene homozygote KO-Tiere eine erhdhte Sterblichkeitsrate. Das anfangs
reduzierte Korpergewicht der ACIII-defizienten Tiere gleicht sich im Laufe der Entwicklung der Mause

an den Wildtyp an und ist ab einem Alter von ca. drei Monaten bei beiden Genotypen gleich.

Die Expression von OMP und G, im olfaktorischen Epithel von ACIIIKO-Mausen unterscheidet sich

nicht vom Wildtyp. Uber eine verringerte Schichtdicke des Epithels wurde nicht berichtet.

Goi-Knockout®”

Erwachsene homozygote G, KO-Mause sind ebenso wie ACIll-Knockout-Mause anosmisch.
Interessanterweise zeigen neugeborene homozygote KO-Tiere noch eine Restantwort im EOG
(verglichen mit dem Wildtyp um 75% verringert). Vermutlich ist dies auf die Interaktion von
Odorantrezeptoren mit einem weiteren G-Protein der olfaktorischen Zilien zuriickzufihren. Werden die
Tiere alter, wird weniger von diesem G-Protein gebildet, woraus letztlich ein kompletter Verlust der
Riechfahigkeit resultiert. Homozygote Neugeborene von heterozygoten Mittern zeigen ebenfalls eine
erhohte Sterblichkeit, ein geringer Teil der Mause Uberlebt aber bis ins Erwachsenenalter. Tiere von

homozygoten Muttern sterben ausnahmslos, da sie vom Muttertier nicht gesaugt und umsorgt werden.

Die Expression von OMP, der ACIIl und CNGA2 unterscheidet sich bei G+~defizienten Mausen nicht
von Wildtyp-Mausen.
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15 Funktion und Bedeutung des priméren Ziliums

Als Zilien werden zylinderférmige Zellkompartimente bezeichnet, die aus Mikrotubuli aufgebaut sind.
Man unterscheidet prinzipiell zwei Typen von Zilien: die beweglichen Kinozilien und die
unbeweglichen Stereozilien (auch als primare Zilien bezeichnet)ss, die sich sowohl anatomisch als
auch funktionell voneinander abgrenzen. Daneben existiert noch eine Mischform, die bisher nur in
Blastozysten gefunden wurde. Hierbei handelt es sich um ein Zilium, welches anatomisch gesehen

zwar den primaren Zilien zuzuordnen ist, aber im Gegensatz zu diesen in geringem Ausmalf’ motil ist.

Im folgenden wird nur auf die nichtmotilen Stereozilien weiter eingegangen. Diese findet man in
nahezu allen Zellen des Korpers. Primare Zilien treten entweder singular oder in Bischeln auf, in
letzterem Fall spricht man auch von einem Ziliensaum. Einen solchen Ziliensaum findet man z. B.
auch in ORNSs. Ein einzelnes Stereozilium besteht aus neun paarig angeordneten Mikrotubuli und
entwickelt sich aus dem sogenannten Basalkdrperchen, einer in der Plasmamembran verankerten

Struktur. Die Zilienmembran ist morphologisch gesehen eine Ausstlilpung der Plasmamembran®.

Neben der Stiutzfunktion dienen die Mikrotubuli in erster Linie dem Transport von Partikeln entlang des
Ziliums, dem sogenannten intraflagellaren Transport (IFT, auch intraziliarer Transport)7°'72. Da das
Zilium nicht in der Lage ist, Proteine selbst zu synthetisieren73, ist es auf diesen
Transportmechanismus angewiesen. Der Ausgangspunkt fir den Partikel-Transport ist das

™7 und verlduft in Richtung auf die Zilienspitze hin (anterograd) mit Hilfe von

Basalkorperchen
Motorproteinen wie z. B. dem Kinesin-1I"®. Der retrograde Transport von Partikeln, also von der
Zilienspitze zuriick zum Basalkdrperchen, verlauft iiber zytoplasmatisches Dynein’’. Kinesin-Il besteht
aus zwei Motor-Untereinheiten, KIF3A und KIF3B, sowie einem weiteren Protein ohne Motorfunktion,

dem sogenannten Kinesin-assoziierten Protein’®.
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Die Funktion der unbeweglichen Zilien ist in den meisten Geweben noch unklar. Bisher konnte
lediglich ihre Rolle als Chemo- und Mechanosensor in Nierenepithelzellen gezeigt werden. In
Photorezeptoren dienen sie der Verbindung von AuBen- und Innensegmenten (Ubersicht zur

physiologischen Rolle des primaren Ziliums in Praetorius und Spring 2005 und Singla und Reiterso).

Defekte in der Zilienstruktur fihren je nach betroffenem Gewebe zu verschiedenen Krankheitsbildern,
die man auch unter dem Sammelbegriff ,Ziliopathien“ zusammenfassen kann (Uberblick in Badano et

81
al.

und Zariwala et aI.SZ). Beispielsweise flihrt ein Defekt des Motorproteins Kinesin-Il in den
Photorezeptoren zu einer Degeneration der Retina®. Stoérungen der Zilienfunktion in olfaktorischen
Rezeptorneuronen aulern sich mit einem Ausfall des Geruchssinns (Anosmie)84. Auch die Ursache
einer sehr haufigen Nierenerkrankung, der polycystischen Nephropathie (PKD), kann auf eine Stérung

der Zilienfunktion zurlckgefihrt werden®>%.

Die weitreichende Bedeutung des primaren Ziliums wird deutlich, wenn man das sogenannte Bardet-
Biedl-Syndrom (BBS) betrachtet: Patienten mit diesem Krankheitsbild leiden an Fettleibigkeit,
Polydactylie, Anosmie, Retinadegeneration, mentaler Retardierung und Malformationen von Niere und
Gonaden®® (Ubersicht in Blacque und Leroux 2006%). Bisher konnten elf BBS-Proteine identifiziert
werden (BBS1-11), von welchen jedes einzelne in Geweben mit primarem Zilium nachgewiesen
werden konnte. BBS5 beispielsweise wurde in den Basalkérperchen des Neuralrohres von Mausen
gefunden®’, fir BBS4 und BBS6 wurde eine Interaktion mit Proteinen des Basalkdrperchens

gezeigt™®.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der CNG-Kanal in olfaktorischen Rezeptorneuronen besteht aus drei Untereinheiten: CNGA2, CNGA4
und CNGB1b. Wahrend CNGA2 in heterologen Expressionssystemen einen funktionellen homomeren
Kanal bilden kann, sind die beiden anderen Untereinheiten nicht dazu in der Lage. Sie kénnen nur
zusammen mit CNGA2 funktionelle Kanale bilden, welchen sie charakteristische Eigenschaften

verleihen. Man bezeichnet sie daher auch als modulatorische Untereinheiten.

Waéhrend die Funktion von CNGA2 und CNGA4 im Riechprozess in vivo anhand von Knockout-

Mausen aufgeklart werden konnte®®606%%4

, existieren zur Untersuchung der Bedeutung von CNGB1b
bisher nur in vitro-Studien an heterologen Zellsystemen. Die CNGB1KO-Maus® bietet nun die

Méglichkeit, die Rolle von CNGB1b im Riechprozess im lebenden Organismus zu erforschen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Auswirkungen der CNGB1-Deletion auf das Riechvermdgen
im Mausmodell zu untersuchen. Im Besonderen sollte die Frage geklart werden, ob CNGB1b-
defiziente olfaktorische Rezeptorneurone mit den verbleibenden CNG-Kanaluntereinheiten CNGA2
und CNGA4 noch funktionstichtig sind und wie die Eigenschaften des olfaktorischen CNGB1b-

defizienten CNG-Kanals charakterisiert sind.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Fir die gentechnologischen Arbeiten lag eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern vom
19.01.2000 (Aktenzeichen 821-8763.14.469/30) vor.

2.1 Chemikalien, Losungen, Puffer

Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Chemikalien in der Qualitdt ,pro analysi“ oder fur
molekularbiologische Zwecke* von den Firmen Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma/Fluka
(Deisenhofen, Deutschland) oder VWR (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Firr samtliche Losungen
wurde Wasser aus einer EASYpure UV/UF-Anlage (Barnstead, lowa, USA) verwendet. Sterilfiltriertes
Wasser wurde durch Qualilab Spritzenvorsatzfilter (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt. Fur
kritische Anwendungen, wie z. B. PCRs, RNA-Arbeiten oder Zellkultur, wurde das Wasser aus der
EASYpure-Anlage zusatzlich noch autoklaviert. Falls nicht gesondert angegeben, wurde fir alle

Zentrifugationsschritte eine Biofuge fresco von Heraeus (Hanau, Deutschland) benutzt.

Standardlésungen

PBS pH7.4 10x TBE

NaCl( Roth) 409 Tris (VWR) 5409
KCI (Roth) 19 Borsaure (Roth) 2759
Na,HPO,x12H,0 (Roth) 14,59 0,5M EDTA pH8 200ml
KH,PO, (Roth) 1,29 H.O ad 5l
H.0O ad 5000ml

4% PFA/PBS

Paraformaldehyd (Roth) 69
PBS ad 150ml
bei 60°C I8sen, sterilfiltrieren.

Lagern bei —20°C

Die Zusammensetzung aller weiteren verwendeten Ldsungen wird bei der jeweiligen Methode

beschrieben.



MATERIAL UND METHODEN 22

2.2 Arbeiten mit DNS

2.2.1 Gewinnung und Reinigung von genomischer DNS

2.2.1.1 Enzymatischer Verdau mit Proteinase K

Das zu verdauende Gewebe wurde 4h bis tiber Nacht bei 55°C und 600rpm in einem Thermoschuittler
(Eppendorf) inkubiert. Anschlielend wurde die Proteinase K durch Erhitzen auf 99°C 15 min

denaturiert.

Verdau-Mix Proteinase K-Puffer

Proteinase K-Puffer 5ul Tris (VWR) 100mM
Proteinase K Tul EDTA (Roth) 5mM
(Roth, 20mg/ml) SDS (Roth) 0,2%
H2O0pcr ad 50yl NaCl (Roth) 200mM

2.2.1.2 Phenol-Chloroform-Féllung

Musste die DNS besonders rein sein, wurden die im Lysat enthaltenen Proteine durch eine Phenol-
Chloroform-Fallung abgetrennt. Dazu wurde der Verdau-Ansatz mit dem gleichen Volumen eines
Phenol-Chloroform-lsoamylakokohol-Gemisches  (25:24:1, Roth) versetzt, geschittelt und
anschlieend bei 13000 rpm 5 min lang zentrifugiert. Um Reste des Phenols abzutrennen, wurde die
obere Phase erneut mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt und nochmals geschuttelt und

zentrifugiert.

2.2.1.3 Elektroelution

DNS aus praparativen PAGE-Gelen wurde durch Elektroelution isoliert. Die entsprechende Bande
wurde unter UV-Licht ausgeschnitten, mit 300ul autoklaviertem 1xTBE in einen Dialyseschlauch
(Sigma) gegeben und unter Kuhlung 3-4h bei 145mA in 1xTBE in einer horizontalen

Elektrophoresekammer eluiert. Im Anschluss erfolgte eine Fallung der DNS in Ethanol.

2.2.1.4 GFX-Saulen

Die Aufreinigung von DNS mittels GFX-Saulen (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit,
Amersham Biosciences, Little Chalfont, England) erfolgte nach Anweisung des Herstellers. Die
ausgeschnittene Bande oder das PCR-Produkt wird in einem chaotropen Puffer inkubiert und

affinitatschromatographisch Uber eine Glasfasermatrix isoliert.

2.2.1.5 Prazipitation von DNS

DNS wurde zur Aufreinigung oder Aufkonzentrierung in Ethanol geféllt. Die wassrige DNS-L&sung

wurde mit 1/10 Volumen Natriumacetat 5M pH 5,2 und dem 2,5fachen Volumen Ethanol 100%
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gemischt und 15 min bei —80°C inkubiert. Nach Fallung der DNS wurde bei 13000rpm 10min lang bei
4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit Ethanol 70% gewaschen. Nach
nochmaliger Zentrifugation wurde das Pellet in einer Vakuumzentrifuge (Speed-Vac, Heraeus)

getrocknet und in Wasser geldst.

2.2.2 Amplifikation von DNS

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR wurde sowohl fir die Amplifizierung von DNS zu Klonierungszwecken als auch zur
Genotypisierung und Sequenzierung verwendet. Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle PCRs mit
dem Taq Core Kit 10 (Qbiogene) durchgefiihrt. Je nach Bedarf wurde das Standardprotokoll den
jeweiligen Erfordernissen angepasst. Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech (Ebersberg,
Deutschland) synthetisiert.

Samtliche PCRs wurden in einem Thermocycler T1 der Firma Biometra durchgefiihrt.

Standardprotokoll: Reaktionsansatz
Primer forward 10pmol/pl 2,5ul
Primer reverse 10pmol/pl 2,50l
10xTaqg-Puffer 5,0pl
dNTPs 8,0yl
Taqg-Polymerase 0,5ul
DNS 0,5-3ul
H,O ad 50l

Reaktionsbedingungen

Initiale Denaturierung 98°C 3min

Denaturierung 98°C 30sec

Annealing je nach Primer 30sec 25-40 Zyklen
Elongation 72°C 1min/kb

Finale Polymerisation 72°C 4min

2.2.2.2 Fehlerkorrigierende PCR

Fir PCRs zum Zwecke der Klonierung von Fragmenten wurde die Polymerase Phusion (Finnzymes)
verwendet, welche im Gegensatz zur Tag Exonuklease-Aktivitat besitzt und somit Synthesefehler
erkennen und korrigieren kann. Abwandlungen der Standardbedingungen erfolgten laut Vorschrift des

Herstellers.
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2.2.2.3 Genotypisierungs-PCR

Gewebeproben der zu genotypisierenden Mause wurden mit Proteinase K verdaut. Fir die PCR

wurden je nach Mauslinie 0,5 — 3ul des Verdaus ohne weitere Aufreinigung eingesetzt und 25pl-

Ansatze pipettiert.

Reaktionsansatz CNGB1

PSHV8F 10pmol/pl 1,250l
PSHV6bR 10pmol/ul 1,25ul
PSHV9IR 10pmol/pl 1,25ul
10xTaqg-Puffer 2,5ul
dNTPs 4,0l
Taqg-Polymerase 0,25pl
DNS 3ul
H20 ad 25yl

Reaktionsbedingungen CNGB1

98°C 3min

98°C 40sec

59°C 30sec 30 Zyklen
72°C 30sec

72°C 5min

10ul der PCR wurden auf einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennt. Die entstehenden
Fragmente sind je nach Genotyp entweder
480bp (WT) oder 415bp (CNGB1KO) lang.

Fir CNGA3-Mause mussten fur WT und KO zwei getrennte PCRs durchgefiihrt werden. Fir den WT
ergibt sich ein Amplikon mit 284bp Lange, fiir den KO entsteht ein 312bp langes Fragment. Auch hier

wurden 10ul der PCR auf 2%ige Agarosegele aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

Reaktionsansatz CNGA3 WT-PCR

mCG7 10pmol/pl 1,04l
mCG8 10pmol/ul 1,04l
10xTaqg-Puffer 2,5ul
dNTPs 4,0ul
Taqg-Polymerase 0,25pl
DNS 0,5ul
H20 ad 25yl

Reaktionsansatz CNGA3 KO-PCR

mCG19 10pmol/pl 1,04l
Neo 10pmol/ul 1,0ul
10xTaqg-Puffer 2,5ul
dNTPs 4,0l
Taqg-Polymerase 0,25pl
DNS 2,54l

H20 ad 25yl

Reaktionsbedingungen CNGA3 WT

98°C 2min

98°C 30sec

65°C 30sec 10 Zyklen
72°C 30sec

95°C 30sec

55°C 30sec 30 Zyklen
72°C 30sec

72°C 5min

Reaktionsbedingungen CNGA3 KO

98°C 2min

98°C 30sec

65°C 30sec 10 Zyklen
72°C 30sec

95°C 30sec

55°C 30sec 37 Zyklen
72°C 30sec

72°C 5min
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2.2.2.4 Sequenzierung

Die Analyse von DNS-Sequenzen erfolgte in einem ABI PrismTM 310 Sequenzer (PE Applied
Biosystems) in Anlehnung an die Didesoxymethode von Sanger%. Nach der Reaktion mit dem Ready
Reaction Mix (Big Dye) erfolgte eine kapillarelektrophoretische Auftrennung und Detektion der

Fluoreszenz-markierten Kettenabbruchstiicke.

Reaktionsansatz fur Sequenzierungs-PCR

DNS 200ng War die Konzentration der DNS nicht
Primer 10pmol/ul Tl bekannt, wurde 1ul eingesetzt.

Big Dye 2,5ul

H,O ad 12l

Reaktionsbedingungen

Initiale Denaturierung 94°C 2min

Denaturierung 94°C 30sec

Annealing 50°C 30 sec 30 Zyklen
Elongation 60°C 4min

2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNS

Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs (NEB, Frankfurt/Main, Deutschland), Promega

(Mannheim, Deutschland) oder Roche (Mannheim, Deutschland) verwendet.

2.2.3.1 Restriktionsverdau

Enzymmenge, Zusammensetzung der Puffer und Reaktionsbedingungen richteten sich nach den

Angaben des Herstellers.

2.2.3.2 Dephosphorylierung von DNS-Fragmenten

Terminale Phosphatgruppen linearisierter Vektoren wurden mit CIP (calf intenstine phosphatase,
NEB) entfernt, um eine ungewollte Religation des Vektors zu verhindern. Dazu wurden 10 Einheiten
CIP direkt in den Restriktionsverdau pipettiert und mind. 2h bei 37°C inkubiert.

2.2.3.3 Ligation von DNS-Fragmenten

Um zwei oder mehrere DNS-Fragmente miteinander zu verknipfen, wurde T4-DNS-Ligase eingesetzt
(NEB). Der linearisierte Vektor wurde mit einem 3-4fachen Uberschuss an zu integrierender DNS,
ATP-haltigem T4-Ligase-Puffer und 400 Einheiten T4-DNS-Ligase Uber Nacht bei 16°C (Wasserbad)
inkubiert.
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2.2.4 Elektrophoretische Auftrennung von DNS-Fragmenten

DNS-Fragmente wurden entweder einer horizontalen (Agarosegele) oder vertikalen (PAGE-Gele)
Elektrophorese in 1x TBE unterzogen. Als Standardmarker wurde die 1Kb-Ladder (Invitrogen)
verwendet. Der Auftragspuffer (6xDye) enthielt Bromphenolblau und Xylencyanol. Die Visualisierung
der Fragmente erfolgte nach Interkalation von Ethidiumbromid bei 302nm mit Hilfe eines Gel Doc 2000
(BioRad).

Losungen
10x TBE 6x Dye
Tris (VWR) 5409 Ficoll Typ 400 (Sigma) 18g
Borsaure (Roth) 275¢g 0,5M EDTA pH8 24ml
0,5M EDTA pH8 200ml 10x TBE 60ml
H,O ad 5l H.O ad 100ml
Bromphenolblau 3ml
(50ug/ml, Merck)
Xylencyanol 3ml
(50ug/m, Merck)
Elektrophoresepuffer Ethidiumbromidlésung
1XxTBE (1T 10x TBE + 9T H,0) 10mg/ml Lésung in H,O, Roth

2.2.4.1 Agarosegele

Je nach FragmentgréoRe wurden 0,7%-3%ige Agarosegele verwendet. Die Agarose (peqGOLD
Universal-Agarose, Peglab, Erlangen, Deutschland) wurde in 1x TBE aufgekocht. Nach Abklhlung auf
50°C (Wasserbad) wurde Ethidiumbromid zugegeben (final 0,8ug/ml, Roth). Die Elektrophorese
erfolgte bei 100V (praparative Gele) bis 150V (analytische Gele).

2.2.4.2 PAGE-Gele

Sehr kleine Fragmente wurden auf 5%igen PAGE-Gelen aufgetrennt. Je nach Zweck wurden Gele mit
einer Dicke von 0,75mm (analytische Gele) oder 1,5mm (praparative Gele) verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte 10min bei 100V, gefolgt von 50min bei 260V. Anschliefiend wurde das Gel
10min in Ethidiumbromidlésung (0,5ug/ml) geféarbt und gewaschen.

5% Polyacrylamidgel

Rotiphorese Gel 29:1(Roth) 3,75ml
10x TBE 3ml
H20 ad 30ml
TEMED (Fluka) 20ul

APS (Roth, 20%ige Lésung in H,0) 70yl
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2.2.5 Amplifikation und Isolierung von Plasmiden

2.2.5.1 Verwendete Plasmide

pcDNA3.1
Dieser Expressionsvektor von Invitrogen kann zur heterologen Expression von cDNS in
eukaryotischen Zellen verwendet werden. Er diente zur Expression verschiedener CNG-

Kanaluntereinheiten in HEK293-Zellen.

pIRES-eGFP

Neben dem in die multiple cloning site integrierten Gen besitzt der bizistronische Vektor pIRES-eGFP
ein Gen fir das verstarkte Green Fluorescence Protein (eGFP). Die beiden Gene werden getrennt
voneinander transkribiert, es entsteht also kein Fusionsprotein. Anhand der griinen Fluoreszenz kann
die Effizienz der Transfektion Uberprift werden. pIRES-eGFP wurde fiir die Expression von CNG-
Untereinheiten in HEK293-Zellen eingesetzt, die anschlieRend geerntet und fur Western Blot

verwendet wurden.

2.2.5.2  Kultivierung von E. coli

Die Kultivierung von E. coli vom Stamm XL1-Blue MRF"(Stratagene) erfolgte in glucosehaltigem Luria-
Bertani-Medium (LB+), entweder in Flissigkultur oder auf agarhaltigen Petrischalen. Zur Selektion der
erfolgreich transformierten Zellen wurde jeweils dasjenige Antibiotikum zugegeben, dessen
Resistenzgen sich auf dem Plasmid befand. Flissigkulturen wurden bei 37°C und 225rpm in einem
Bakterienschittler (Certomat IS, Firma Braun), Agarplatten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Ein Teil
der Flussigkultur wurde als 1:1-Gemisch in 100%igem Glycerol bei —80°C gelagert.

(LB+)-Medium (LB+)-Agar

Pepton (Roth) 109 Agar (Roth) 159
Hefeextrakt (Roth) 5g LB+-Medium ad 1000ml
NaCl (Roth) 5g

Glucose (Roth) 19

H,O ad 1000ml

pH7,2-75

2.2.5.3 Transformation von E. coli

Die Transformation kompetenter E. coli erfolgte per Hitzeschock. 100ul Zellsuspension wurden mit
10yl Ligationsansatz 30min auf Eis inkubiert, 45sec einem Hitzeschock bei 42°C unterzogen und
nochmals 2min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 900ul (LB+)-Medium wurde 1h bei 37°C und
225rpm geschittelt, 2min bei 3500rpm abzentrifugiert, der Uberstand dekantiert und der

resuspendierte Rest auf Agarplatten ausplattiert.
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2.2.5.4  Alkalische Lyse im kleinen MaR3stab (Miniprep)

Einzelne Kolonien wurden von der Agarplatte gepickt und damit 7ml (LB+)-Medium, versetzt mit dem
entsprechenden Antiobiotikum, angeimpft. Nach Kultivierung tGber Nacht bei 37°C und 225rpm erfolgte
die Isolierung der Plasmid-DNS mittels alkalischer Lyse®. Fiir Restriktionsverdau und Sequenzierung

wurde jeweils 1ul der erhaltenen DNS eingesetzt.

2.2.5.5 Alkalische Lyse im GroRmalfistab (Maxiprep)

Die Gewinnung von Plasmid-DNS in gréRerem Malfstab erfolgte ebenfalls durch alkalische Lyse unter
Verwendung des PureYield™ Plasmid Midi Prep Kits (Promega). Die isolierte DNS ist aufgrund eines
enthaltenen Aufreinigungsschrittes Uber eine Silicamembran wesentlich sauberer als DNS aus

Minipraparationen. Es wurde mit 200ml-Kulturen gearbeitet.

2.2.5.6  Quantifizierung von DNS

Die Konzentration von DNS-Lésungen wurde mit einem Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) bei einer Absorption von 260nm ermittelt. Die optische Dichte (ODyg) von 1

entspricht bei einer Schichtdicke von 1cm einer DNS-Menge von 50pg/ul (doppelstrangige DNS).
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2.3 Arbeiten mit RNS

Bei Arbeiten mit RNS wurde darauf geachtet, zigig und mdglichst unter Vermeidung einer
Kontamination mit RNAsen zu hantieren. Alle verwendeten Glaswaren, Rihrfische etc. wurden zur

Zerstorung von RNAsen bei 220°C mindestens 3h lang gebacken.

2.4 Isolierung von RNS aus Mausgewebe

Die Gewinnung von totaler RNS aus olfaktorischem Epithel erfolgt unter Verwendung des RNeasy
Protect Mini Kits (Qiagen, Dusseldorf, Deutschland). Das Kit enthalt mit Silicagel gefullte Saulen, Uber
welche die RNS affinitatschromatographisch aufgereinigt wird. Das olfaktorische Epithel wurde zligig
entnommen (siehe Punkt 2.6.1) und bis zur weiteren Verwendung in 100ul RNAlater Uberfihrt. Es
folgte eine Zerkleinerung mit Hilfe eines Ultra-Turrax T8 (IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland) in
Lysepuffer. Die weiteren Arbeitsschritte richteten sich nach den Angaben des Herstellers. Die
Bestimmung der Konzentration der RNS erfolgte wie unter Punkt 2.2.5.6 beschrieben. Die Lagerung
von RNS erfolgte bei —80°C.

2.5 RT-PCR

Zur Synthese von cDNS wurde das Superscriptll RT H-Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA) nach Angaben
des Herstellers verwendet. RNS wird dabei mit Hilfe einer reversen Transkriptase in komplementare
DNS (cDNS) umgeschrieben. Fir jede Reaktion wurden 10ug der isolierten RNS eingesetzt. Die PCR
erfolgte unter Verwendung von Oligo-dT-Primern, die spezifisch an den Poly-A-Schwanz von Boten-

RNS binden. Eventuell in der Praparation verschleppte DNS wurde vor der PCR mit DNAse verdaut.
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Standardprotokoll

RNS 10ug
10x RT-Puffer 2ul
25mM MgCl, 2ul
0,1M DTT (Roth) Tul
DNAse 0,1ul
RNAsin Tul

10min, 37°C (DNS-Verdau)
5min, 75°C (Inaktivierung der DNAse)

+ 1ul Oligo-dT-Primer

10min, 70°C (Annealing)

+ 1ul 10mM dNTPs
+ 1yl 0,AM DTT

5min, 42°C

+ 1yl Superscriptll

50min, 42°C (reverse Transkription)
5min, 90°C (Inaktivierung der RT)
10min, 4°C (Kihlung)

+1ul RNAse H

20min, 37°C (RNS-Verdau)
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2.6 Arbeiten mit Proteinen

Arbeiten mit Proteinen wurden mdglichst immer auf Eis durchgefiihrt, um eine Degradation der

Proteine zu vermeiden.

Proteaseinhibitoren finale Konzentration
Leupeptin (Calbiochem, Stock in 50% EtOH) Tug/ml
Pepstatin A (Calbiochem, Stock in 50% EtOH) 1uM
Antipain (Calbiochem, Stock in 50% EtOH) 1ng/mi
PMSF (Sigma, Stock in 100% EtOH) 100nM
Orthophenanthrolin (Sigma, Stock in 100% EtOH) 1mM
Benzamidin (Sigma, Stock in H,0) 1TmM
Jodacetamid (Sigma, Stock in H,0) 0,9mM

Roche Complete ohne EDTA

1 Tablette in 2ml Puffer auflésen; 1:10 verdlinnt einsetzen (entspricht 2,5-fach)

2.6.1 Isolierung des olfaktorischen Epithels aus Mausen

Praparation fur Immunhistochemie

Die Mause wurden mit Ether betdubt und mit 50ml 4%PFA in PBS (frisch hergestellt) transkardial
perfundiert. Nach der Perfusion wurde der Kopf abgetrennt, um das olfaktorische Epithel zu
entnehmen. Die Epithelien wurden von umgebenden Knochen und der Nasenscheidewand befreit, 1h
bei RT in 4% PFA/PBS nachfixiert, 3x 10min in PBS gewaschen und anschlieend zur Kryoprotektion
Uber Nacht in 30% Sucrose/PBS gegeben. AnschlieBend wurde das Gewebe in einem 1:1-Gemisch
aus 30% Sucrose und Einbettmedium (OCT, Sakura Finetek) geschwenkt und schlieflich in OCT
eingebettet. Die Lagerung der Gewebeblocke erfolgte bei —80°C.

Praparation fur Western Blot

Die Epithelien wurden ohne vorherige Perfusion der Tiere von Knochen und Nasenscheidewand
befreit, aus der Nasenhdhle enthommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung
erfolgte ebenfalls bei —80°C.

Praparation fir Semidinnschnitte

Das olfaktorische Epithel wurde nach Perfusion der Tiere entnommen und 45min in 2,5%
Glutaraldehyd in 4%PFA/PBS bei 4°C nachfixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten bei RT. Das Gewebe
wurde entsprechend des Versuchsvorhabens in mehrere Teile zerlegt. Nach drei Waschschritten a
15min mit PBS wurde 3x 15min mit 0,1M Na-Cacodylatpuffer gewaschen und anschliefend 1h in
1%0s0,4/0,1M Na-Cacodylatpuffer nachfixiert. Wieder folgten drei Waschschritte & 15min mit 0,1M
Na-Cacodylatpuffer. Nach Behandlung in 30%igem und 50%igem EtOH (jeweils 15min) erfolgte eine
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Blockkontrastierung in 2% Uranylacetat/70% EtOH fir 1h. Das Gewebe wurde nun durch eine
aufsteigende Ethanol-Aceton-Reihe dehydriert (EtOH 90% und 100%, EtOH-Aceton-Gemisch 1:1
jeweils 1x15min, Aceton 100% 3x15min). AnschlieBend wurde das Gewebe jeweils 15min in einem
1:1-Gemisch aus Aceton und Epon-Mix (Epon-Embedding-Medium-Kit, Fluka 45359) und reinem
Epon-Mix inkubiert. SchlieBlich wurde frischer Epon-Mix in Formchen (1h bei 60°C getrocknet)
vorgelegt und das Gewebe darin eingebettet. Die Polymerisation erfolgte Gber Nacht bei 45°C und
24h bei 60°C. Die Lagerung der Kunstharzblécke erfolgte bei RT.

2.5% Glutaraldehyd/4% PFA/PBS 2%Uranylacetat/70% EtOH

Glutaraldeyd (Roth) 0,5mi Uranylacetat (Plano) 0,05¢g
H.O 2ml H20 750ul
8% PFA//IPBS 2,5ml EtOH 100% 1750ul

vor Gebrauch sterilfiltrieren

0,2M Na-Cacodylatpuffer pH 7.4 1% 0s04/0,1M Na-Cacodylatpuffer
Na-Cacodylat (Roth) 4,289 2% 0OsO4 (Plano) und 0,2M Na-
H,O 100ml Cacodylatpuffer 1:1 gemischt

pH mit 0,2N HCI einstellen, sterilfiltrieren

2.6.2 Isolierung des Bulbus olfactorius fir Immunhistochemie

Die Mause wurden mit 4% PFA/PBS perfundiert und der Kopf abgetrennt. Nach Eroffnung der
Schadeldecke wurde das ganze Gehirn vorsichtig enthommen in gekihltem (<-40°C) Isopentan (Roth)
langsam eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei —80°C. Alternativ wurden die Riechkolben vom

restlichen Gehirn abgetrennt und in OCT eingebettet (vgl. 2.3.1).

2.6.3 Gewinnung von Proteinen durch Lyse

Frische oder tiefgefrorene Gewebe oder Zellen wurden mit Tx-Lysepuffer und Proteaseinhibitoren
versetzt und in einem Potter (Potter S, B. Braun Biotech International) durch 10 Hibe homogenisiert.
Anschlief3end wurde die Zellsuspension 30min bei 4°C Uber Kopf rolliert und bei 13000rpm 15min 4°C

abzentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert, vermessen und bei —80°C gelagert.

Tx-Lysepuffer

HEPES pH 7,5 50mM
NaCl (Roth) 150mM
Glycerin (Roth) 10%
EDTA pH 8 (Sigma) 5mM

Triton X-100 (Roth) 1%
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2.6.4 Gewinnung von Membranproteinen aus Gewebe und Zellen

Das Gewebe oder Zellpellet wurde mit einem Potter (Potter S, B. Braun Biotech International) mit 10
Hiiben homogenisiert und 10min bei 5000g (8700rpm) und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in
ein 45-Ti-Réhrchen uberfuhrt und das Zellpellet noch zweimal demselben Procedere unterzogen. Die
Mikrosomenfraktion im Uberstand wurde in einer Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter OptimaTM LE-
80K) 45min bei 30000rpm und 4°C pelletiert. Je nach Grdlke wurde das Pellet in 50-100pl Lysepuffer

resuspendiert.

3x Lysepuffer

MOPS (3-[N-Morpholino]propansulfonsaure (Sigma) 3,159

Sucrose (Roth) 779
0,5M EDTA pH 8 6ml
H.0O ad 200ml

2.6.5 Anreicherung von olfaktorischen Zilien aus dem Riechepithel

Die Isolierung der olfaktorischen Zilien aus Riechneuronen erfolgte gemaf der Ultraschallmethode
nach Washburn®’.

Puffer A Puffer B

Glucose (Roth) 7,5mM Puffer A + 1mM EDTA (Sigma)
KCI (Roth) 5mM

NaCl (Roth) 145mM

HEPES (Sigma) 20mM

K;HPO, (Roth) 1,6mM

MgSO, (Roth) 2mM

pH 7,4 mit NaOH einstellen, sterilfiltrieren

Zu allen Lésungen wurden Proteaseinhibitoren (Complete ohne EDTA 2,5-fach; Roche) zugeben. Alle

Schritte erfolgten auf Eis.

Das olfaktorische Epithel wurde ohne vorherige Perfusion entnommen, in 1,5ml Puffer A gegeben und
in der Lésung mit einer Schere moglichst klein geschnitten. AnschlieRend wurde 1mM EDTA
zugegeben und 10min sachte geschiittelt (Wippe, 4°C). Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 1500g
(5min, 4°C). Der Uberstand (Fraktion S1) wurde in 45Ti-Réhrchen gegeben und auf Eis gelagert. Das
Pellet wurde in 1,5ml Puffer B resuspendiert und einem Ultraschall von 10s unterzogen (Bandelin
Sonopulse HD2200 mit MS-73 Spitze). Nach Zentrifugation bei 500g (5min, 4°C) wurde der Uberstand
(Fraktion S2a) ebenfalls in ein 45-Ti-Réhrchen gegeben, das Pellet erneut resuspendiert und
wiederum einem Ultraschall, diesmal 40sec lang, unterzogen. Wieder wurde zentrifugiert (1500g,
5min, 4°C) und der Uberstand (Fraktion S2b) in ein 45-Ti-Rdhrchen Uberfiihrt. Das Pellet wurde in
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1,5ml Puffer B mit einem Ultraturrax zerkleinert, zentrifugiert und der Uberstand (Fraktion S3)
ebenfalls in ein Réhrchen gegeben. Alle Réhrchen wurden mit Lésung B auf ein Volumen von 6,5ml
aufgefillt und anschlieBend in der Ultrazentrifuge (Beckmann Coulter OptimaTM LE-80K) bei
23500rpm flr 25min bei 4°C zentrifugiert. Die erhaltenen Pellets wurden je nach GréRRe in 50-600ul

Puffer B gel6st, aliquotiert, vermessen und bei —80°C gelagert.

2.6.6 Quantifizierung von Proteinen

Der Proteingehalt wurde UV-photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf) nach Bradford®® bestimmit. 5ul
Probe wurden mit 95ul 0,15M NaCl und 1ml Coomassie Brilliantblau G250-Lésung versetzt, 2min bei
RT stehen gelassen und bei 595nm vermessen. Zur Kalibrierung des Gerats wurde eine BSA-

Standardreihe (1-30ug) vermessen.

Coomassie Brilliantblau G250-Lésung

Coomassie brillant blue G250 (Sigma) 50mg

Ethanol 95% 25ml
H3;PO, 85% (Sigma) 50ml
H,O ad 500ml

Lagerung der filtrierten Lésung bei 4°C

2.6.7 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Zur denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Lammli®® wurde das Mini PROTEAN
3 Elektrophoresesystem (BioRad) verwendet. Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben
unter Zugabe von Lammli-Puffer bei 95°C 4min lang denaturiert. Als GréRenmarker wurden 12ul des
Precision Plus Protein Kaleidoscope™ Standards (BioRad) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in

1x Elektrophoresepuffer bei 100V.

4x Trenngelpuffer pH 8.8 4x Sammelgelpuffer pH 6.8

TRIS (VWR) 18,29 TRIS (VWR) 3,02¢g
SDS (Roth) 0,49 SDS (Roth) 0,2g
H,O ad 100 ml H20 ad 50 ml
pH mit HCI einstellen, sterilfiltrieren pH mit HCI einstellen, sterilfiltrieren
Trenngel (7%-10%) Sammelgel

Rotiphoresegel 30 (Roth) 3,5-7,5ml Rotiphoresegel 30 (Roth) 0,65ml
4x TRIS-CI/SDS pH 8,8 3,75ml 4x TRIS-CI/SDS pH 6,8 1,25ml
H.O 7,75-3,75ml H>O 3,05mi
TEMED (Fluka) 10l TEMED (Fluka) 5ul
APS 30ul APS 25pl

(Roth, 20%ige Lésung in H,O) (Roth, 20%ige Lésung in H20)
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6x Lammli-Probenpuffer 10x Elektrophoresepuffer

4x Sammelgelpuffer pH6,8 7ml Tris (VWR) 30,29
Glycerol (Roth) 3ml Glycin (Roth) 144,09
SDS (Roth) 19 SDS (Roth) 10,09
Bromphenolblau (Merck) 0,004% H,O ad 1000ml
H20 ad 10ml

Lagerung bei —20°C

Transferpuffer IBST

MeOH 100% 200ml 0,1% Tween 20 (Sigma) in 1x TBS
10x Elektrophoresepuffer 100ml

H.0O ad 1000ml

Blockierldsung
5% Milchpulver (Fluka) in 1x TBST

10x TBS pH 8

Tris 12,19

NaCl 80,23¢g Inkubationslésung

H20 ad 1000m| 1% Milchpulver (Fluka) in 1x TBST

2.6.8 Western Blot

Zur Fixierung der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran wurde ein Tank-Blot System (Mini
Trans Blot, BioRad) verwendet. Die PVDF-Membran (PorengréRe 0,45um, Immobilon, Millipore)
wurde vor Gebrauch 1min in MeOH 100% hydrophilisiert und anschliefiend 5min in Transferpuffer
aquilibriert. Geblottet wurde in Transferpuffer unter Eiskihlung bei 300mA fir 45min. Nach dem
Transfer wurde die Membran 1-2h Stunden bei RT getrocknet und anschlieRend 30min bei RT in
Blockierlésung geschwenkt. Inkubation mit dem entsprechenden Primarantikérper erfolgte bei 4°C
Uber Nacht auf einem horizontalen Rollierer (VWR). Am nachsten Tag wurde die Membran 3x 5min in
TBST gewaschen, 45min bei RT mit Sekundarantikérper inkubiert und erneut 3x 5min gewaschen.
AnschlieBend erfolgte die Detektion mit dem ECL™ System (Amersham Biosciences) auf Hyperfilm

ECL™.-Filmen (Amersham Biosciences).

2.6.9 Co-Immunprazipitation

Protein A Sepharose Beads (Protein A Sepharose™ Fast Flow, Amersham Biosciences, 17-1279-03)
wurden 4-5x mit PBS gewaschen, bevor sie fur Co-Immunprazipitation eingesetzt wurden. Pro Ansatz
wurden 20ug gewaschene Beads 2h bei 4°C mit 10yl CNGAZ2-Antikérper (bzw. anti-PAK als
Negativkontrolle) inkubiert und anschlieRend 4-5x mit AMO-Puffer gewaschen. 210ug einer
Zilienpraparation (Fraktion S1) wurden mit Proteaseinhibitoren (Complete ohne EDTA, Roche, 2,5-
fach) versetzt und nach Zugabe von 10ug Beads 30min bei 4°C inkubiert, um unspezifisch bindende
Proteine aus der Préparation abzutrennen. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und

zusammen mit den Antikorper-beladenen Beads Uber Nacht bei 4°C Uber Kopf rolliert. Nach 4-5
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Waschschritten mit AM300 wurden die Beads in 30yl AMO-Puffer resuspendiert. Denaturierung,
Elektrophorese und Western Blot erfolgten wie in 2.6.7 und 2.6.8 beschrieben.

AMX-Puffer

Tris-HCI pH 9 (Roth) 20 mM
MgCl, (Roth) 5mM
EDTA (Sigma) 0,2 mM
DTE (Sigma) x mM
Glycerin (Roth) 20%

2.6.10 Histologie

2.6.10.1 Anfertigung von Kryoschnitten

Gewebe flr Kryoschnitte wurde wie unter Punkt 2.6.1 beschrieben prapariert und in OCT eingebettet.
Die Anfertigung der Schnitte erfolgte in einem Kryotom HM-500 (Microm). Bei —25°C (Bulbus
olfactorius) bis —30°C (olfaktorisches Epithel) wurden 12um dicke serielle Schnitte angefertigt, die auf
Objekttrager (Superfrost Plus, Roth) aufgeschmolzen, bei RT getrocknet und anschlieend bei —30°C

gelagert wurden.

2.6.10.2 Nissl-Farbung

Zur Beurteilung von Schnittebene und Qualitdt des eingebetteten Gewebes wurden einzelne
Gefrierschnitte mit dem Nissl-Reagenz gefarbt. Angefarbt werden Zellkerne und sogenannte
Nisslsubstanz. Die Objekttrager wurden 10sec in Nissl-Reagenz, 10sec in 70%igen EtOH und 30sec
in 100%igen EtOH getaucht und in Roti-Histoclear (Roth) eingedeckelt.

Nissl-Reagenz

Kresylviolett (Fluka) 19
Essigsaure konz. (VWR) 250pl
H,O ad 100ml

2.6.10.3 Vermessung der Epitheldicke an Kryoschnitten

Koronare Gefrierschnitte von olfaktorischem Epithel wurden mit Nissl-Reagenz gefarbt, bei 400-facher
VergréRerung an einem Zeiss Axioskop 2 mit HMRc-Kamera fotografiert und mit Hilfe des Axiovision
measurement tools (Zeiss) vermessen. Dazu wurde die Epitheldicke auf beiden Seiten der
Nasenscheidewand an zwei Punkten vermessen. Zone A befand sich genau nach dem hinteren Ende
des Vomeronasalorgans, Zone C befand sich 400um hinter Zone A (vgl. Abb. 2-1). Von jedem Tier
wurden flir beide Positionen jeweils 3 aufeinanderfolgende Schnitte vermessen und die Werte

gemittelt.
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Accassory Oll'ar.lury Bulb Cerebral Corfax
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Offactory Epitheliums A {

MMI'"

By Adam (. @ufﬁe

Abb. 2-1 Zur Ermittlung der Epitheldicke wurde an zwei Punkten gemessen, einmal in Zone A (entspricht etwa
Punkt 2 im Bild) und einmal in Zone C (entspricht Punkt 4 im Bild).

2.6.10.4 Hochst-Farbung

Zellkerne wurden durch Anfarbung mit einer wassrigen Hoéchst-Lésung (5ug/ml, Hoechst 33342,
Molecular Probes) visualisiert. Dazu wurde ein Tropfen Hoéchst-Lésung 5min bei RT auf den
Gefrierschnitt gegeben, anschlielend mit PBS gewaschen und das Signal im Fluoreszenzmikroskop
detektiert.

2.6.10.5 Anfertigung von Semidiinnschnitten

Gewebe fir Semi- und Ultradiinnschnitte wurde wie unter Punkt 2.6.1 beschrieben in Kunstharz
eingebettet. Mit Hilfe eines Knife Makers 7800 (LKB) wurden Glasmesser hergestellt und an einem
Ultramikrotom OmU3 (Reichert) ca. 200nm dicke Schnitte angefertigt. Die Schnitte wurden mit einer
Nickel-Drahtschlinge auf einen Objekttrager aufgebracht und das anhaftende Wasser bei 60°C auf

einer Heizplatte verdampft.

2.6.10.6 Féarbung von Semidinnschnitten

Semidiinnschnitte wurden mit Toluidinblau angefarbt. Ein Tropfen der Farbelésung wurde auf den
Schnitt aufgebracht und 30sec bei 60°C auf der Heizplatte belassen. Anschlielend wurde der

Objekttrager griindlich mit destilliertem Wasser abgespilt und in Roti-Histoclear (Roth) eingedeckelt.

Toluidinblau-Farbeldsung
0,25g Na-Borat (Roth) mit 25ml Aqua dest mischen.

0,25g Toluidin Blau O Pulver (Fluka) zugeben und tUber Nacht absetzen lassen.

Bei RT lagern.
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2.6.11 Immunhistochemie

Die Kryoschnitte wurden auf RT gebracht und das Gewebe mit einem Fettstift (PAP-Pen liquid
blocker, SCI Science Services) umrandet. Nach 10min Fixierung mit 4% PFA/PBS bei RT folgten 3
Waschschritte 8 15min mit PBS. Das Gewebe wurde anschliefend fur 4-6h bei RT mit Blockierlésung
inkubiert, zum einen, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen, zum anderen, um das Gewebe
zu permeabilisieren. Die Blockierlésung wurde abgeschuttet und das Gewebe Uber Nacht bei RT mit
Antikdrperldsung inkubiert. Es folgten drei Waschschritte @ 15min mit Waschlésung, danach wurde 1h
bei RT mit fluoreszenzmarkiertem Sekundarantikorper in Waschldsung inkubiert. Nach drei weiteren
Waschschritten mit PBS folgten Hochstfarbung (siehe 2.6.10.4) und Eindeckeln in Permafluor
Aqueous Mounting Medium (Beckmann Coulter). Alternativ konnte statt eines fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpers ein biotinylierter Antikdrper verwendet werden, der ebenfalls 45min auf den
Schnitten belassen wurde. AnschlieRend musste hier nach drei Waschschritten mit Waschlésung eine
Inkubation mit DY-547 Streptavidin erfolgen (45min  RT). Waren die Primarantikorper
fluoreszenzmarkiert, konnte direkt nach dem Waschen eingedeckelt werden. Die Auswertung der

Experimente erfolgte epifluoreszenz- bzw. konfokalmikroskopisch.

Blockierlésung Antikdrper-Lésung
10% NGS (Vector) 5% NGS (Vector)
0,5% TritonX-100 (Roth) 0,25% TritonX-100
in PBS in PBS

Waschlésung
2% NGS in PBS

War der Primarantikorper gegen Ziege gerichtet, wurde in allen Lésungen NGS durch die gleiche

Menge NCS (Normal Chicken Serum, Vector) ausgetauscht.

2.6.12 Mikroskopie

2.6.12.1 Epifluoreszensmikroskopie

Zur Detektion der fluoreszenzmarkierten Antikbrper wurde ein Axioskop 2 mit HMRc-Kamera (Zeiss,

Jena, Deutschland) unter Verwendung folgender Filter benutzt:

Fluorophor Filterset (Nummer) Anregung Strahlenteiler Emission
Hochst 01 (488001-0000) BP 365/12 FT 395 LP 397
FITC, Cy2 10 (488010-0000) BP 450-490 FT 510 LP 515-565
38 (1031-350) BP 470/40 BP 525/50 LP 590
Texas Red, DY- 15 (488015-0000) BP 546/12 FT 580 LP 590
547, SA-547

Fir genauere Auswertungen wurde ein Laser-Konfokalmikroskop verwendet.
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2.6.12.2 Laser-Konfokalmikroskopie

Die Auswertung der immunhistochemischen Experimente erfolgte an einem Laser-Konfokalmikroskop
der Firma Zeiss (LSM 510).
Folgende Laser wurden eingesetzt:

Flurophor Laser

Hochst uv 351nm
FITC, Cy2 Argon2 488nm
DY-547, Cy3 HeNe/1 543nm
DY-631 HeNe/2 633nm

2.6.13 Aufreinigung von Antikérpern

Zur spezifischen Detektion des murinen CNGA2- und CNGA4-Kanalproteins wurden polyklonale
Antikdrper hergestellt. Die Antikdper waren gegen den C-Terminus des jeweiligen Kanalproteins
gerichtet. Synthese der Peptide (C-AbmCNGA2: CKQNHEDDYLSDGINTPE, C-AbmA4:
CREWPMPDDMGEADDEAE) und Immunisierung der Tiere (C-AbmCNGA2: Kaninchen, C-
AbmCNGA4: Meerschweinchen) erfolgte durch die Firma Gramsch (Schwabhausen, Deutschland).

Die Aufreinigung der Antikorper aus Serum erfolgte mit dem Sulfo Link Kit (Pierce) nach Vorschrift des
Herstellers Uber Affinitdtssdulen. Das entsprechende Peptid wurde dazu an eine Saule gekoppelt und
der Antikdrper aus dem Serum daran gebunden. Nach einigen Waschschritten erfolgte dann die

Elution des Antikorpers.

2.6.14 Fluoreszenzmarkierung von Antikdrpern

Um in immunhistochemischen Untersuchungen auf die Verwendung eines Sekundarantikérpers
verzichten zu kénnen bzw. um eine Mehrfachmarkierung mit Antikérpern aus der gleichen Spezies
durchfiihren zu kénnen, wurden einige Antikérper (C-AbmCNGB1, C-AbmCNGA3 und anti-AClIIl) mit
fluoreszierenden NHS-Estern der Firma Dyomics markiert. Die Ester (DY-547 und DY-631) wurden in
wasserfreiem DMSO geldst (10mg/ml). Microcon YM-30-Saulchen (Millipore) wurden verwendet, um
50ug Antikérperldésung von enthaltenem Natriumazid und Salzen zu befreien und aufzukonzentrieren.
Dazu wurden 250ul Natriumbicarbonat-Puffer zur Antikdrperldsung gegeben und auf die S&ulchen
aufgetragen. Nach 15min Zentrifugation bei 13000rpm und 4°C konnte der Antikdrper-haltige
Uberstand nach Umdrehen der Saule bei 3500rpm (3min 4°C) in frische Caps abzentrifugiert werden.
Pro mg Antikérper wurde 1ul NHS-Esterldsung zugesetzt und der Ansatz 1h unter Lichtschutz bei RT
geschiuittelt. Die Aufreinigung erfolgte nach Verdinnung mit PBS ad 300ul wieder tber eine Microcon-
Saule. Erneut wurde 15 min bei 4°C mit 13000rpm zentrifugiert. Durch Umdrehen der Saule wurde die
fluoreszenzmarkierte Antikérperldsung in frische Caps abzentrifugiert. Nach Zugabe von BSA (finale

Konzentration 1mg/ml) und NaN; (0,05%, Roth) wurde der Antikérper bei 4°C gelagert.
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2.7 Kultur eukaryotischer Zellen

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen in einer Laminar Air Flow (Hera safe HS18, Heraeus)

durchgefiihrt. Medien und Zusatze wurden vor Gebrauch auf 37°C erwarmt.

2.7.1 Kultur von HEK293-Zellen

Die HEK293-Zelllinie (HEK: human embryonic kidney, Zellen immortalisiert durch Adenovirus Typ5'®,

ATCC Nr. CRL1573) wurde zur heterologen Expression von CNG-Kanalen verwendet. Die Zellen
wurden in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM mit 1000mg/I D-Glucose, GlutaMAX™ und
Natriumpyruvat, Gibco) unter Zusatz von 10% FBS (Biochrom) und Antibiotika (100U/ml Penicillin G,
Biochrom, und 100pg/ml Streptomycin, Biochrom) kultiviert. Die Kultur erfolgte bei 37°C und 10% CO,
in 75cm?-Flaschen (Sarstedt). Alle 2-3 Tage wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurden die Zellen
zunachst mit PBS gewaschen, mit einer EDTA-Trypsin-Losung (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA)
abgel6st, in DMEM resuspendiert und mit einer Pipette vereinzelt. 10% der Zellen wurden in eine neue

Flasche Uberflihrt und weiterkultiviert.

0,05% Trypsin/0,02% EDTA
Stocklésung (0,5% Trypsin/0,2% EDTA, Biochrom) 10ml
PBS ad 100ml

2.7.2 Transfektion von HEK293-Zellen

Transfektion mit Fugene
Einschleusung von cDNS in HEK293-Zellen tber Lipofektion erfolgte mit Hilfe von Fugene 6 (Roche)
nach den Anweisungen des Herstellers. Das Verhaltnis von DNS (ug) zu Fugene 6 (ul) betrug 1:3. Die

Reaktion erfolgte im 10-fachen Volumen (bezogen auf das Fugene-Volumen) DMEM ohne Zusatze.

Transfektion mit Calciumphosphat

Die Zellen wurden auf 10cm-Platten kultiviert und nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz mit der
Calciumphosphat-Methode transfiziert. Pro Platte wurden 20ug Plasmid-DNS mit H,O ad 400yl
verdiinnt, 100ul CaCl, 2,5M zugegeben und 2min inkubiert. Anschliefiend wurden tropfenweise 500yl
2x BBS zugegeben und 15min bei RT stehen gelassen. Der Reaktionsansatz wurde direkt in das
Medium gegeben und durch Schwenken verteilt. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37°C und 3% CO,
inkubiert, am nachsten Morgen mit PBS gewaschen und bis zur Ernte bei 37°C und 10% CO,
weiterkultiviert. Die Zellen wurden 48h nach der Transfektion geerntet; dazu wurden sie mit PBS
gewaschen, mit einem Gummispatel von der Schale geschabt und 10min bei 1500rpm und 4°C

zentrifugiert. Das Pellet wurde bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C gelagert.
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2,5M CaCl, 2x BBS (BES-buffered solution) pH 6,95
CaCl, (Sigma) 7,359 BES (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)- 0,533¢g
H,0 ad 20mi 2-amino-ethansulfonsaure)
NaCl 0,818g
NaHPO4x2H,0 0,013g
H,O ad 50ml
pH mit NaOH einstellen
2.8 Verwendete Mauslinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Mauslinien verwendet, zum einen CNGB1-
defiziente Mause®, zum anderen CNGA3-defiziente Mause'®'. CNGB1/A3-Doppel-KO-Mause wurden

durch Kreuzung der beiden Linien erhalten.

2.9 Zucht und Haltung genetisch veranderter Mause

Die Maushaltung erfolgte gemaR den gesetzlichen Richtlinien. Die Mause erhielten Wasser und Futter
(Ssniff, Haltungsfutter Ratte/Maus) ad libitum. Sofern nicht anders angegeben, wurden sie einem
12h:12h Hell-Dunkel-Zyklus ausgesetzt. Alle Tiere entstammten Zuchten mit gemischtem genetischen
Hintergrund aus C57/BI6N und 129SvJ-Mausen. Jungtiere wurden bis zur 3. (WT und A3KO sowie
alle HZ-Tiere) bzw. 4. (B1KO) Lebenswoche bei der Mutter belassen. Verpaarung der Mause erfolgte
ab einem Alter von 6 Wochen. Fir alle Versuche wurden Tiere aus HZxHZ-Verpaarungen verwendet
(Ausnahme: CNGB1/A3-Doppel-KO; hier existierten nur CNGB1KO/A3KOXxCNGB1KO/A3KO-
Zuchten).

2.10 Verhaltenstests

2.10.1 Open Field Test

Der Open Field Test wurde in einem TSE Fear Conditioning System (TSE Systems) durchgefihrt. Der
Hell-Dunkel-Rhythmus wurde umgedreht, so dass die Mause wahrend ihrer aktiven Phase getestet
werden konnten. Der Test fand in einer abgedunkelten Kammer (25x25x25cm) statt. Nach einer
Gewohnung an den neuen Hell-Dunkel-Rhythmus wurde jede Maus an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils 10min lang in die Kammer gesetzt, wo alle Aktionen und Bewegungen der Maus
registriert und aufgezeichnet wurden. Nach jeder Maus wurde die Kammer griindlich mit Ethanol
abgespriht, um Geruchsspuren zu vermeiden. Ausgewertet wurden die Aktivitadts-Parameter
zurlickgelegte Wegstrecke (m), Geschwindigkeit (cm/s) und Anzahl der Aufrichtungen sowie der

bevorzugte Aufenthaltsort (peripher oder zentral) und die erforschte Flache.
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2.10.2 Riechtest

Einzeln gehaltene Mause erhielten Gber Nacht (18h lang) kein Futter, Wasser stand weiterhin ad
libitum zur Verfiigung. Nachdem ein Futterpellet (#V1534, 25x10mm, Ssniff) 3cm tief zentral im Kafig
unter dem Streu vergraben wurde, wurde die Maus zurlck in den Kafig gesetzt und die Zeit
gemessen, die verging, bis die Maus das Futterpellet aufgefunden hatte. War die Suche nach 10min

erfolglos, wurde das Experiment abgebrochen.

2.11 Hemmung des Proteasoms

Mause im Alter von 4 Wochen wurden mit einer Losung des zellgdngigen Proteasom-Inhibitors
Carbobenzoxy-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal (MG132, Calbiochem)'® intraperitoneal injiziert (10ug/g
Kdrpergewicht) und nach 20h Inkubationszeit mit 4% PFA/PBS perfundiert. Es folgte die Isolation des
olfaktorischen Epithels wie unter Punkt 2.6.1 beschrieben. Eine zweite Gruppe erhielt nach 24h
Inkubationszeit eine weitere Dosis des Inhibitors (wieder 10ug/g Kérpergewicht). Wiederum wurden

die Mause nach 20h Inkubation perfundiert und prapariert.

2.12 Induktion von Fos im Bulbus olfactorius

Die Mause wurden in geschlossene Plastikkafige (IVC, Techniplast) gesetzt, die zunachst 30min lang
mit Frischluft durchstromt wurden (3I/min). Danach wurden die Tiere mit Henkel 100-gesattigter Luft
(Henkel 100, Henkel'®'%) beduftet (3l/min), wobei nach 2min Duft jeweils 3min Frischluft ohne Duft
folgten, um Adaptationseffekte zu minimieren. Insgesamt wurden 7 Duft-Intervalle appliziert.
Kontrolltiere erhielten 32min lang frische Luft. 2h nach der Duft-Exposition wurden die Bulbi olfactorii
wie unter Punkt 2.6.2 beschrieben isoliert und 12um serielle Kryoschnitte angefertigt. Es folgte der
immunhistochemische Nachweis des Proteins Fos mit Hilfe eines Antikérpers gegen Fos und des
Vectastain ABC- (Vector, Burlingame, USA) und Nickel-DAB-Substrat-Kits (Vector, es wurden jeweils
die Angaben des Herstellers befolgt).

2.13  Aufnahme von Elektroolfaktogrammen

Die Aufnahme von Elektroolfaktogrammen wurde von Herrn Dr. Christian Wetzel und Herrn Wilhelm
Grabowski am Lehrstuhl flr Zellphysiologie an der Ruhr-Universitdt Bochum wie in der Literatur
beschrieben'® durchgefiihrt. Das olfaktorische Epithel von WT- und CNGB1KO-M&usen wurde
freigelegt und ein komplexes Gemisch aus Diften (Henkel 100), Firma Henkel) appliziert. Das
induzierte Potential wurde mit Elektroden abgeleitet, verstarkt und aufgezeichnet. Die erhaltenen
Olfaktogramme wurden eingescannt und mit Hilfe des Axiovision measurement tools (Zeiss)
digitalisiert. Es wurde die Zeitverzogerung vom Einsetzen der Duftantwort (onset) bis zu dessen

Amplitude (time to peak) sowie die Kinetik des Abklingens (recovery) der Antwort analysiert.
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2.14 Calcium Imaging

Herr Dr. Marc Spehr, Lehrstuhl fliir Zellphysiologie an der Ruhr-Universitdt Bochum, fiihrte die
Versuche zum Calcium Imaging wie in Spehr et al. beschrieben'® durch. Frisch dissoziierte ORNs
wurden 45min lang bei RT mit dem Calcium-sensitiven Farbstoff Fura-2 beladen, gewaschen und
mikroskopiert. Mit Forskolin oder Henkel 100 wurden die Zellen stimuliert (5s-Pulse, Intervalle

zwischen den Stimuli 80-150s) und die Zunahme der Fluoreszenz gemessen.

2.15 Elektrophysiologie

Die elektrophysiologischen Messungen an isolierten olfaktorischen Rezeptorneuronen wurden von
Herrn Dr. Johannes Reisert und Herrn Dr. Jonathan Bradley im Department of Neuroscience an der

1051% Es wurde an

Johns-Hopkins University Baltimore wie in Reisert et al. beschrieben durchgefiihrt
excised Patches (aus der Zelle gerissene Membranflecke) im inside out Modus (Innenseite der
Zellmembran kommt in Kontakt mit der Badlésung) gemessen. Elektrophysiologische Untersuchungen

an HEK293-Zellen erfolgten durch Herrn PD Dr. Xiangang Zongso’12.

2.16 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler (SEM, standard error of the mean) angegeben.
Sofern nicht anders vermerkt, wurden die Daten Uber einen unpaired t-test ausgewertet. Statistische

Signifikanz wurde ab einem Wert von p<0,05 angenommen.



ERGEBNISSE 44

3 ERGEBNISSE

3.1 Expression von CNGB1b

Zur Deletion von CNGB1 wurde Exon 26 im Mausgenom durch homologe Rekombination mit Hilfe des
Cre/loxP-Systems entfernt”. Dieses Exon codiert fir die Pore und das sechste
Transmembransegment. Es besteht nun theoretisch die Mdglichkeit, dass eine trunkierte Variante der
CNGB1-Untereinheit, welche keine Pore und keine CNBD enthalt, exprimiert wird.

A 22 23 24 25 26 27 28 29

CNGB1 locus

B 22 23 24 25

targeted locus |.w NeoTk

Cre recombinase

C 22 23 24 25 27 28 29

knockout locus l.%.l

Abb. 3-1.1 Strategie zur Deletion von CNGB1 mit Hilfe des Cre/loxP-Systems. Exons sind durch graue Boxen
dargestellt, der deletierte Genabschnitt ist hellgrau unterlegt. Dreiecke symbolisieren loxP-Seiten. A CNGB1-
Locus; Exon 26 codiert fir die Pore und das sechste Transmembransegment. B Exon 26 wird von zwei loxP-
Seiten flankiert. Zur Selektion wurde eine Resistenzkassette mit Neomycinresistenzgen und Thymidinkinasegen
eingefliigt (weile Box). C Nach Cre-vermittelter Rekombination resultiert der KO-Locus, dem Exon 26 fehit.

Unmittelbar vor Exon 27 entsteht durch eine Leserahmenverschiebung ein Stop-Codon.

Um sicherzustellen, dass die gendefizienten Tiere keinen solchen trunkierten Kanal exprimierten,
wurde eine Western Blot Analyse mit einem Antikdrper gegen den N-Terminus des CNGB1-Kanals
(FPc21K) durchgefuhrt (Abb. 3-1.2A). Verwendet wurden Membranpraparationen von WT- und
CNGB1KO-Tieren, in denen Proteine aus olfaktorischen Zilien angereichert waren (Fraktion S1). Als
Kontrolle wurde der trunkierte Kanal in HEK293-Zellen exprimiert und die geernteten
Membranproteine mit auf das SDS-Gel aufgetragen. Wie erwartet konnte in KO-Tieren kein CNGB1-
Protein nachgewiesen werden. In immunhistochemischen Experimenten mit dem gleichen Antikdrper

konnte dieser Sachverhalt bestatigt werden (nicht gezeigt).



ERGEBNISSE 45

Um die Expression des CNGB1-Kanals in heterozygoten Tieren zu untersuchen, wurden
Membranpraparationen von olfaktorischem Epithel von CNGB1HZ- und WT-Mausen einer SDS-
Gelelektrophorese unterworfen und per Western Blot analysiert (Antikérper: C-AbmCNGB1). Es zeigte
sich, dass die Menge des Kanalproteins bei beiden Tiergruppen vergleichbar war (Abb. 3-1.2B).

A B
Bih
++ -~ trunc
kD&
kDa +/+ 4/
150 —
- 150 —
100 — o0 - -
75 — —
TH —
- 8- anti-CNGE1
50—
50— | S _ _
IB: anti-B1 (FPc21K) B anti-tubalin
50— | - - -
|IB: anti-tubulin
C
AR RS >
FPc21K
/_]
COOH
NH,
C-AbmCNGB1

Abb. 3-1.2 Expression von CNGB1b in heterozygoten, Wildtyp- und Knockout-Mausen. A In CNGB1KO-Tieren
kann kein CNGB1-Protein nachgewiesen werden. Auch eine hypothetisch mdégliche trunkierte Variante des
Kanals wird nicht exprimiert. B Die Expression von CNGB1b (120kDa) ist in WT- und HZ-Tieren ahnlich stark. Als
Ladekontrolle wurde jeweils Tubulin (65kDa) nachgewiesen. (+/+: WT, +/-: CNGB1HZ, -/-: CNGB1KO, B1b trunc:
trunkierter Kanal in HEK293-Zellen.) C Schematische Darstellung der Angriffspunkte von FPc21K und C-
AbmCNGB1 am CNGB1-Kanal.
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3.2 Vermindertes Kérpergewicht bei CNGB1KO-Méausen

Im Rahmen der Zucht der CNGB1KO-Mause war aufgefallen, dass die gendefizienten Tiere
wesentlich kleiner waren als ihre WT-Geschwister. Zudem waren die sogenannten Milchflecken
(durchscheinende Muttermilch im Magen der Tiere) bei den transgenen Mausen kleiner, was darauf
schlielRen lieR, dass diese Mause weniger Nahrung aufnahmen als die WT-Tiere. Im Vergleich zu WT-
und HZ- Tieren aus dem gleichen Wurf zeigten CNGB1KO-Tiere ein deutlich verringertes
Kdrpergewicht, welches schon ohne Hilfsmittel durch reines Betrachten der Tiere ins Auge fiel (Abb. 3-
2A). Im Alter von 4 Wochen waren die KO-Tiere im Schnitt 30% leichter als die Vergleichstiere (WT:
16,4 + 0,59, n=21, HZ: 15,3 £ 0,3g, n=68, KO: 11,3 + 0,5g, n=34, p<0,0001, Abb. 3-2B). Zwischen

mannlichen und weiblichen Mausen konnte kein Unterschied festgestellt werden.
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Abb. 3-2 Vermindertes Korpergewicht von CNGB1KO-Mausen. A CNGB1KO-Mause koénnen durch ihre
reduzierte Korpergrofke von gleichaltrigen WT-Geschwistertieren unterschieden werden (oben KO, unten WT,
Tiere 8 Tage alt; Foto: S. Huttl). B Im Vergleich zu Kontrolltieren zeigen sie ein deutlich verringertes Képergewicht
(offene Quadrate: WT, Dreiecke: CNGB1HZ, rote Quadrate: CNGB1KO, Daten von Mannchen und Weibchen

wurden zusammen ausgewertet) bis ins Erwachsenenalter hinein.

Da die Fahigkeit neugeborener Mause, die Zitzen der Mutter zu finden und daran zu saugen, vom

107-109

Riechvermdgen abhangt , war zu vermuten, dass die CNGB1KO-Mause hier ein Defizit hatten.

Um diesen Sachverhalt zu kldren, wurde ein Riechtest durchgefihrt.
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3.3 CNGB1KO-Mause zeigen eingeschrénktes Riechvermdgen

Fir den Riechtest erhielten die Mause Uber Nacht kein Futter. Am nachsten Tag wurde ein Futterpellet
zentral im Streu vergraben und die Zeit gemessen, die verging, bis die Maus das Pellet gefunden
hatte. Es zeigte sich, dass die CNGB1-defizienten Mause zwar in der Lage waren, das vergrabene
Futterpellet zu lokalisieren, jedoch bendtigten sie dazu im Schnitt knapp dreimal l&nger als die
Kontrolltiere (WT: 148,4 £ 23,4sec, n=17, CNGB1KO: 438,4 + 36,3sec, n=28, p<0,0001, Abb. 3-3).

Um zu Uberprifen, ob die Fahigkeit zum Riechen durch CNGAS3-exprimierende Neuronen (der
Signalweg verlauft hier iber cGMP, siehe Einleitung) verliehen wurde, wurden neben den CNGB1KO-
Mausen auch Doppel-KO-Mause, sowohl defizient fir das CNGB1- als auch das CNGA3-Gen,
getestet. Da diese Mause sich genauso verhielten wie die CNGB1KO-Tiere (423,9 + 78,8s, n.s.),
konnte diese Mdglichkeit allerdings ausgeschlossen werden. Die verbleibende Riechfunktion der

CNGB1-defizienten Mause ist also auf eine Antwort der cAMP-exprimierenden ORNs zurlckzufihren.

g 5004 —|—
2
g. 400+ 7 Abb. 3-3 Sowohl CNGB1KO- als auch CNGB1/A3-
.§ 300+ / Doppel-KO-Tiere sind in der Lage, ein verstecktes
§ / Futterpellet aufzufinden. KO-Tiere beider
i‘; 2004 —1— / gendefizienter Linien bendtigen dazu allerdings
% 1004 / wesentlich mehr Zeit als die Kontrolltiere. (+/+: WT,
% : é -/-: CNGB1KO, A3-/-B1-/-: Doppel-KO)

+/+ A3 -/-

B1-/-

Eine Mdglichkeit fiir das schlechte Abschneiden der CNGB1-defizienten Tiere im Riechtest ware, dass
die Tiere allgemein eine geringere Grundaktivitat und reduziertes lokomotorisches Verhalten zeigen
als WT-Mause. Moglich ware auch, dass sich erkundete Flache und bevorzugter Aufenthaltsort der
beiden Mauslinien grundsatzlich voneinander unterscheiden und das Futterpellet an einer Stelle
vergraben worden war, die von den transgenen Mausen nur selten oder gar nicht besucht wurde. Der

Open Field Test sollte hierliber Klarheit verschaffen.
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3.4 Das explorative Verhalten der CNGB1KO-Mause unterscheidet sich nicht von WT-

Mausen

Die Mause wurden fir jeweils 10min in eine abgedunkelte Box gesetzt und alle Aktionen der Tiere
registriert und aufgezeichnet. Der Test wurde wahrend der aktiven Phase der Tiere durchgefiihrt und

am Folgetag wiederholt.

Bezuglich der Aktivitats-Parameter zurickgelegte Wegstrecke, Geschwindigkeit und Anzahl der
Aufrichtungen verhielten sich CNGB1-defiziente Mause genauso wie die Kontrolltiere (Abb. 3-4A-C).
WT-Tiere legten im Schnitt 5,5m (5,5 + 0,4m, n=8), KO-Mause 6,6m (6,6 + 0,5m, n=9, p=0,09)
Wegstrecke zuriick, die durchschnittliche Geschwindigkeit betrug dabei fur beide Gruppen um die
10cm/s (WT: 9,1 £ 0,7cm/s, n=8, KO: 11,0 + 0,8cm/s, n=9, p=0,09). WT-Tiere richteten sich im Schnitt
knapp 250mal auf (245,8 + 33,1, n=8), bei den KO-M&ausen war die Haufigkeit vergleichbar (268,6 +
40,8, n=9, p=0,068).

Auch hinsichtlich der erforschten Flache (bezogen auf die Gesamtfliche) und der
Aufenthaltswahrscheinlichkeit (relative Aufenthaltszeit in peripheren oder zentralen Gebieten der Box)
waren beide Gruppen nicht zu unterscheiden (Abb. 3-4D und E). Beide Gruppen nutzten gut 60% der
angebotenen Flache (erforschte Flache WT: 60,6 + 1,3%, KO: 66,2 + 7,0%, p=0,1) und hielten sich in
vergleichbarem Mafe in zentralen und peripheren Arealen der Box auf (Aufenthalt in peripheren
Gebieten WT: 30,9 + 15,7%, p=0,5, KO: 26,6 + 15,7%; Aufenthalt in zentralen Gebieten WT: 69,1 +
21,3%, KO: 73,4 + 15,7%, p=0,5, Abb. 3-4.2).

Eine verminderte Grundaktivitat liegt bei CNGB1KO-Mausen also offenbar nicht vor. Ebenso wenig

unterscheiden sich bevorzugter Aufenthaltsort und ausgenutzte Flache voneinander.
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Abb. 3-4 CNGB1KO-Mause zeigen keine verminderte Aktivitat im Open Field Test. A Zurlickgelegte Wegstrecke,
B Durchschnittsgeschwindigkeit und C Anzahl der Aufrichtungen waren bei beiden Gruppen vergleichbar. D
Erforschte Flache und E bevorzugter Aufenthaltsort unterschieden sich ebenfalls nicht (1d Z bzw. 2d Z: Tag 1
bzw. Tag 2, zentrale Areale; 1d P bzw. 2d P: Tag 1 bzw. 2 periphere Bereiche der Box).

Um zu Uberprufen, ob das eingeschrankte Riechvermdgen der CNGB1KO-Mause durch mangelhafte
Ausreifung oder sonstige Veranderungen des olfaktorischen Epithels verursacht wurde, wurden

Riechepithelien von Knockout- und Wildtyp-M&usen histologisch und immunhistochemisch untersucht.



ERGEBNISSE 50

35 Die Schichtdicke des olfaktorischen Epithels von CNGB1KO-Tieren ist vermindert

Zunachst wurde die Morphologie olfaktorischer Epithelien von WT- und CNGB1KO-Tieren anhand von
gefarbten Semidinnschnitten untersucht. Wie in Abb. 3-5A ersichtlich, ist der grundsatzliche Aufbau

des Epithels bei beiden Gruppen gleich.

Zur Ermittlung der Schichtdicke des olfaktorischen Epithels wurde an zwei verschiedenen Stellen des
OE (Zone A und Zone C, vgl. Methodenteil) eine Serie von Kryoschnitten im Querschnitt angefertigt
und diese nach einer Nissl-Farbung jeweils links und rechts der Nasenscheidewand vermessen.

Im Vergleich zu WT-Tieren war bei den KO-Mausen eine Reduktion der mittleren Epitheldicke um 15-
20% zu sehen (Zone A WT: 83,7 £ 1,3um, n=3, KO: 70,7 + 0,3um, n=3, p<0,0001; Zone C WT: 89,9
+.2,5um, n=3, KO: 72,1 + 2,6um, n=3, p>0,001; Abb. 3-5B).
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Abb. 3-5 Morphologie und Schichtdicke des olfaktorischen Epithels (+/+: WT, -/-- CNGB1KO). A Mit Toluidinblau
angefarbte reprasentative Semidiinnschnitte von WT- (links) und CNGB1KO- (rechts) Tieren (litter-matched, 10
Wochen alt, Balken: 10um). Der grundsétzliche Aufbau des Epithels ist bei KO-Tieren nicht verandert. B Das
olfaktorische Epithel von KO-Tieren ist um 15-20% diinner als das von WT-Tieren (Tiere 4 Wochen alt).

Nachfolgend wurden Kryoschnitte von Knockout- und Wildtyp-Tieren immunhistochemischen
Untersuchungen unterzogen, um Aufschluss U(ber den Reifezustand der olfaktorischen

Rezeptorneuronen und den Zustand der olfaktorischen Zilien zu erhalten.
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3.6 Normale Expression von OMP und ACIIl in CNGB1KO-Méausen

Das sogenannte olfaktorische Marker Protein (OMP) wird ausschlieBlich in reifen olfaktorischen
Rezeptorneuronen exprimiertm. Der Nachweis von OMP eignet sich daher zur Uberpriifung des
Reifezustands der ORNs in CNGB1KO-Neuronen.

Durch immunhistochemische Farbung konnte OMP tatsdchlich auch in den CNGB1-defizienten
Riechneuronen nachgewiesen werden (Abb. 3-6A). Die Reifung der Neurone scheint also durch die
Deletion der CNGB1-Untereinheit nicht negativ beeinflusst zu sein. Da auch die Adenylatzyklase lll,
welche an der Signaltransduktion in olfaktorischen Rezeptorneuronen beteiligt ist, in den Zilien der
Neuronen nachgewiesen werden konnte (Abb. 3-6B), kann man davon ausgehen, dass die Zilien
prinzipiell intakt sind. Auch in Western Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass ACIII in beiden

Tiergruppen gleich stark exprimiert wird (Daten nicht gezeigt.)

B

Abb. 3-6 Immunhistochemischer Nachweis von OMP und ACIII im olfaktorischen Epithel von Wildtyp (+/+)- und
CNGB1KO (-/-)-Mausen. A Die Expression von OMP ist in CNGB1KO-ORNs genauso stark wie in ORNs aus
WT-Tieren (Balken: 20pum). B Olfaktorische Zilien von CNGB1KO-Tieren exprimieren die ACIIl in gleichem
Ausmal wie WT-Zilien (Balken: 20pm).

Die prinzipielle Funktionalitdt des olfaktorischen Epithels von CNGB1KO-Tieren konnte durch die
beschriebenen Experimente gezeigt werden. Wie aber verhalt es sich mit der Funktionalitat der
nachgeschalteten Stelle, dem Bulbus olfactorius, und findet Gberhaupt eine korrekte Verschaltung des

Signals von den ORNs auf die periglomerularen Zellen des Bulbus statt?
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3.7 Der Bulbus olfactorius von CNGB1KO-Tieren ist verkleinert, aber funktionsféahig

Bei der Praparation von Gehirnen war aufgefallen, dass der Bulbus olfactorius bei CNGB1KO-Tieren
wesentlich kleiner war als bei WT-Tieren. Das Ubrige Gehirn dagegen war bezlglich der Gréfle nicht
verandert (Abb. 3-7.1).

Abb. 3-7.1 Gehirne einer WT- (+/+) und
einer CNGB1KO-Maus (-/-). Wahrend der
Bulbus olfactorius bei CNGB1KO-
Mausen stark verkleinert war, zeigten
sich die Ubrigen Regionen des Gehirns
genauso grof3 entwickelt wie bei WT-
Tieren. (Mause 4 Wochen alt, Balken:

2mm)

Ob die verringerte Grofie des Bulbus mit einer eingeschrankten Funktionalitat korrelierte, wurde in den

nachfolgenden Experimenten Uberpruft.

Das Enzym Tyrosinhydroxylase (TH) wird in periglomerularen Zellen des Bulbus olfactorius exprimiert,
solange die Zellen afferenten Input erhalten. Nach einer Lasion des olfaktorischen Epithels
(beispielsweise mit TritonX-100 oder Zinksulfat) oder durch Zundhen eines Nasenlochs gehen
Afferenzen zu Neuronen des Bulbus olfactorius verloren und die Expression von Tyrosinhydroxylase
wird reduziert oder ganz eingestellt”o. Tyrosinhydroxylase kann also als Marker-Protein fir neuronal

aktive Zellen verwendet werden.

Mittels immunhistochemischer Untersuchungen (Abb. 3-7.2) sowie Western Blot Analyse (Daten nicht
gezeigt) konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von Tyrosinhydroxylase in den
periglomerularen Zellen des Bulbus olfactorius von WT- und CNGB1KO-Tieren vergleichbar war. Die
Verschaltung des Signals von olfaktorischen Neuronen auf Neuronen des Bulbus olfactorius ist also

bei KO-Tieren trotz dessen verringerter Grof3e offenbar nicht gestort.

Abb. 3-7.2 Immunhistochemischer Nachweis von Tyrosinhydroxylase in WT- (+/+) und CNGB1KO-Mausen (-/-).

Die Expression von TH erfolgt bei beiden Genotypen in vergleichbarem Ausmal (Balken 200um).
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Eine weitere Moglichkeit, die Funktionalitéat des Bulbus olfactorius zu Gberprifen, ist der Nachweis des
Proteins Fos nach Stimulierung der ORNs mit einem Duftgemisch. Fos ist ein sogenanntes immediate
early gene, das bei Stimulierung von Neuronen innerhalb kurzer Zeit exprimiert wird. Werden also
periglomerulare Neuronen des Bulbus olfactorius stimuliert, indem duftinduzierte Signale von ORNs

eintreffen und verarbeitet werden, sollte die Menge des gebildeten Proteins Fos merklich ansteigenm.

Wie erwartet waren bei WT- und heterozygoten CNGB1-Mausen nach Beduftung mit einem
komplexen Duftgemisch (Henkel 100) wesentlich mehr Fos-positive periglomerulare Neurone des
Bulbus olfactorius nachzuweisen als bei Kontrolltieren, die anstatt des mit Henkel 100 gesattigten
Duftstromes nur reine Laborluft erhielten. In CNGB1KO-Tieren konnte ebenfalls die Fos-Expression
nachgewiesen werden, jedoch war die Anzahl der stimulierten Glomeruli (Fos®) wesentlich kleiner als
bei WT-Tieren (WT: 31,3 £ 1,3 n=3, CNGB1KO: 22,7 + 2,7, n=3, p<0,05). Allerdings war hier auch die
Gesamtzahl der Glomeruli kleiner als in WT-Mausen (WT: 104,0 £ 4,0, n=3, CNGB1KO: 89,7 + 1,6,
n=3, p<0,05), weshalb der Anteil der stimulierten Glomeruli (%Fos) sich zwischen beiden Gruppen
nicht signifikant unterschied (WT: 30,3% % 2,4%, n=3, CNGB1KO: 25,2% * 2,9%, n=3, p=0,25, Abb.
3-7.3).
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Abb. 3-7.3 Expression von Fos im Bulbus olfactorius nach Stimulierung mit Henkel 100. A Duftinduzierte Fos-
Expression in periglomeruldren Neuronen von heterozygoten (+/-) und homozygoten CNGB1KO-Mausen (-/-). Die
Pfeile markieren Fos-positive Glomeruli in KO-Mausen (Balken: 50um). B Quantitative Auswertung der
Gesamtzahl der Glomeruli und der Fos-positiven Glomeruli (Fos+) in WT-( weille Balken) und KO-Mausen
(schwarze Balken). Der Anteil der stimulierten Glomeruli bezogen auf die Gesamtzahl ist bei beiden Gruppen

gleich.
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3.8 Veranderte Kinetik und Amplitude der Duftantwort von CNGB1KO-Mausen im EOG

Anhand der Untersuchungen am Bulbus olfactorius konnte gezeigt werden, dass eine korrekte
Verschaltung von ORNs auf periglomerulare Zellen des OB erfolgte. Um nun die Funktionalitat des
olfaktorischen Epithels zu untersuchen, wurden in Kooperation mit Herrn Dr. Christian Wetzel, Ruhr-
Universitat Bochum, Elektroolfaktogramme (EOGs) aufgenommen. Das olfaktorische Epithel wurde
freigelegt und mit Henkel 100-gesattigter Luft angestromt. Die induzierten Potentiale wurden Uber
Elektroden abgeleitet und aufgezeichnet.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen aus dem Riechtest konnten auch bei CNGB1KO-Tieren
elektrische Potentiale gemessen werden. Allerdings unterschied sich die Duftantwort in drei Punkten
deutlich vom WT. Am auffalligsten war die stark verringerte Amplitude im EOG von CNGB1-Mausen,
welche sich um Faktor 2,5 vom Wildtyp unterschied (WT: 5,31 + 0,76mV, n=10, CNGB1KO: 1,99 %
0,59 mV, n=15, p<0,005, Abb. 3-8.1B). Daneben zeigte sich auch die Kinetik der Duftantwort im
Vergleich zum Wildtyp veradndert. Sowohl Einsetzen (onset) also auch Abklingen (recovery) der
Duftantwort waren im EOG von CNGB1KO-Tieren verlangsamt (Abb. 3-8.1A und Tabelle1).
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Abb. 3-8.1 EOGs von WT- und CNGB1KO-Mausen. A Reprasentative EOGs eines adulten WT- (+/+, schwarze
Kurve) und eines CNGB1KO- (-/-, rote Kurve) Tieres nach einem 1s-Puls von Henkel 100. B Die Amplitude im

Olfaktogramm ist bei CNGB1KO-Tieren um den Faktor 2,5 kleiner als bei WT-Tieren.

Calcium Imaging Experimente (in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Marc Spehr, Ruhr-Universitat
Bochum) an isolierten olfaktorischen Rezeptorneuronen lieferten den EOGs entsprechende
Ergebnisse. Nachdem ORNs mit dem Calcium-sensitiven Farbstoff Fura-2 beladen worden waren,
erfolgte eine Stimulation der Neuronen mit Forskolin, einem Aktivator der ACIII, oder mit Henkel 100

und anschlieRend die Messung der emittierten Fluoreszenz.
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Sowohl in den dendritischen Knobs von WT- als auch von CNGB1KO-Mausen kam es zu einem
transienten Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration, sichtbar an einer Zunahme der
Fluoreszenz. Wie schon im EOG beobachtet, erfolgten in den KO-Neuronen sowohl Einsetzen als
auch Abklingen der Stimulus-induzierten Antwort jeweils zeitverzdgert. (Abb. 3-8.2). AulRerdem lag die
Schwelle fur die Induktion eines Calcium-Signals héher als in WT-Neuronen: wahrend bei beiden
Genotypen mehr als 90% aller ORNs auf 3uM Forskolin antworteten (WT: 33 von 35 ORNS,
CNGB1KO: 32 von 35 ORNS), reagierten im Vergleich zum Wildtyp deutlich weniger KO-ORNs auf
1uM Forskolin (WT: 25 von 35 ORNs, CNGB1KO: 17 von 35 ORNS).

forskolin
(3uM)
r?;sml)n v Abb. 3-8.2 Forskolin-induzierte

Fluoreszenz von Fura2-beladenen WT-
(+/+, schwarze Kurve) und KO- (-/-, rote
Kurve) ORNs. Wie beim EOG ist der
Kurvenverlauf bei ORNs aus CNGB1KO-

Tieren verandert.

Normalized amplitude

Tabelle 1. Statistische Auswertung der Antwort auf Difte und Forskolin.

EOG
CNGB1™ (n) CNGB1” (n) t-test
Onset Time to peak [s] 0,66 £0,11 (9) 2,82 +£0,54 (10) p < 0,005
Recovery T4 1,16 + 0,32 (9) 572+1,19 (9) p < 0,005
T2 25,10 £ 4,78 (9) 39,59 + 8,76 (9) ns

Forskolin-induziertes Signal in dendritischen Knobs

CNGB1** (n) CNGB1™” (n) t-test
Onset Time to peak [s] 8,3+ 0,5 (29) 13,2+ 1,3 (34) p < 0,005
Recovery T 11,7 +1,2 (21) 19,7 +2,3 (28) p < 0,01

Mittelwerte £ SEM.

1. Zeitkonstanten, n: Anzahl der Zellen

Time to peak: Zeit bis zum Erreichen des Maximums
Onset: Einsetzen der Duftantwort

Recovery: Abklingen der Duftantwort
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Anhand der vorhergehenden Experimente konnte deutlich gezeigt werden. dass die olfaktorischen
Rezeptorneurone von CNGB1KO-Tieren tatsachlich in der Lage sind, auf Diifte zu reagieren und das
Signal auch adaquat weiterzuleiten. Allerdings scheint die Detektion der Difte mit geringerer
Sensitivitat und veranderter Kinetik zu erfolgen. Es stellte sich nun die Frage, ob diese Abweichungen

mit veranderten Eigenschaften des CNG-Stroms in KO-Neuronen korrelierten.

3.9 Der CNG-Strom in CNGB1KO-Tieren ist stark verringert und weniger sensitiv

gegentuber zyklischen Nukleotiden

Zunachst wurde die GrolRe des CNG- und des nachgeschalteten Calcium-aktivierten Chlorid-Stroms in
excised Patches dendritischer Knobs aus isolierten ORNs gemessen. In Neuronen beider Genotypen
konnten flr beide Kanale Strome gemessen werden. Wahrend der Chlorid-Strom sich bei WT und KO
nicht signifikant unterschied, war der CNG-Strom bei den KO-Tieren um Faktor 10 kleiner als bei WT-
Mausen (WT: 273 + 49pA, n=9, KO: 23 * 3pA, n=9, p<0,005, Abb. 3-9.1A-E). Zudem zeigte sich fir
den CNG-Kanal der KO-Mause eine verringerte Sensitivitdt gegenuber zyklischen Nukleotiden. Die
Affinitat zu cAMP war um den Faktor 5 nach hoheren cAMP-Konzentrationen verschoben, die Affinitat
zu cGMP um den Faktor 3 (Abb. 3-9.1F).
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Abb. 3-9.1 Elektrophysiologische Untersuchung von ORNSs. Excised Patches dendritischer Knobs von A WT- und
B CNGB1KO-ORNs wurden in Gegenwart von 67uM Ca®* oder 1mM cAMP vermessen. C Quantitative
Auswertung von Chlorid- und CNG-Kanal-Strom. D, E Reprasentative Stromspuren von cAMP-vermitteltem Strom
in WT- und CNGB1KO-ORNs (schwarze Kurven: 1000uM cAMP, rote Kurven: 10uM cAMP). F Dosis-
Wirkungskurve. Die Sensitivitat des CNG-Kanals gegeniiber zyklischen Nukleotiden ist im KO-CNG-Kanal stark

verringert.
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Insgesamt verhielten sich die cAMP- und cGMP-Affinitaten von CNGB1WT- und CNGB1KO-Kanalen
wie die fur heterolog exprimierte CNGA2+A4+B1b- und CNGA2+A4-Kanale (Tabelle 2).

Interessanterweise zeigten Stromspuren von KO-Neuronen bei cAMP-Konzentrationen, die den Kanal
vollstandig aktivieren, eine anfangliche Abnahme des Stroms, welche in Kontrollen zu keinem
Zeitpunkt beobachtet werden konnte (Abb. 3-9.1D und E). Ein entsprechender Verlauf der Stromspur
wurde bereits fur heterolog exprimierte CNGA2/CNGA4-Kanale der Ratte beschrieben.

Tabelle 2 Sensitivitat nativer und heterolog exprimierter olfaktorischer CNG-Kanéle gegeniiber
zyklischen Nukleotiden

cAMP cGMP
Kanaltyp n K1/2 (UM) k n K1/2 (HM) k
Native ORNs
CNGB1*" 6 370+011  1.99+0.11 5 264+0.08 1.88+0.11
CNGB1™" 6 2015+1.74 1.40+0.14 8 6.90+0.38 1.40+0.09

Expression in HEK293-Zellen

CNGA2+A4+B1b 7 6.6 = 0.96 1.55+0.16 10 280+0.14 2.40+0.27
CNGA2+A4 11 17.5+1.22 1.64 + 0.05 12 3.06 £0.16 1.58 £0.12
Mittelwerte + SEM.

Das Membranpotential betrug —40 mV bei nativen Zellen und —60 mV bei heterologer Expression der Kanale.

k: Hill-Koeffizient; n: Anzahl der Zellen.

Anhand von Einzelkanalmessungen konnte bei WT-ORNSs ein sehr schneller Wechsel zwischen
Offnen und SchlieRen des Kanals, das sogenannte Single Channel Flickering, beobachtet werden.
CNG-Kanale von KO-Tieren zeigten ein extrem beschleunigtes Single Channel Flickering (Abb. 3-9.2),
was die Bestimmung der Einzelkanal-Leitfahigkeit unmaoglich machte (Leitfahigkeit des WT-Kanals: 23
+ 1pS bei -60mV, n=8). Auch dieser Sachverhalt ist in Ubereinstimmung mit in vitro-Daten des
exprimierten CNGA2/CNGA4-Kanals der Ratte %°.

Alle elektrophysiologischen Experimente an isolierten olfaktorischen Rezeptorneuronen wurden in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Johannes Reisert und Dr. Jonathan Bradley, Johns-Hopkins University

Baltimore, durchgefihrt.



ERGEBNISSE 58

Count

1000 - :.il’ﬂ \L"“’Wh

. ' | E \ '\.\‘Ig-\".__\
1pA 0 -, e —

I _I‘b— |
200 ms 1 0 gal =2 =3
Current (pA)

Abb. 3-9.2 Einzelkanalmessungen an isolierten WT(+/+)- und CNGB1KO(-/-)- ORNs. A Single Channel Flickering
eines WT- und eines CNGB1KO-Kanals (3uM cAMP bei WT und 10uM cAMP bei CNGB1KO). Offene (o) und
geschlossene (c) Zustéande des Kanals sind in der Abb. angedeutet. B Histogramm aller gemessenen Amplituden

nach einer 18s andauernden cAMP-Exposition der Kanéle (graue Kurve: WT, rote Kurve: CNGB1KO).

Der CNG-Strom ist in CNGB1-defizienten olfaktorischen Rezeptorneuronen also zum einen kleiner,
zum anderen zeigt er auch andere Eigenschaften als der Wildtyp-Strom. Wie verhalt es sich nun mit
der Ca-CaM-vermittelten Inhibierung des CNG-Stroms?

Wie in der Einleitung beschrieben (siehe Punkt 1.3), ist die schnelle Adaptation Gber Ca-CaM ein sehr
wichtiger Mechanismus zur Beendigung der Signaltransduktion. Mdoglich ware nun, dass dieser
negative Feedback bei den CNGB1KO-Mausen defekt ist und somit eine verlangsamte Abschaltung
der Riechkaskade stattfindet.

Um diese Mdglichkeit zu Uberprifen, wurden isolierte olfaktorische Rezeptorneuronen in Gegenwart
von Calcium und Calmodulin elektrophysiologisch untersucht.
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3.10 Fehlende Ca-CaM-abhé&ngige Inhibierung des CNG-Stroms in CNGB1KO-ORNs

Excised Patches von WT-Neuronen wurden mit 100nM Calmodulin und 100uM Ca®" inkubiert, worauf
es zu einer schnellen Inaktivierung des cAMP-vermittelten Stromflusses kam (ts.s=1,1 £ 0,15, T50w=60
* 33s, n=9, Abb. 3.10A). Dagegen war die Inhibierung bei KO-Neuronen bei gleicher Calmodulin- und
Ca®*-Konzentration um den Faktor 100 verlangsamt (=107 + 29s, n=3, Abb. 3-10B). Eine &hnlich
langsame Kinetik konnte fiir heterolog exprimierte CNGA2/CNGA4-Kanale gemessen werden (t=63 +
11, n=11, Abb. 3-10C).
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Die biophysikalischen Eigenschaften des olfaktorischen CNG-Kanals von KO-Tieren sind konsistent
mit heterolog exprimierten CNGA2/CNGA4-Kanalen. Allerdings bleibt die Frage bestehen, warum der
cAMP-vermittelte Strom so stark verringert ist. Um diesen Sachverhalt aufzuklaren, wurden

Untersuchungen auf Proteinebene durchgefuhrt.
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3.11 CNGB1 und CNGAZ2 interagieren in CNGB1KO-ORNs

Mittels Co-Immunprazipitation wurde zunachst Uberprift, ob die Untereinheiten CNGA2 und A4 in
ORNs von CNGB1KO-Tieren interagieren. Mit olfaktorischen Zilien  angereicherte
Membranpraparationen von WT- und CNGB1KO-Tieren wurden mit einem Antikdrper gegen CNGA2
prazipitiert und anschlieRend auf einem Gel aufgetrennt. Es folgte die immunologische Detektion von
CNGA4. Um einen quantitativen Vergleich zu ermdglichen, wurde jeweils ein Teil der
Membranproteine ohne vorhergehende Prazipitation mit einem Antikdrper elektrophoretisch
aufgetrennt und die Adenylatzyklase Il (ACIIl), die in beiden Gruppen gleich stark in den ORNs

exprimiert wird, als Ladekontrolle nachgewiesen.

Tatsachlich konnte CNGA4 auch in den Immunprazipitaten von KO-Tieren nachgewiesen werden,
auch hier findet also eine Interaktion der beiden Untereinheiten statt. Allerdings war das CNGA4-
Signal bei Praparationen aus KO-Mausen wesentlich schwacher als bei WT-Praparationen (Abb. 3-
11).

W

&R

S &L o
kDa Abb. 3-11 Co-Immunprazipitation. A CNGA2 und
e b CNGA4 interagieren in ORNs sowohl von WT- als
75— auch von CNGB1KO-Mausen. Gleiche Mengen
. (210ug) Membranprotein aus beiden Gruppen
wurden mit anti-CNGA2 (bzw. einem
50— Kontrollantikdrper als Negativkontrolle) prazipitiert,
IB: anti-A4 elektrophoretisch aufgetrennt, geblottet und mit anti-
CNGA4 hybridisiert. B 15% der Membranproteine
B InpUt aus (A) wurden elektrophoretisch aufgetrennt,
+/+ /- geblottet und mit einem Antikorper gegen ACIII

kDa hybridisiert.
250— |

IB: anti-AClIII

Die genaue Lokalisierung von CNGB1, CNGA2 und CNGA4 im olfaktorischen Epithel von CNGB1KO-

M&usen wurde durch immunhistochemische Untersuchungen aufgeklart.
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3.12 Der Verlust von CNGB1b fiihrt zu einer Retention des Kanals in subzilidaren

Kompartimenten

Kryoschnitte von Mausen beider Gruppen wurden mit Antikdrpern gegen CNGB1, CNGA2 und
CNGA4 inkubiert und nach Fluoreszenzmarkierung an einem Konfokalmikroskop detektiert.

Bei WT-Mausen waren alle drei Kanal-Subtypen wie erwartet vor allem in den olfaktorischen Zilien der
ORNSs, dem Ort der Signaltransduktion, angereichert. Im Soma war nur ein sehr schwaches Signal zu
erkennen (Abb. 3-12.1A-D). Ein ganz anderes Bild ergab sich dagegen bei CNGB1KO-Tieren: CNGA2
und CNGA4 konnten nicht in den Zilien nachgewiesen werden, in den Somata, Dendriten und Knobs
der ORNSs jedoch schienen sich die Untereinheiten angehauft zu haben (Abb. 3-12.1E-G).

Die ACIIl konnte bei beiden Genotypen in vergleichbarer Intensitdt in den Zilien der ORNs
nachgewiesen werden, diese schienen also intakt zu sein (Abb. 3-12.1C und G). Bei KO-Tieren

konnte CNGB1b erwartungsgemaf nicht nachgewiesen werden (Abb. 3-13.1H).

Abb. 3-12.1 Immunhistochemischer Nachweis von A, E CNGA2, B, F CNGA4, C, G ACIIl und D, H CNGB1 im
olfaktorischen Epithel von Wildtyp- (+/+) und CNGB1KO- (-/-) M&usen (Balken: 20um). Die Expression von
CNGA2 und CNGA4 beschrankt sich bei CNGB1-defizienten Tieren auf Somata, Dendriten und Knobs der ORNSs.
In den Zilien der Neuronen ist lediglich die ACIII nachweisbar, die in gleichem Mafie wie beim Wildtyp exprimiert

wird.
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Wie in der Einleitung beschrieben, verlauft die Signaltransduktion in einer Subpopulation olfaktorischer
Rezeptorneurone cGMP-vermittelt. Es ware nun denkbar, dass bei Einschrankung des cAMP-
Signalweges durch Deletion des CNGB1b-Kanals eine Hochregulation dieser alternativen
Signalkaskade stattfindet.

Dass dies in CNGB1-defizienten ORNs jedoch nicht der Fall ist, konnte ebenfalls durch
immunhistochemische Experimente gezeigt werden. Weder CNGA3, noch die Gyanylatzyklase D
(GC-D), noch die Phosphodiesterase 2 (PDE2) wurden in olfaktorischem Epithel von CNGB1KO-
Mausen in verstarktem Male exprimiert. Die Anzahl der CNGA3-positiven Neuronen war bei beiden
Gruppen vergleichbar (Abb. 3-12.2).

B1 +/+ B1 -/-

Abb. 3-12.2 Konfokale Aufnahmen immunhistochemisch gefarbter Kryoschnitte. Die Expression von A, B
CNGAS, C, D GC-D und E, F PDE2 im olfaktorischen Epithel von WT- (links) und CNGB1KO- (rechts) Tieren wird
nicht hochreguliert (Balken: 20um).

Der olfaktorische CNG-Kanal in CNGB1KO-Neuronen scheint also ein heteromerer Kanal aus
CNGA2- und CNA4-Untereinheiten zu sein, der falschlicher Weise nicht in den Zilien, sondern in
Somata, Dendriten und Knobs der ORNSs lokalisiert ist. Offenbar benétigt der Kanal also CNGB1b, um
in die Zilien der ORNs zu gelangen.

Genligt nun CNGB1b alleine, um das Targeting des CNG-Kanals in das Zilium zu gewahrleisten?
Oder spielt hier auch die zweite modulatorische Untereinheit, CNGA4, eine Rolle? Um diese Frage zu

klaren, wurden CNGA4-defiziente Mause®® untersucht.
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3.13 CNGB1b und CNGA4 sind fur den Transport des CNG-Kanals ins Zilium essentiell

Praparate olfaktorischen Epithels von CNGA4-defizienten Mausen® wurden freundlicherweise von
Herrn Dr. Jonathan Bradley, Johns-Hopkins-University Baltimore, zur Verfigung gestellt. Auch hier
erfolgte der immunhistochemische Nachweis der einzelnen CNG-Kanaluntereinheiten an

Kryoschnitten des Epithels.

Uberraschenderweise war der in den CNGA4KO-Mausen verbleibende CNG-Kanal aus CNGA2 und
CNGB1b nicht in der Lage, in die Zilien der Riechneuronen zu gelangen. Wie bei CNGB1KO-Mausen
akkumulierten die Kanaluntereinheiten statt dessen in Somata, Dendriten und Knobs der Zellen (Abb.
3-13E, F). Auch hier fand eine normale Expression der ACIIl statt (Abb. 3-13G), weshalb davon

auszugehen war, dass die Zilien prinzipiell intakt und funktionell waren.

Abb. 3-13 Immunhistochemischer Nachweis der Expression von A, E CNGA2, B, F CNGB1, C, G AClll und D, H
CNGA4 in WT- (+/+) und CNGA4KO- (-/-) Mausen (Balken: 20um). Wie bei CNGB1-defizienten Tieren ist auch
bei CNGA4KO-Mausen das Signal der verbleibenden Kanaluntereinheiten nur in Somata, Dendriten und Knobs

nachweisbar. Die Expression der ACIII dagegen unterscheidet sich nicht vom Wildtyp.

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass die Abwesenheit sowohl von CNGB1b als auch von

CNGA4 zu einer Retention der CNG-Untereinheiten in subzilidren Kompartimenten der Zelle fihrt.
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Obwohl die mRNS-Level sowohl von CNGA2 als auch von CNGA4 in olfaktorischem Epithel von
CNGB1KO-Mausen im Vergleich zum Wildtyp unverandert waren (Daten nicht gezeigt), war eine
verminderte Expression der Kanalproteine CNGA2 und CNGA4 (vgl. Abb. 3.11 und Abb. 3-12.1E, F)
festzustellen. Eine moégliche Erklarung fiir diesen Sachverhalt ware, dass der mutierte CNG-Kanal als
fehlerhaft lokalisiert erkannt und durch das Proteasom abgebaut wurde. Es stellte sich die Frage, ob
es moglich ist, den CNGB1b-defizienten Kanal im Zilium zu detektieren, wenn man dessen

proteasomalen Abbau hemmt.

Um dieser Frage nachzugehen, wurden CNGB1-defiziente Mause mit einem Hemmstoff des
Proteasoms behandelt und das olfaktorische Epithel nach einer gewissen Inkubationszeit

immunhistochemisch untersucht.

3.14  Akkumulation von CNGA2 und CNGA4 im olfaktorischen Epithel von CNGB1KO-
Mausen fuhrt nicht zu einer Translokation des CNG-Kanals in die Zilien

CNGB1-defiziente Mause erhielten entweder eine oder zwei Injektionen des Proteasominhibitors
MG132'% (jeweils 10ug/g Korpergewicht; Zeitspanne zwischen erster und zweiter Injektion: 24h).
Kontrolltiere erhielten eine Injektion aus reiner Pufferldsung. Nach einer Inkubationszeit von 20
Stunden wurden die olfaktorischen Epithelien prapariert und ein immunhistochemischer Nachweis der

CNG-Kanaluntereinheiten vorgenommen.

Bei den mit MG132 behandelten Tieren konnte zwar tatsachlich eine Akkumulation der untersuchten
Proteine in Dendriten und Knobs der ORNs festgestellt werden, jedoch konnte kein Signal in den
olfaktorischen Zilien detektiert werden (Abb. 3-1D; exemplarisch ist der Nachweis von CNGA2 gezeigt,
fir CNGA4 ergab sich das gleiche Bild).

Nach einer weiteren Dosis des Proteasominhibitors und entsprechender Inkubationszeit akkumulierte
zwar noch mehr Protein, allerdings fand auch hier keine Translokation von CNGA2 und CNGA4 in das
Zilium statt (Abb. 3-14G).

Um den Zustand der Zilien der olfaktorischen Rezeptorneurone der behandelten Tiere zu Uberprifen,
erfolgte ein Nachweis der ACIII. Die Expression der ACIIl verhielt sich bei behandelten und Kontroll-
Tieren gleich, ein genereller Defekt der Zilienfunktion konnte also auch hier als Ursache fir das

fehlende Targeting in das Zilienkompartiment ausgeschlossen werden (Abb. 3-14C, F, I).
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Abb. 3-14. Expression von CNGA2 und ACIII in 4 Wochen alten CNGB1KO-Mausen nach Injektion von A-C
reiner Pufferldsung, D-F einer Einzeldosis MG132 oder G-I zwei Dosen MG132 (Balken: 10um, OC: olfaktorische
Zilien, OK: dendritischer Knob). CNGA2 akkumuliert zwar nach Applikation von MG132, kann aber nicht in den

Zilien der ORNs nachgewiesen werden.

Der Abbau von CNGA2 und CNGA4 in ORNs von CNGB1KO-Tieren wird also durch Applikation des
Proteasominhibitors MG132 tatsachlich gehemmt. Allerdings erfolgt trotz der massiven Anhaufung des

Kanalproteins kein Transport in das Zilium, dem eigentlichen Ort der Signaltransduktion.
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4 DISKUSSION

4.1 Deletion von CNGB1b im olfaktorischen CNG-Kanal fihrt zu eingeschrénkter

Riechfunktion

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die Frage zu beantworten, ob CNGB1-defiziente
Riechneurone prinzipiell noch funktionsfahig sind oder ob die Deletion von CNGB1b zu einem

generellen Verlust der Riechfunktion fiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass CNGB1KO-Mause durchaus in der Lage sind, Geriiche zu
detektieren. Allerdings ist das Riechvermdgen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren deutlich eingeschrankt.
So liegt die Reizschwelle zur Wahrnehmung von Duften bei héheren Duftkonzentrationen als beim
Wildtyp. Zudem tritt die Duftantwort bei den CNGB1-defizienten Tieren zum einen zeitverzdgert ein
und fallt zum anderen auch kleiner aus. Schlie3lich fehlt den CNGB1KO-Mausen die Fahigkeit zur
schnellen Adaptation. Die Ursachen fir diese veranderte Geruchswahrnehmung, und damit die

Bedeutung von CNGB1b im Riechprozess, kdnnen durch die Ergebnisse dieser Arbeit erklart werden.

Durch den Verlust von CNGB1b reagiert der olfaktorische CNG-Kanal weniger sensitiv auf die
Anwesenheit zyklischer Nukleotide. Das heildt, es ist eine héhere Konzentration an cAMP und somit
eine erhohte Konzentration an Duftstoff oder eine langere Einwirkungsdauer des Dufts nétig, um den
CNG-Kanal zu aktivieren. Als Folge lasst sich eine verzdgert einsetzende Duftantwort im EOG

beobachten.

Durch elektrophysiologische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der maximale CNG-Strom
in CNGB1b-defizienten olfaktorischen Rezeptorneuronen um Faktor zehn verringert ist. An
Einzelkanalmessungen von CNGB1KO-Neuronen wurde ein extrem beschleunigtes Single Channel
Flickering beobachtet, was mit einer erniedrigten Offenwahrscheinlichkeit des Kanals gleichzusetzen
ist. Dadurch ist der Einstrom von Calcium erschwert, was sicherlich seinen Beitrag zur Erniedrigung
des CNG-Stroms beitragt. Jedoch reicht dieser Befund alleine bei weitem nicht aus, um den ganzen
Effekt zu verursachen. Die eigentliche Ursache fir den verkleinerten CNG-Strom kann durch die

Ergebnisse der Versuche auf Proteinebene erklart werden.

Die Gesamtmenge an CNG-Kanalprotein ist bei CNGB1KO-Mausen deutlich verringert. Somit ist auch
die Anzahl der aktivierbaren Kanédle in der Membran kleiner, woraus ein verlangsamter
Konzentrationsanstieg von Calcium im Zellinneren resultiert. Zudem findet in Abwesenheit von
CNGB1b eine Retention von CNGA2 und CNGA4 in subziliaren Zellkompartimenten statt. Die
Proteine werden nicht in den eigentlichen Ort der Signaltransduktion, die olfaktorischen Zilien,
transportiert, sondern verbleiben in Somata, Dendriten und Knobs der Zellen. Ein genereller Defekt
der Zilienstruktur kann dabei als Ursache fur den fehlenden zilidren Transport ausgeschlossen
werden. Die verminderte Proteinmenge resultiert letztich aus dem schnellen Abbau des

fehllokalisierten CNGB1b-defizienten Kanals durch das Proteasom. Interessanterweise kann durch
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Hemmung des Proteasoms durch einen spezifischen Inhibitor zwar CNGA2 und CNGA4 in den ORNs
akkumulieren, jedoch erfolgt selbst mit diesem hohen Angebot an Protein keine Translokation in die
Zilienmembran. Es existiert also offenbar eine Art Qualitatskontrolle in ORNSs, die gewahrleistet, dass

nur der richtig assemblierte Kanal in die Membran der Zilien transportiert wird.

In heterologen Expressionssystemen konnte bereits eine Interaktion von CNGA4 und CNGB1b bei der
Ca-CaM-abhangigen Inaktivierung nachgewiesen werden. Durch die Untersuchung der CNGB1b-
Maus konnte nun die zentrale Rolle von CNGB1b bei der Geruchsadaptation auch in vivo deutlich
gezeigt werden. Die Deletion von CNGB1b im olfaktorischen CNG-Kanal fihrt zu einer Ausschaltung
der Ca-CaM-vermittelten Inaktivierung des CNG-Kanals. Die Mause sind nicht mehr fahig zur
schnellen Duftadaptation. Dasselbe Phanomen lasst sich auch bei CNGA4KO-Mausen beobachten.
CNGA4-defiziente Mause sind aufgrund dieses Defekts nicht mehr in der Lage, in Anwesenheit eines
Hintergrundduftes verschiedene Diifte voneinander zu unterscheiden (siehe Einleitung Punkt 1.4). Es
ware interessant zu wissen, ob CNGB1KO-Mause ebenfalls in der Lage sind, Difte voneinander zu
unterscheiden und welchen Einfluss dabei die Anwesenheit eines Hintergrunddufts hat. Zu erwarten

ware ein der CNGA4KO-Maus entsprechendes Verhalten.

Fir die Bedeutung von CNGB1b im Riechprozess lasst sich also folgendes festhalten: CNGB1b
erhoht die Sensitivitdt des CNG-Kanals in olfaktorischen Rezeptorneuronen gegenuber zyklischen
Nukleotiden und erniedrigt somit die Konzentrationsschwelle zur Detektion eines Duftes. Zudem
reguliert CNGB1b die Frequenz des Single Channel Flickerings und damit die Offenwahrscheinlichkeit
des Kanals. Des weiteren verleiht CNGB1b dem olfaktorischen CNG-Kanal zusammen mit CNGA4 die
Fahigkeit zur Calcium-CaM-abhangigen Inaktivierung. Dies befahigt die Mause zur schnellen
Geruchsadaptation. In Abwesenheit von CNGB1b assemblieren CNGA2 und CNGA4 zwar zu einem
prinzipiell funktionsfahigen heteromeren Kanal, jedoch ist CNGB1b essentiell flir das Targeting des
Kanals in die Zilienmembran. Ohne CNGB1b erfolgt ein Abbau des CNGA2/CNGA4-Kanals durch das

Proteasom.
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4.2 Der Verlust von CNGB1b resultiert in morphologischen Verédnderungen des

olfaktorischen Systems

Die Morphologie des olfaktorischen Systems der CNGB1KO-Mause unterscheidet sich in einigen

Punkten deutlich vom Wildtyp.

Obwohl die Reifung der olfaktorischen Rezeptorneurone in den CNGB1-defizienten Tieren offenbar
nicht gestort ist, kommt es zu einer deutlichen Verminderung der Schichtdicke des olfaktorischen
Epithels. Derselbe Sachverhalt wurde auch fiir CNGA2- und ACIII-defiziente Mause beschrieben®®®°.
Auf die Funktionalitat des olfaktorischen Epithels hat die verminderte Schichtdicke bei den CNGB1KO-
Mausen allerdings keinen negativen Einfluss, die olfaktorischen Rezeptorneuronen sind in der Lage,
auf Difte zu antworten und das Signal auf periglomeruldare Zellen des Bulbus olfactorius zu

Ubertragen.

Als Ursache fur die verkleinerte Schichtdicke kommen apoptotische Vorgange in Frage, wie man sie
auch in der Retina von CNGB1-defizienten Mausen findet. Dort kommt es durch Apoptose zu einem
massiven Zelluntergang, der sich in einer stetigen Abnahme der auleren Kornerschicht bemerkbar
macht. Im Alter von zehn Monaten ist bei diesen Mausen nur noch eine Schicht zu finden®. Im
Gegensatz zu Photorezeptoren sind Riechneurone jedoch in der Lage, sich standig neu zu bilden®,

weshalb der Zellverlust zumindest teilweise kompensiert werden kann.

Auch der Bulbus olfactorius der CNGB1KO-Tiere ist kleiner ausgepragt als beim Wildtyp. Zudem ist
die Anzahl der Glomeruli, dem Eintrittsort der Filia olfactorii, verringert. Trotz dieser Auffalligkeiten ist

der Bulbus olfactorius funktionsfahig.

Aus der Literatur ist bekannt, dass der Bulbus olfactorius sich zum einen nicht entwickelt und zum
anderen degeneriert, wenn afferente Stimuli entfernt werden (beispielsweise durch Zunahen eines
Nasenlochs oder mechanische Durchtrennung von afferenten Nervenfasern)''?''®. Eine permanente
Stimulierung des Riechkolbens Uber olfaktorische Rezeptorneuronen scheint also essentiell fur
dessen Entwicklung und Erhalt zu sein. Bei den CNGB1-defizienten Tieren konnte der afferente Input
Uber ORNs zwar prinzipiell nachgewiesen werden, jedoch ware es denkbar, dass einzelne Glomeruli
weniger oder keinen Input erhalten. Die Glomeruli wirden in der Folge verkimmern und das
betreffende Gewebe degenerieren. Fir diese Theorie spricht der Befund, dass die Gesamtzahl der

Glomeruli im Bulbus olfactorius von CNGB1KO-Tieren im Vergleich zum Wildtyp verringert ist.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass CNGB1b unerlasslich fir eine normale Entwicklung des

olfaktorischen Epithels und des Bulbus olfactorius ist
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4.3 Gestortes Targeting des CNGB1KO-Kanals

Eine der wichtigsten Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit ist, dass der olfaktorische CNG-Kanal beide
modulatorische Untereinheiten, also sowohl CNGA4 als auch CNGB1b, bendétigt, um in die
Zilienmembran der ORNs zu gelangen. Assembliert CNGA2 mit nur einer der beiden modulatorischen
Untereinheiten, wird der heteromere Kanal zwar in die Membran dendritischer Knobs eingebaut,
jedoch kann er nicht in die Zilien transportiert werden und bleibt in subzilidren Kompartimenten

gefangen.

Kirzlich wurde das Targeting von CNG-Kanéalen in Zilien anhand der MDCK-Zelllinie (Madin-Darby
canine kidney epithelial cells) untersucht. Hierbei handelt es sich um eine Nierenzelllinie, die ein
einziges nichtmotiles Zilium besitzt und keine endogene Expression von CNG-Kanalen zeigt. Durch
Uberexpression des WT-CNG-Kanals sowie verschiedener Mutanten des olfaktorischen CNG-Kanals
in diesen Zellen wurde im C-Terminus von CNGB1b ein RVXP-Motiv identifiziert, das essentiell fur
den Einbau von CNGAZ2 in die Zilien ist'"”. In derselben Studie wurde auch gezeigt, dass CNGA4 nicht
fir das Targeting in die Zilien der MDCK-Zellen benétigt wird. Im Gegensatz dazu zeigen unsere
Ergebnisse klar, dass sowohl CNGA4 als auch CNGB1b nétig sind, um den CNG-Kanal richtig in der
Zilienmembran einzubauen und somit den Abbau der Kanéale zu verhindern. Anders als MDCK-Zellen
sind ORNs also offenbar in der Lage, die Qualitdt des gebildeten Kanals zu Uberprifen und den

aberranten Kanal vom ziliaren Transport auszuschlief3en.

Vor kurzem wurde ein Checkpoint-Protein identifiziert (UNC-101), welches das Targeting von
Odorantezeptoren in olfaktorische Zilien von C. elegans kontrolliert''®""°. Ahnliche Proteine kénnten
sich in ORNs entwickelt haben, um dort das Targeting der CNG-Kanale in das Zilienkompartiment zu
steuern. Ein potentieller Kandidat ist das Motorprotein KIF17, das mit CNGB1b interagiert und fir das

Targeting der CNG-Kanale in MDCK-Zellen verantwortlich ist'"”.
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4.4 Aktivierung des CNGB1KO-Kanals

Eine wichtige Frage bleibt offen: wie erfolgt die Aktivierung des CNGB1b-defizienten CNG-Kanals? Da
eine raumliche Trennung der einzelnen Komponenten der Signalkaskade zu bestehen scheint
(CNGA2 und CNGA4 im Knob, ACIIl in der Zilienmembran), muss entweder cAMP in die Knobs
diffundieren, um dort den Kanal zu aktivieren oder es muss cAMP in den Knobs selbst synthetisiert
werden. Dass cAMP in kleinen Mengen auch in dendritischen Knobs gebildet wird, konnte bereits

gezeigt werden'**"?".

Da der CNGB1KO-Kanal aufgrund der fehlenden Ca-CaM-abhangigen Inhibition nach seiner
Aktivierung fir langere Zeit (verglichen mit dem WT-Kanal) im offenen Zustand verweilt, kdnnte mehr
Ca®* als erwartet in die Zelle flieRen, um den Ca®*-aktivierten Chlorid-Kanal zu 6ffnen. Durch diesen
Verstarkungsmechanismus konnte die geringere Kanalproteinmenge und die erniedrigte cAMP-
Sensitivitat des Kanals zumindest teilweise ausgeglichen werden. So kdnnte auch erklart werden,
warum die Amplitude im EOG bei CNGB1KO-Tieren nur um Faktor zwei bis drei verringert ist, obwohl
der CNG-Strom zehn mal kleiner ist als bei WT-Tieren. Es wirde auch erklaren, warum CNGB1KO-

Mause Uberhaupt riechen kénnen, wenn auch mit geringerer Empfindlichkeit und Genauigkeit.

Es kann natirlich nicht ausgeschlossen werden, dass das verbleibende Riechvermégen tber CNG-
Kanal-unabhangige Signalwege vermittelt wird. Allerdings sprechen Untersuchungen an Mausen,
denen die cAMP-vermittelte Signalkaskade komplett fehlt (ACIIIKO-Maus®*>®®, CNGA2KO-Maus®***%),

eindeutig gegen diese Theorie.
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4.5 Retinaler Phanotyp der CNGB1KO-Maus®

Interessanterweise kdnnen CNGB1-defiziente Mause auch eine Untereinheit des Stabchen-CNG-
Kanals (CNGA1) nicht in die AuBensegmente der Photorezeptoren transportieren. Als Folge ist in der
Retina dieser Mause eine Degeneration der Stadbchen zu beobachten, welche schlie3lich durch
Apoptose sterben. Die Zapfenfunktion von CNGB1KO-Mausen gleicht bis zu einem Alter von sechs
Monaten der von Wildtyp-Mausen, die Tiere sind also bis zu diesem Zeitpunkt lediglich nachtblind.
Danach verlieren auch die Zapfen nach und nach ihre Funktionsfahigkeit, woraus schlieRlich véllige
Blindheit resultiert. In der inneren Retina von CNGB1-defizienten Mausen konnten neben
apoptotischen Vorgangen auch Prozesse wie Gliose und Degeneration von Bipolar- und

Horizontalzellen festgestellt werden.

Das beschriebene Krankheitsbild ist unter dem Begriff Retinitis pigmentosa bekannt. Retinitis
pigmentosa ist ein Sammelbegriff fir eine Familie erblicher degenerativer Erkrankungen der Netzhaut.
Sie geht einher mit Pigmentablagerungen, Gesichtsfeldeinengung (sogenannter Tunnelblick) und
Netzhautdegeneration, wobei es wie bei der CNGB1KO-Maus beschrieben zunachst zu einer
Degeneration der Stédbchen und in der Folge auch zu einem Untergang der Zapfen kommt (fiir eine
Ubersicht siehe van Soest et al. 1999'%, Phelan et al. 2000'? und Hartong et al. 2006'%*).

Wahrend in olfaktorischen Rezeptorneuronen von CNGB1-defizienten Mausen gar kein CNG-
Kanalprotein in den Zilien (welche funktionell den Auflensegmenten der Stabchen entsprechen)
nachweisbar ist, kann in der Retina von CNGB1KO-Mausen bis zu einem Alter von drei Wochen noch
ein sehr schwaches Restsignal eines homomeren CNGA1-Kanals in den AuRensegmenten detektiert
werden. Anders als in den ORNs der CNGB1-defizienten Mause kommt es in den Stabchen nicht zu
einer Akkumulation des CNGA1-Proteins in anderen Zellkompartimenten, was auf einen schnellen
Abbau des aberranten Kanals hinweist. Trotz dieser Unterschiede resultiert letztlich die gleiche
Situation in ORNs und Stabchen der adulten CNGB1KO-Maus: es wird kein funktioneller CNG-Kanal

am Ort der Signaltransduktion exprimiert.

Sowohl in der Retina als auch im olfaktorischen Epithel haben die betreffenden Neuronen also
offenbar ein sehr effektives Kontrollsystem entwickelt, das sicherstellt, dass nur richtig assemblierte
und voll funktionsfahige CNG-Kanale in die Plasmamembran des entsprechenden Zellkompartiments
(AuBensegmente der Photorezeptoren oder Zilien der ORNs) eingebaut werden. Die Existenz eines

solchen Systems unterstreicht die Wichtigkeit der Sinne Sehen und Riechen im Evolutionsprozess.
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4.6 CNGB1-Defekt im Menschen

Der Verlust der CNGB1-Funktion fiuhrt wie bei der CNGB1KO-Maus auch beim Menschen zum
Krankheitsbild der Retinitis pigmentosa'®®.

Bisher ist eine Patientin bekannt, deren Netzhaut aufgrund einer homozygoten Punktmutation im
CNGB1-Gen keine funktionellen Stabchen besitzt'**. Im Elektroretinogramm ist lediglich eine
schwache Zapfenantwort induzierbar. Durch den Austausch von Guanin 2978 (Exon 30) gegen
Thymin wird die Uber Untereinheiten und Spezies hochkonservierte Aminosaure Glycin 993 durch
Valin ersetzt (G993V). Da das betroffene Exon fir die CNBD codiert, ist anzunehmen, dass die
Bindung von zyklischen Nukleotiden und somit die Aktivierbarkeit des Kanals beeintrachtigt oder gar
nicht mehr vorhanden ist. Méglich ware auch, dass der Kanal aufgrund der Mutation falsch gefaltet ist

und nicht in die Stdbchenmembran transportiert wird.

AR

(

va
COOH

NH, SNED
G993V

Abb. 4-1 Schematische Darstellung der G993V-Mutante. Die Punktmutation ist in der CNBD der CNG-

Kanalunterheinheit lokalisiert.

Wahrend das Krankheitsbild der Retinitis pigmentosa sowohl bei der erwdhnten Patientin als auch der
CNGB1-defizienten Maus zu beobachten war, konnte beim Menschen bisher keine Beeintrachtigung

der Riechfunktion festgestellt werden.

Allerdings ist hier in Betracht zu ziehen, dass der Geruchssinn beim Menschen eine eher
untergeordnete Rolle spielt, wéhrend er bei der Maus essentiell fir das Uberleben ist. Bei der Maus
sind (iber 1000 funktionelle Gene fiir Duftrezeptoren bekannt®’, beim Menschen dagegen findet man
nur knapp 400°%; der Rest wurde im Laufe der Evolution in Pseudogene umgewandelt. Im Gegensatz
zur Maus ist der Mensch nur in begrenztem MaRe fahig, sehr ahnliche Diifte voneinander zu

126 7udem ist die

unterscheiden und einzelne Diifte aus komplexen Duftgemischen zu identifizieren
Riechfahigkeit von Mensch zu Mensch unterschiedlich stark ausgepragt, eventuell sind also
intensivere Untersuchungen am Geruchssinn nétig, um eine Abweichung von der Norm feststellen zu

kénnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Zyklonukleotid-aktivierte Kationenkanadle (CNG-Kanale) spielen eine Schlisselrolle im Seh- und
Riechprozess. Der olfaktorische CNG-Kanal besteht aus den Untereinheiten CNGA2, CNGA4 und
CNGB1b. Sowohl CNGA4 als auch CNGB1b koénnen in heterologen Expressionssystemen nur
zusammen mit CNGAZ2 funktionelle Kanale bilden. Sie werden auch als modulatorische Untereinheiten
bezeichnet, da sie dem CNG-Kanal charakteristische Eigenschaften verleihen. In der vorliegenden
Arbeit sollte die Rolle von CNGB1b im Riechprozess anhand einer CNGB1-defizienten Mauslinie
(CNGB1KO-Maus) untersucht werden.

CNGB1KO-Mause zeigten im Vergleich zu gleichaltrigen Wildtyp-Mausen ein deutlich eingeschranktes
Riechvermdgen. Dieses aulierte sich in verringertem Korpergewicht, schlechterem Abschneiden in
einem Riechtest und einem veranderten Elektroolfaktogramm (EOG). EOGs von CNGB1KO-Mausen
zeigten verglichen mit WT-Mausen ein verzdgertes Einsetzen, eine verkleinerte Amplitude und eine
verlangsamte Ruckbildung der Duftantwort. Als Ursache fir die verzogert einsetzende Reizantwort
konnte eine verringerte Sensitivitdt des CNG-Kanals gegentber zyklischen Nukleotiden ausgemacht
werden. Die verkleinerte Amplitude im EOG konnte durch eine verringerte Menge an Kanalprotein
erklart werden, was einen um Faktor zehn verminderten CNG-Strom zur Folge hatte. Das
verlangsamte Abklingen der Duftantwort konnte auf ein Fehlen der Calcium-Calmodulin-abhangigen
Inaktivierung des CNG-Stroms zuriickgeflhrt werden. Eine Interaktion von CNGA2 und CNGA4 in
CNGB1-defizienten Neuronen wurde durch Co-Immunpréazipitation nachgewiesen. Mittels
immunhistochemischer Farbungen wurde gezeigt, dass CNGA2 und CNGA4 zwar assemblierten,
nicht aber in die Zilienmembran der ORNSs transportiert wurden. Vielmehr wurde der CNGA2/CNGA4-
Kanal in subzilidren Zellkompartimenten zurickgehalten. Der Versuch, die Translokation in das Zilium
durch Hemmung des proteolytischen Abbaus der CNG-Untereinheiten zu ermdglichen, war nicht
erfolgreich, was auf eine streng reglementierte Qualitatskontrolle in olfaktorischen Rezeptorneuronen
schlieen lie. Morphologisch unterschied sich das olfaktorische System von CNGB1KO-Mausen
verglichen mit dem Wildtyp durch eine Reduktion der Schichtdicke des olfaktorischen Epithels sowie
einen verkleinerten Bulbus olfactorius. Neurone des Bulbus olfactorius von CNGB1-defizienten

Mausen waren bezlglich ihrer Duftantwort nicht von Wildtyp-Neuronen zu unterscheiden.

Fir die Bedeutung der CNGB1b-Untereinheit kann festgehalten werden, dass sie dem olfaktorischen
CNG-Kanal charakteristische Eigenschaften wie erhéhte Empfindlichkeit gegeniiber zyklischen
Nukleotiden, die Fahigkeit zur Calcium-Calmodulin-abhangigen Inaktivierung und kontrolliertes Single
Channel Flickering verleiht. Zudem spielt die CNGB1b-Untereinheit zusammen mit CNGA4 eine
essentielle Rolle fir den Transport des CNG-Kanals in die Zilienmembran der ORNs. Daruber hinaus

ist CNGB1b unentbehrlich fir eine normale Entwicklung des olfaktorischen Systems.



ANHANG 74
6 ANHANG

6.1 Verwendete Primer

Genotypisierung CNGB1

Name Gen 5’-Sequenz-3’ Produkt Quelle
PSHV8F MCNGB1 | CCTCATGCATGCGACCTGAAAT 415bp (KO) | Huttl et al.
PSHV6bR MCNGB1 | GCCCAGACTAGAACACAAGTC 480bp (WT) |2005*
PSHVI9R mMCNGB1 | CACAGCCATTACACATAGCAGTG

Genotypisierung CNGA3

Name Gen 5’-Sequenz-3’ Produkt Quelle
mCG7F MCNGA3 | TGCACGACTCTCCCGGAAGTACA 284bp Biel et al.
mCG8R MCNGA3 | ACCGGAATAACCCGAGTCTCCAAG 19991
mCG19F MCNGA3 |CTTAGGTTTCCTTGAGGCAAGG 320bp Biel et al.
NeoPA Neomycin | GCCTGCTCTTTACTGAAGGCTCT 1999
RT-PCR

Name Gen 5’-Sequenz-3’ Produkt |Quelle
MCNGA2ex2/3for | mMCNGA2 | GTTGGCAGAGATGGATACTCC 271bp | Dissertation
MCNGA2ex4rev ACGGTAATACCAGTCTCCAGC Michalakis 2003
mCNG5-1for MCNGA4 | GTGGCTGCCAGTCCTAGACCCAT 297bp | Dissertation
MCNG5-1rev GGACGCCAGGTCCAACAGGAAGC Michalakis 2003
QG-197 mHPRT | GTAATGATCAGTCAACGGGGGAC 177bp | Dissertation
QG-198 CCAGCAAGCTTGCAACCTTAACCA Michalakis 2003
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6.2 Proteinmengen fir Western Blots
Protein aus Gewebe Praparationsart eingesetzte | ProteingréRe | % SDS-
Menge ug Gel
ACIII OC+OE Membranprap mit Zilien 10-15ug 250kDa 7
angereichert, Fraktion
S1und S2a
ACIII OE Membranprap 20-30ug
CNGB1b OE Membranprap 40ug 120kDa 10
CNGB1b OC+OE Membranprap mit Zilien 20ug
angereichert, Fraktion
Fraktion S1 und S2a
CNGB1b OB Membranprap 50ug
TH OB Membranprap 50ug 59kDa 10
Aktin alle alle 5-50ug 45kDa
Tubulin alle alle 5-50ug 55kDa
CNG-Kanale HEK293-Zellen | Membranprap und 5-40ug -—- 7-10

Uberexprimiert

Lysate
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6.3 Verwendete Antikérper

6.3.1 Primarantikdrper
Antigen Antikorper aus Spezies Verdinnung Quelle
ACIII anti-AClIlII Kaninchen IHC: 1:400 Santa Cruz, sc-
Western: 1:400 588
CNGA2 C-AbmCNGA2 Kaninchen IHC 1:300 Michalakis et al
Western: 1:1000 | 2006'*’
CNGA3 C-AbmCNGA3 Kaninchen IHC: 1:1000 Biel et al. 1999’
CNGA4 C-AbmCNGA4 Meerschweinchen |IHC: 1:250 Michalakis et al.
Western: 1:500 2006'%
CNGB1, C- C-AbmCNGB1 Kaninchen IHC: 1:500 Hattl et al. 2004
Terminus Western: 1:1000
CNGB1, N- FPc21K Kaninchen IHC 1:400 Dr. U.B. Kaupp,
Terminus Western 1:2500 FZJ Jilich
Fos anti-cFos Kaninchen IHC: 1:400 Calbiochem,
PC38T
GC-D anti-GC-D Kaninchen IHC: 1:500 Dr. L. Garbers,
Univ. of Texas
OMP anti-OMP Ziege IHC 1:200 Dr. F. Margolis,
Univ. of Maryland
PAK anti-PAK Kaninchen Kontroll-AK fir Santa Cruz, sc-
Co-IP 882
PDE2 anti-PDE2 Huhn IHC: 1:100 Dr. J. Beavo, Univ.
of Washington
Tubulin a+p Klone Maus Western: 1:400 Dianova,
DM1A+AM1B MS-719-P1
Tyrosinhydroxylase | anti-TH Kaninchen IHC: 1:400 Chemicon, AB152
Western: 1:1000
B -Aktin anti- 3 -Aktin Maus Western: 1:5000 Sigma, A441
6.3.2 Fluoreszenzmarkierte Priméarantikérper
Antikorper Spezies NHS-Ester Verdinnung
anti-AClII Kaninchen DY-631 1:400
C-AbmCNGA3 Kaninchen DY-547 1:1000
C-AbmCNGB1 Kaninchen DY-547 und DY-631 1:400
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6.3.3 Sekundarantikorper

Antikorper gegen Spezies aus Spezies |Verdinnung Quelle

Biotin-anti-goat IgG | Ziege Esel IHC: 1:200 Jackson

Biotin-anti-rabbit IgG | Kaninchen Esel IHC: 1:200 Vector, aus Vectastain
Kit PK4001

Cy2 anti-chicken Huhn Esel IHC: 1:200 Jackson

Cy2 anti-rabbit Kaninchen Esel IHC: 1:200 Jackson

DY-547 Streptavidin IHC: 1:1000 Dyomics

FITC anti-rabbit Kaninchen Esel IHC: 1:200 Jackson

HRP guinea pig Meerschweinchen | Esel Western: 1:2000 | Jackson

HRP anti-mouse Maus Esel Western: 1:2000 | Amersham Pharmacia
NA931

HRP anti-rabbit Kaninchen Esel Western: 1:2000 | Amersham Pharmacia
NA 934

TexasRed anti- Meerschweinchen | Esel IHC: 1:600 Jackson

guinea pig IgG
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