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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit

1.1 DiePore Loop Kationenkanéale

lonenkanéle sind spezialisierte Membranproteine, verschlieRbare Poren in Membranen
bilden. Im getffneten Zustand lassen sie loneraegtihres elektrochemischen Gradienten
passieren und vermitteln auf diese Weise elektisBignale, die fir die Steuerung
zahlreicher physiologischer Prozesse, wie z. B.véeitung, Muskelkontraktion,
Sekretion, Sinneswahrnehmung und die Informatiosieitung im Hirn verantwortlich
sind (Yu et al., 2005).

Eine Superfamilie der lonenkandale sind die sBgre LoopKanéle, von denen es im
Genom des Menschen Uber 140 verschiedene gibt.tB3amii sie die drittgrédite Gruppe
signaltransduzierender Proteine nach den G-Prgehoppelten Rezeptoren und den
Protein-Kinasen (Yu & Catterall, 2004). Die struldil einfachsten Vertreter dieser
lonenkanal-Superfamilie sind die einwarts gleidhienden Kaliumkanale (X und die
bakteriellen Kaliumkanale. Bei ihnen ist das namgebende Element, die fur die
lonenselektivitat verantwortliche Porenschleifé®ofe Loop, flankiert von zwei
transmembranarea-Helices, den sog. Transmembransegmenten (Abb/id).derartige
Kanal-Monomere lagern sicin vivo in der Membran so zu einem Homotetramer
zusammen, dass ein zentraler Permeationsweg flloden entsteht, an dessen engster
Stelle der Selektivitatsfilter sitzt (Abb. 1, rot@ereich) (Doyle et al., 1998).

Abb. 1: Dreidimensionales Modell des bakteriellen
Kaliumkanals KcsA. Fir eine bessere Ubersicht sind
nur zwei der vier Untereinheiten gezeigt. Jede
Untereinheit setzt sich aus zwei langerHelices
(blau) und denPore Loop(grau und rot sowie der
dazwischenliegenden kurzen Helix) zusammen. Die
Selektivitatsfilter (rot) in derfPore Loopsvermitteln

die Selektivitat fur bestimmte lonen (Kugeln). Das
dargestellte Modell zeigt die geschlossene
Konformation, bei der die helicalen Bereiche auf de
cytosolischen Seite (bei der Abbildung unten) nah
zusammenliegen und so die Permeation der lonen
verhindern. Ein konserviertes Glycin in den inneren
o-Helices (gelb) funktioniert als Scharnier und
ermoglicht das Offnen und SchlieBen des Kanals.




Einleitung 9

Die Aminosduren des Selektivitatsfilters sind flre donenselektivitdt der Kanale
verantwortlich und stellen ein zentrales Merkmal ZLharakterisierung dar. In den
Kaliumkanélen ist das Motiv GYG (Glycin, Tyrosinly@in) vorherrschend (Minor, 2001).
Uber Konformationsanderungen der innecehielices, bei denen bestimmte konservierte
Glycine (Abb. 1, gelb) als Scharniegafing hingé funktionieren, 6ffnet und schliel3t sich
der Kanal (Jiang et al., 2002).

In der Evolution fand offensichtlich eine Genduplibn einesPore LoopKanals statt,
denn es existieren auch Kanéle bei denen zwei deduM — bestehend aus der
Porenschleife und den zwei Transmembransegmenteiteinander fusioniert sind. Diese
Kanale, Kp genannt, bilden in der Membran Dimere und formenianenkanéle, die
strukturell den K-Kanalen &ahnlich sind (Lesage et al., 1996; Goidst¢ al., 1996). Sie
sind permanent gedffnet und erzeugen dadurch ekosstanten Kaliumionenstrom,

sowohl in Neuronen als auch in nicht erregbareteddlYu & Catterall, 2004).

1.2 Kationenkanale mit sechs Transmembransegmenten

Bei zahlreichen Vertretern delPore Loop Kandle ist die Grundstruktur aus einer
Porenschleife und zwei flankierenden Transmembgansaten (Abb. 1) um weitere vier
Transmembransegmente erweitert. Diese Kanale swidteonar durch eine Fusion zweier
verschiedener Gene entstanden. So hat sich dazi@esPore LoopKanals mit einem
Gen verbunden, das ein Membranprotein mit vier §m@mbransegmenten codiert.
Letzteres Protein alleine formt einen spannungsgesten Protonenkanal (Sasaki et al.,
2006; Ramsey et al., 2006). In dem Produkt der @&oh funktioniert der von dem
Protonenkanal abgeleitete Teil als Spannungssemsdriend der von derRore Loop
Kanal abgeleitete Teil die Permeation von Katiotieaernimmt (Swartz, 2008).

Derartige Sechs-Transmembransegment-Kanale lageim i;mmer symmetrisch als
Tetramere zusammen (Abb. 2, oben), wobei, wie bai @infacher gebauten bakteriellen
Kationenkanalen undKKanalen, die Porenschleife jedes Monomers insrdentagt und
zu einem Viertel zu der gesamten Pore des Kandisige(Doyle et al., 1998; Yu et al.,
2005; Sands et al, 2005 und 2006). Die vier Trambransegmente des
Spannungssensors werden bei diesen Kanélen aldsS%4bklassifiziert, wahrend die
beiden Segmente, die die Porenschleife flankieg8nund S6 genannt werden (Abb. 2,

unten).
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Das Segment S4 des Spannungssensors ist durch posidv geladene, basische
Aminosaurereste gekennzeichnet. So ist z. B. bei sfmmnnungsgesteuerten Kalium-
kanélen in der N-terminalen Halfte dieses Segmgudsr dritte Aminosaurerest positiv
geladen. Anderungen der Transmembranspannung IKkeeformationsanderungen im
Segment S4 aus, die sich auf die anderen Segmeeatgdgen und den Kanal 6ffnen oder
schlieBen (Sands et al., 2006).

Interessanterweise hat sich das Spannungssensar-Modier Evolution nicht nur mit

lonenkandlen fusioniert, sondern es gibt auch éthesphatase mit einer derartigen
Doméne. Dieses Enzym hat dadurch die Fahigkeitspannungsabhangigen Aktivier-
barkeit bekommen (Swartz, 2008).

Abb. 2: Membrantopologie der Kationenkanéle mit sechs Jmambransegmenten. Bei diesen Kanalen ist
der Grundbauplan dePore Loop Kanale — hier S5, Porenschleife und S6 genanntm- ainen
Spannungssensor, bestehend aus vier weiteren ansanarem-Helices (S1 bis S4), erweitert. Das vierte
Transmembransegment (griin) besitzt viele positiladgne, basische Aminosaurereste. Vier Kanal-
Monomere lagern sich symmetrisch zusammen, um durétionellen Kanal zu bilden.

Neben den spannungsabhéngigen Kaliumkanalep) @€horen auch die transienten
Rezeptorpotential-Kanale (TRP), die Calcium-aktide Kaliumkanale (K5, die

Cyclonucleotid-gesteuerten Kanale (CNG) sowie digétpolarisations-aktivierten und

Cyclonucleotid-gesteuerten Kanéle (HCN) zur Fandiee Sechs-Transmembransegment-
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Kanale (Jan & Jan, 1997; Clapham et al., 2001; klordt al., 2002; Zagotta &
Siegelbaum, 1996; Biel et al., 2002; Robinson &g8likaum, 2003; Craven & Zagotta,
2006). Die ke, CNG- und HCN-Kanéle besitzen zusatzliche reguisthe Doménen, die
Liganden binden und so die Kanale aktivieren kdnnen

Die Uber 50 Mitglieder der TRP-Kanéle der Vertebnateilen sich in sieben Subfamilien
auf, die eine Sequenzhomologie von etwa 20% zuderanaben (Clapham, 2003; Nilius
& Voets, 2005). Ihre aul3erst vielfaltigen Funktionmeichen von der Sinnesphysiologie bis
zur Vasorelaxation, sind aber im Detail meistenghnaicht hinreichend aufgeklart
(Montell et al., 2002, Ramsey et al., 2006). Ebevistidltig sind ihre lonenselektivitaten
und Steuerungsmechanismen. So gehéren z. B. diél&aler TRPC-Subfamilie zum
Phosphatidylinositol-Signalweg und werden Uber Biespholipase C in ihrer Aktivitat
reguliert (Clapham et al., 2001; Montell et al.02D Sie stellen dort Kationenkanéle mit
einer Selektivitat fir mehrere lonenspezies inRlasmamembran dar, deren Offnung zum
Einstrétmen von extrazellularen Kationen fuhrt uras dMembranpotential depolarisiert
(Yu & Catterall, 2004). Andere TRP-Kanéle sind ilgr&alwege der Sinnesphysiologie,
wie z. B. die Wahrnehmung von Warme und Kalte, imeot und werden durch eine
Vielzahl von Stimuli aktiviert (Montell et al., 2@) Ramsey et al., 2006; Talavera et al.,
2008).

1.3 Zwei-Domanen- und Vier-Domanen-Kationenkanale

Durch das Vergleichen der Porenregionen aller 148glidder der Pore Loop
Kationenkandle lasst sich ein phylogenetischer Biaaum erstellen, der diese
lonenkanal-Superfamilie in mehrere Gruppen ein(éiftb. 3A).

Dabei zeigt sich, dass es neben den bereits erar@higtKanalen, Kkp-Kanalen und
Sechs-Transmembransegment-Kanalen noch weiterautewdre, strukturelle Weiter-
entwicklungen gibt, die offenbar durch Gendupli@agn entstanden sind. So haben die
Zwei-Porenschleifen-Kationenkanal®wo Pore Loop Cation ChannelSPCN) insgesamt
zwolf Transmembransegmente und sehen strukturedl zwei miteinander fusionierte
Kanaluntereinheiten der Sechs-Transmembransegnmemdt& aus (Abb. 3B). Es wird
angenommen, dass sighvivo zwei Kanalmonomere der TPCN-Kanéle zusammenlagern,

um einen funktionellen lonenkanal zu bilden, deneei Tetramer der Sechs-
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Transmembransegment-Kanale sehr &hnlich ist (Ishiket al., 2000). Die TPCN-Kanéle
sind sehr nahe mit den TRP-Kanélen verwandt (grAsem Abb. 3A).

A KK B

K \ \IV/ TPCN-Kaniile
V1-9

VGCNL1-Kanal

Abb. 3: Stammbaum déPore LoopKanéale, Membrantopologien der Zwei- und Vier-DomiKanale.

A: Phylogenetischer Stammbaum détore Loop Kationenkandle. Der Stammbaum zeigt die
Verwandtschaftsbeziehungen der 143 Mitglieder dideaenkanal-Familie. Durch einen Vergleich der
Porenregionen der Kanéle lassen sich vier groR@meru unterscheiden, die als Zweige unterschiedliche
Farbe dargestellt sind. Die blauen Zweige représ@mt die Vier-Domanen-Kandle (Calcium- und
Natriumkanale), die roten Zweige stellen die zdbhen Vertreter der Kaliumkanéale dar, die violetten
Zweige sind die Cyclonucleotid-gesteuerten Kanéaid bei den grinen Zweigen handelt es sich um die
Vertreter der transienten Rezeptorpotential-Kaif@ilRP-Kanéale). Die beiden Pfeile zeigen auf die feei
der lonenkanéle, die in dieser Arbeit untersuchtden: VGCNL1, TPCN1 und TPCN2.

B: Membrantopologie deffwo Pore Loop CatiorKanale, die aus zwei fusionierten Grundbausteinen
(Domanen) bestehen. Die helicalen Abschnitte (Trreamsbransegmente) sind als blaue bzw. griine Zylinder
dargestellt. Die Porenregion (Selektivitatsfiltbefindet sich jeweils zwischen den Transmembransatgn
funf und sechs. Das vierte Transmembransegment)@nithélt viele basische Aminosaurereste und bilde
den SpannungssensoC: Membrantopologie des VGCNL1-Kanals, die der allgeran Struktur der
porenbildendena-Untereinheit der Vier-Doménen-Kanéle entsprictkbl{. 3A, modifiziert nach Yu &
Catterall, 2004)
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Vermutlich hat sich im Laufe der Evolution das Geimes TPCN-Kanals wiederum

dupliziert, was zur Entstehung der Vier-Doméanenittenkandale fihrte (blauer Ast in

Abb. 3A). Bei diesen Kanalen ist die porenbildendentereinheit ein einzelnes Protein,
bestehend aus 24 Transmembransegmenten und versebleifen (Abb. 3C).

So kann ein derartiges Protein als Monomer einemphketten spannungsaktivierten
lonenkanal bilden, der sehr groRe strukturelle fghikkit mit einem Tetramer der Sechs-
Transmembransegment-Kandle besitzt (Catterall, ;2600din, 2002). Bekannte Vertreter
der Vier-Domanen-Kationenkanédle sind die spannusgjegerten Natrium- und

Calciumkanale, Naund Cg.

Viele Mitglieder der Vier-Domé&nen-Kanale wurdendits intensiv beforscht (Hofmann et
al., 1994.; Goldin, 2001; Yu et al., 2005; Wahl-8ithet al., 2006; Jarvis & Zamponi,

2007), wohingegen von anderen Mitgliedern diesemik@ weitaus weniger Uber die

funktionellen Eigenschaften und die physiologisdRelevanz bekannt ist (Lee et al.,
1999). Die physiologische Bedeutung der TPCN-Kami&e Vertebraten ist bisher vollig

unbekannt (Ishibashi et al., 2000).

In dieser Arbeit wurden zwei der bisher noch unminend beschriebenen TPCN-Kanéle
sowie ein ebenfalls wenig erforschter Vertreter Yegr-Domanen-Kanéle, der Kanal

Voltage Gated Channel Like(¥GCNL1), untersucht und charakterisiert.

1.3.1 Voltage Gated Channel Like1 (VGCNL1)

Bei den bekannten Vertretern der Vier-Domanen-Keatinkandle, den spannungs-
gesteuerten Natrium- und Calciumkanalen, ist figr Idnenselektivitat in jedem der vier
Porenschleifen eine Aminosaure des Selektivitées§ilvon ganz besonderer Wichtigkeit
(Abb. 4, gelb hervorgehoben) (Heinemann et al.,219un et al., 1997). Diese vier
Aminosauren im Selektivitatsfilter stellen ein zatts Merkmal zur Charakterisierung
dieser Kandle dar. Die selektivitatsbestimmendenséure der Calciumkanale ist jeweils
Glutaminsaure (EEEE-Motiv) (Tang et al., 1993; 8atk McCleskey, 2003). Dagegen
haben die Selektivitatsfilter der Natriumkanédle el die Aminosauren DEKA

(Asparaginsaure, Glutaminsaure, Lysin, Alanin) aalager Position (Heinemann et al.,
1992; Sun et al., 1997). Das Zustandekommen dexnkmlektivitat fur Calcium- bzw.

Natriumionen ist auf struktureller Ebene noch nigéklart.
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Neben den relativ gut charakterisierten Calciumd usatriumkanélen gibt es einen
weiteren Vier-Domanen-Kanal, der weit weniger cktasiert ist (Yu & Catterall, 2004)
und aufgrund seiner strukturellen Eigenschafteltage Gated Channel Like(¥GCNL1)

genannt wird. Beim Vergleich der vermuteten Seldiéisfilter des VGCNL1 mit denen
der Calcium- und Natriumkanéle werden folgende téat@ede deutlich. Der VGCNL1
besitzt in den vorhergesagten Selektivitatsfiltelie Signatur EEKE (Glutaminséure,
Glutaminsaure, Lysin, Glutaminsdure) und erschaomit wie eine Zwischenform

zwischen Natrium- und Calciumkanal (Abb. 4).

Na,1.5 Ca,<1.2 VGCNL1

loop1 RLMTQDCWERLYQ QCITMEGWTDVLY EASSQEGWVFLMY
loop2 RILCGEWIETMWD QILTGEDWNSVMY QILTQEGWVDVMD
loop 3 QVATFKGWMDIMY TVSTFEGWPELLY EVLSIKGWVEVRD
loop4 QITTSAGWDGLLS RCATGEAWQDIML RIVTGEDWNKIMH

Abb. 4: Vergleich der Selektivitatsfilter in den Porenssfan dreier Vier-Doméanen-Kanale. Oben ist die
allgemeine Membrantopologie dargestellt. Die Parklesfen sind rot hervorgehoben. Die Sequenzen der
Selektivitatsfilter eines Natriumkanals (4&5), eines Calciumkanals ((a2) und die des VGCNLL1 sind
unten aufgelistet. Die gelb hervorgehoben Aminas@urestimmen mafgeblich die lonenselektivitat und
sind somit ein Bestimmungsmerkmal dieser Kanéle.

Der lonenkanal VGCNLL1 ist in der Evolution konserti So wurden im Fadenwurm
Caenorhabditis elegangwei homologe Genen¢a-1 und nca-2 und in der Fliege
Drosophila melanogastezin homologes Gemérrow abdomen, nagefunden (Nash et al.
2002; Lu et al., 2007). Die Funktion dieser Genarite tUber Studien an Knockout-Tieren
charakterisiert werden. So zeigten die Fliegenedetas Gema fehlte, eine veranderte

Sensitivitat gegenltber Anasthetika, Veranderungeater Morphologie des Abdomens und
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Einschrankungen in der Verarbeitung von Lichtreigénshnan & Nash, 1990; Mir et al.,
1997; Nash et al. 2002). Neuerdings wurde auchZdesammenhang zwischen dem Gen
naund der Kontrolle des circadianen Rhythmus inFliege bewiesen (Lear et al., 2005).
Die homologen Gene des Wurms spielen eine RolledeeiWeiterleitung neuronaler
Aktivitat von den Zellkérpern zu den Synapsen. Berlust der Gene flhrt zu einer
Reduktion der synaptischen Transmission und zucBmaskungen in der Beweglichkeit
der Wiarmer (Yeh et al., 2008).

Die VGCNL1-Kanéle von Mensch, Maus und Ratte sin®2% identisch (Abb. 5).

na (Fliege)
I-VGCNL1 (Mensch)
VGCNL1 (Maus)
VGCNL1 (Ratte)

I nca-1 (Fadenwurm)

nca-2 (Fadenwurm)

Abb. 5: Phylogenetischer Stammbaum des VGCNL1 dreier Yeaten (Mensch, Maus und Ratte) sowie
der homologen Gene zweier Invertebraten (FliegeRadenwurm). Die Lange der waagerechten Linien gibt
den Grad der Verwandtschaft an. Je kirzer die hisiad, desto geringer sind die Sequenzunterschiede
zwischen den beiden miteinander verglichenen Semguren

Der VGCNL1 der Ratte wurde bereits 1999 klonieredlet al., 1999). Allerdings konnte
der Kanal von Lee et al. nicht funktionell charaigiert werden. Trotz vieler Versuche den

Kanal in unterschiedlichen ExpressionssystemenEapression zu bringen, gelang es

nicht, die von ihm erzeugten lonenstréme mit P&tdmp-Messungen zu erfassen.

1.3.2 Two Pore Loop Cation Channel 1 und 2 (TPCN1 und TPCN2)

Bisher sind in Vertebraten zwei Vertreter der ZBemanen-Kationenkanale bekannt, die
als TPCN1 und TPCN2 klassifiziert werden. Ein Veigh der Porenregionen der TPCN-
Kanale mit denen anderer Kandale zeigt, dass ihcbstén Verwandten die TRP-Kanale
und CatSper-Kanale sind (Yu & Catterall, 2004; Gkp & Garbers, 2005; Ramsey et al.,
2006).

Die vier Vertreter der CatSper-Kandle der Vertredmmabesitzen sechs Transmembran-

segmente und leiten spannungsgesteuert Calciumi@erkonnten bisher ausschlief3lich
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in Spermien gefunden werden und scheinen fir dBemeglichkeit und somit auch fur
die mannliche Fertilitdt notwendig zu sein (Remalet2001; Clapham & Garbers, 2005).

Im Genom des Fadenwurm€.(elegansund in dem der FliegeD( melanogastgrsind
keine homologen TPCN-Kanéle vorhanden. Andere tebeaten besitzen hingegen
TPCN-Kanale. So ist z. B. das Genom der Seeanerfidematostella vectengisehr
komplex und besitzt ein Repertoire an Genen, das dier Vertebraten ahnlicher ist als
dem der Fliege (Putnam et al., 2007). Es lassdnwsia. auch vorhergesagte Gene fur die
TPCN-Kanale im Genom dieses Tieres, das einen l@m&wvert einfachen Korperbau
hat, finden.

Strukturell verwandte Kanéle existieren auch in @amomen diverser Pflanzen. So ist ein
TPCN-Kanal in Moosen, in der Reispflanz©ryza sativa (Kurusu et al., 2004;
Hashimoto et al., 2004), in der Tabakpflankic6tiana tabacum (Kadota et al., 2004)
und in der am besten genetisch untersuchten Pfladeen Acker-Schmalwand
(Arabidopsis thalianajgefunden worden (Furuichi et al., 2001). In dieB#anze konnte
der Kanal eindeutig in der Vakuolenmembran fasralelltypen nachgewiesen und auch
relativ gut funktionell charakterisiert werden. Elephysiologische Messungen an
isolierten Vakuolen zeigten, dass der TPCN-Kanal dimen C&"-aktivierten C&*-Strom
erzeugt, der eine starke Spannungsabhéangigkeit (Zditp. 6B), (Peiter et al. 2005; Ranf
et al. 2008). Dieser Strom ist schon sehr langauatk(Pantoja et al., 1992) und wuisé
current (slow vacuolarcurren) genannt, da nur der Strom an sich, jedoch nicéat d
verantwortlichen Kanale gefunden werden konntentt@Bm & Schonknecht, 2007).
Vermutlich beruht die elektrophysiologisch nachgeseine Calcium-Abhangigkeit des SV-
Stroms an der Vakuolenmembran auf der Wirkung dérHBNd-Motive in der
Verbindungsregion zwischen den beiden DoménengiPeital., 2005) (Abb. 6A). Diese
Sequenzmotive haben die Fahigkei@®anen zu binden und funktionieren sehr oft als
Calcium-Sensoren (Burgoyne & Weiss, 2001).

Erste Einblicke in die physiologische Rolle des NPKanals in der Vakuole gelangen im
Jahre 2004 als entdeckt wurde, dass er mit WaeHeeoxid aktiviert und mit
Aluminiumionen blockiert werden kann (Kawano et 2004, Lin et al., 2005). Weitere
Erkenntnisse Uber die physiologische Relevanz didsanals in Pflanzen konnten
gewonnen werden, nachdem das TPCN1-GeXravidopsis thalianaausgeschaltet wurde
(Peiter et al., 2005). Studien an dieser KnockdlarRe zeigten, dass der TPCN1 zum
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einen die Auskeimung von Pflanzensamen regulied zum anderen die Offnung der
Stomata beeinflusst. Der Kanal ist also eine Konept® zweier fur Pflanzen sehr
wichtigen physiologischen Prozesse: Der Reifung 8amen und des Gasaustauschs an
den Blattern.

0.1 100
nA
0.05s 80
60
40
0

Abb. 6: TPCN-Kanéle erzeugen in den Vakuolen der Pflanaagsame Vakuolenstréme (SV Strome).
A: Schematische Darstellung der Membrantopologie TSN 1-Kanals der Pflanz&rabidopsis thaliana
Wichtigster Unterschied zu den TPCN-Kanéalen dertétgaten sind die zwei EF-Hand-Strukturen im
Verbindungsstick zwischen den Doméanen (gelbe Relohe

B: Elektrophysiologische Messung des SV-Stroms d&xatth-Clamp-Technik an isolierten Vakuolen. Die
Stromspuren zeigen, dass der SV-Kanal spannungsgighdei positiven Membranspannungen 6ffnet. Er ist
aulBerdem abhéangig von Calciumionen. SV-Kanalendivorzugt Kaliumionen, aber auch Calcium- und
Natriumionen. (Abb. 6B aus Peiter et al., 2005).

Uber die TPCN-Kanale der Vertebraten ist wesentiemiger bekannt als tber die der
Pflanzen. Ishibashi et al. klonierten den TPCN1 deisNiere der Ratte und wiesen mit
Northern Blots die Expression des Gens in dive@gganen nach. Sie zeigten weiterhin,
dass der TPCN1 im inneren medullaren SammelrohiNgene lokalisiert ist (Ishibashi et
al., 2000).

Uber den TPCN2, der eine Sequenzhomologie zu TP@Mletwa 20% hat, sind sogar
noch weniger Informationen verfligbar. Eine erfaigne Klonierung des TPCN2 ist bis
jetzt noch nicht publiziert worden, und so gibaesh noch keine Informationen Uber seine
Funktion. Lediglich eine Studie Uber genetischeebDatnanten der Hautpigmentierung
von Europaern wies auf einen Zusammenhang zwisdeem Gen des TPCN2 und der
Haarfarbe bzw. Hautpigmentierung hin (Sulem et 2008). In einer systematischen
Untersuchung der Genome von Islandern wurden im NZRGen einzelne

Basenaustauscheaiigle nucleotide polymorphisingefunden, die signifikant mit einer
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blonden Haarfarbe korrelierten, wéahrend Individoéme diesen Polymorphismus braune
Haare hatten.

Uber welchen molekularen Mechanismus der TPCN2Pitimentierung beeinflusst bzw.
Uber die generelle physiologische Rolle der TPCN&{@ in den Vertebraten kann bisher
nur spekuliert werden.

Weiterhin sind die Ergebnisse der Forschung an T@GN-Kanalen der Pflanzen nur
eingeschrankt auf die homologen Kandale der Vertebrébertragbar, da erstens tierische
Zellen keine Vakuolen besitzen und zweitens bei @&CN-Kanélen der Tiere keine

kanonischen EF-Hand-Strukturen zuGRindung vorhanden sind.

1.4 Zielsetzung der Arbeit
Als erstes Hauptziel sollen die drei lonenkanaleQNE1, TPCN1 und TPCN2 aus der

Maus kloniert und molekular charakterisiert werd®azu soll mit RT-PCR-Analysen,
Northern Blots undin situ Hybridisierungen ein Uberblick tber die Expressider
lonenkanéle in Geweben und Gewebestrukturen gegebeten.

Zweitens sollen die klonierten TPCN-Kanéle in Zeltkren heterolog exprimiert und
mittels Western Blots und Coimmunprazipitationeri Broteinebene analysiert werden.
Weiterhin soll mit Expressionsstudien an Zellkutturund Konfokalmikroskopie bzw.
immuncytochemischen Nachweisen die subzellulareteeng der Kanéle untersucht

werden.

Ein zweites Hauptziel der Arbeit ist die Herstefjunweier transgener Mauslinien, bei
denen das Gen fir den TPCN2-Kanal ausgeschalteDistGentargetingstrategie ist so
geplant, dass beide Mauslinien mit einem einzelrengetingkonstrukt hergestellt werden
kénnen. Bei der ersten Mauslinie wird der TPCN2Zler Maus global deletiert (Total-
Knockout). Die zweite Mauslinie soll einen konditaden Knockout ermdglichen, bei dem

das TPCN2-Gen gezielt zeitlich oder raumlich begransgeschaltet werden kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Losungen und Puffer

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nichtlers angegeben, von den Firmen
Merck, Roth, Sigma-Aldrich und Biorad in den Quain ,pro analysi® oder fur
molekularbiologische Zwecke® bezogen. Zur Herstedlusamtlicher Losungen wurde
hochreines entionisiertes Wasser (Reinstwassemystsypure UV/UF, Werner GmbH)
verwendet. Losungen fir sehr sensitive Anwendun@enB. PCR, Zellkultur, RNA-
Methoden) oder Lésungen, die Uber langere Zeit ggetawerden sollten, wurden

autoklaviert.

2.2 DNA Methoden

Die in dieser Arbeit angewandten molekularbiololgest Arbeiten richten sich grol3tenteils
nach den Vorschriften aus dem Laborhandiddokecular Cloning: A Laboratory Manual
von Sambrook und Russell (2001).

2.2.1 Amplifikation und Isolation von Plasmiden

Fur die zahlreichen Klonierungen von DNA-Fragmenteowie fir die heterologe
Expression von Proteinen in Zellkulturen, wurdeeeWielzahl aufgereinigter Plasmide
bendtigt. Plasmide sind zirkulare und doppelstrig@ddNA-Molekiile, die in Bakterien
selbstreplizierend sind und extrachromosomal véredyden. In der Molekularbiologie
werden in der Regel synthetische Plasmide, sogémafektoren, eingesetzt. Sie bestehen
aus einem Replikationsstart, einem Selektionsgensfrein Antibiotika-Resistenzgen) und
einer Klonierungsstelle nfultiple cloning site MCS), die die Erkennungssequenzen
zahlreicher Restriktionsenzyme enthalt. Die MCS dgicht es, fremde DNA in das

Plasmid zu klonieren.

2.2.1.1 Verwendete Plasmide

pBluescript Il SK/KS (+) (Stratagene)
Der pBluescript 1l ist ein bakterieller Klonierungktor mit einem Ampicillin-
Resistenzgen und einer MCS, die innerhalb der omdden Sequenz des N-terminalen

ao-Fragments desB3-Galactosidasegens (lacZ) liegt. Das lacZ-Gen elictiig eine
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zusatzliche Positivselektion von transformierterktBeenklonen mit einklonierter Fremd-
DNA. Die Bezeichnung SK bzw. KS gibt die Anordnuthgy Restriktionsschnittstellen in
der MCS an. Die Erkennungssequenzen fur Sac | ymd IKsind jeweils an erster bzw.
letzter Position. Der pBluescript Il Vektor wurde dieser Arbeit zur Klonierung des

Targetingvektors verwendet.

pcDNA3 (Invitrogen)

Dieser Vektor besitzt ein Ampicillin-Resistenzgerur z Selektion transformierter
Bakterienzellen, einen Cytomegalievirus-Promoter M{GPromoter) sowie eine

Polyadenylierungssequenz. Der CMV-Promoter ermbgilic eukaryotischen Zellen eine
heterologe Expression von Proteinen, deren cDNAs&er| in die MCS kloniert wurde.

Die Stabilitat der transkribierten RNA in den Zelleird durch ein vom Vektor codiertes
Polyadenylierungssignal verbessert. Der pcDNA3 wunddieser Arbeit fur die heterologe
Expression der lonenkanéle TPCN1, TPCN2 und VGCNMLZellkulturen verwendet.

pPEGFP-N1 (Clontech)

Dieser Vektor ist wie pcDNAS3 ein eukaryotischer Eegsionsvektor. Zusatzlich enthalt er
ein Kanamycin-Resistenzgen und die Gensequenz @dSPE das eine synthetische
Variante des grun fluoreszierenden Proteins auQdelle Aequorea victoriaist. Durch
gezielte Aminosaure-Austausche erreicht das EGR® lebhere Expression in Saugetier-
Zellen und eine stérkere Fluoreszenz als das VH@lP. Die MCS des Vektors pEGFP-
N1 liegt zwischen dem CMV-Promoter und der EGFPi@@thden Sequenz. In die MCS
klonierte Gene werden somit als Fusionen zum N-Trersndes EGFP exprimiert sofern
kein Stopcodon dazwischen liegt. Dieser Vektor wuird dieser Arbeit als PCR-Matrize
fur die Amplifikation der EGFP-Sequenz und die dtie@ende Herstellung von

lonenkanal-EGFP-Fusionsproteinen verwendet.

pECFP-Mem (Clontech)

Der Vektor pECFP-Mem enthélt neben dem KanamycisisRenzgen zur Selektion noch
die Sequenz eines Fusionproteins bestehend au®-demminalen 20 Aminosauren des
Neuromodulins und ECFP, einer cyan (blaugriin) #amierenden Variante des EGFP.
Das Neuromodulin-Fragment enthalt ein Signal fi@ plosttranslationale Palmitoylierung
an Cystein-Resten. Uber die durch die Palmitoyligreingefiihrten hydrophoben Ketten

ist das Fusionsprotein an zellulare Membranen \eran Die Expression des
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Fusionskonstrukts in eukaryotischen Zellen wird riden CMV-Promoter angetrieben.

Dieser Vektor wurde fur konfokalmikroskopische Erp®nte eingesetzt.

pPAC4

Hierbei handelt es sich um ein kiunstliches Chromosos dem Bakteriophagen P1 (P1-
derived artifical chromosome, PAC), das mit sei@eil3e von 19,5 kb mehr als doppelt so
grofl3 wie regulare Plasmide ist und als $0g.copy plasmidur in geringer Kopienzahl in
den Bakterienzellen vorliegt (Frengen et al., 20@3yr pPAC4 besitzt ein Kanamycin-
Resistenzgen zur Selektion transformierter Bakterig®?AC4 Plasmide, die Teile des
Mausgenoms enthalten (PAC-Klone), wurden von dem&iGeneservice Ltd. bezogen

und als Hilfsmittel fur die Erstellung des Targetmektors benutzt.

pBTK 1

Dieser Vektor wurde von Prof. Dr. Marc Freichekstitut fir experimentelle und klinische
Pharmakologie und Toxikologie, Universitatsklinikudes Saarlandes, zur Verfiigung
gestellt. Er basiert auf dem pBluescript 1l Vektond enthalt in seiner MCS die
Gensequenz fir die Thymidinkinase (TK) aus déenpes simpleXirus. Die TK-Sequenz

ist flankiert von Schnittstellen fur das Restrikis@nzym Not |, Gber die die TK in andere
Vektoren subkloniert werden kann. Die TK in diesewektor wurde fur den

Targetingvektor verwendet.

pm4-06

Dieser Vektor wurde ebenfalls von Prof. Dr. MareiEhel, Universitatsklinikum des

Saarlandes, zur Verfigung gestellt. Er basiert lisrauf dem pBluescript Il Vektor und

enthalt in seiner MCS die Gensequenz fur das NemnBesistenzgen, flankiert von zwei
FRT-Sequenzen. Da die FRT-Sequenz eine Erkennungsse fur das Restriktionsenzym
Xba | enthalt, kann das Neomycin-Resistenzgen diemes Enzym in eine Zielsequenz
mit einer FRT-Sequenz subkloniert werden. Die Sequenz kam im Targetingvektor
zum Einsatz.

Des weiteren wurden drei Modifikationen des pBlugscll Vektors selber hergestellt.

Das Protokoll zur Herstellung von Klonierungsvektomit eigener MCS (Hilfsvektoren)

ist in Kapitel 2.2.4 beschrieben.
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2.2.1.2 Transformation und Kultivierung von E. coli

Die Transformation, d. h. das Einbringen der PlasBINA in die Bakterienzellen, erfolgte
mittels Hitzeschock nach dem Protokoll von Sambrookl Russel (2001). Eingesetzt
wurden transformationskompetente. col-Bakterien des Stamms XL1 Blue MRF
(Stratagene). Pro Transformationsansatz wurde @inul Aliquot der kompetentda. coli

in einem 1,5 ml Reaktionsgefald auf Eis aufgetautschlieRend wurden 15 pl eines
Ligationsansatzes bzw. 10 ng Plasmid-DNA zu deteAajegeben, vorsichtig vermischt
und weitere 30 min auf Eis inkubiert. Die Zellemietten dann einen Hitzeschock, indem
sie zunachst exakt 45 sec in ein 42°C warmes Waasdegestellt und dann weitere 2 min
auf Eis inkubiert wurden. Dann erfolgte eine Zugabe 900 ml autoklaviertem Luria-
Bertani-Medium mit Glucose (LB+ Medium) und einekdibation fir 1 h bei 37°C im
Schittelinkubator bei 225 rpm. Schlie3lich wurdén Blakterien auf Agarplatten mit dem
geeigneten Antibiotikum ausgestrichen (AmpicillidOlpg/ml, Kanamycin 30 pg/ml). Die
Platten wurden 16-20 h bei 37°C inkubiert und daeir4°C gelagert.

Nahrmedien fur E. coli:

LB+ Medium LB+ Agar

Pepton 10g Agar 15¢g
Hefeextrakt 59 LB+ Medium ad 1000 ml
NacCl 50

Glucose 19

H.O ad 1000 ml

pH 7,2-7,5

2.2.1.3 Plasmid-Praparation durch alkalische LyseMiniprep)

Mit einer Plasmid-Praparation in kleinem Malfistabinjptep) konnen die nach der
Transformation gewachsenen Bakterienkolonien Ukétrpwverden. Hierzu wurden
einzelne Kolonien in 7 ml LB+ Medium mit 100 pg/mimpicillin bzw. 30 pg/ml

Kanamycin im Schuttelinkubator bei 37°C und 225 rgidr 14-16 h inkubiert.

AnschlieRend wurden die Zellen abzentrifugiert @Qf) 10 min) und eine Plasmid-

Praparation durch alkalische Lyse nach Sambrook Runskel (2001) durchgefiihrt. Die
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erhaltene Plasmid-DNA wurde anschliel3end einerriRéshsanalyse unterzogen, um die

Bakterien-Klone, die das korrekte Plasmid enthabkt@ndentifizieren.

2.2.1.4 Plasmid-Praparation im Grof3malfistab (Maxiprp)

Standardprotokoll:

Um Plasmid-DNA mit eine groReren Ausbeute und Rainlau isolieren, wurde ein
Bakterienklon in 200 ml LB+ Medium mit dem geeigaretAntibiotikum unter den oben
angegebenen Bedingungen (2.2.1.3) inkubiert. Fiér M®iasmid-Isolation wurde das
PureYield" Plasmid Midiprep System (Promega) nach den Voifsehrdes Herstellers
eingesetzt. Die Methode basiert auf dem Prinzipatlalischen Lyse nach Sambrook und
Russell (2001) in Kombination mit einer Aufreinigumurch Silikat-Membran Saulen.
Mittels Restriktionsanalyse und DNA-Sequenzierudigr¢hgefihrt von der Firma MWG-

Biotech) wurden die praparierten Plasmide Uberpruft

Spezialprotokoll fir PAC-Klon DNA:

Fur die Isolation von PAC-Klon-DNA kam ein alterivats Protokoll zum Einsatz, da mit
kommerziell erhéltlichen Kits keine zufriedenstatie Ausbeute dieser grof3en und nur in
geringer Kopienzahl in den Bakterien vorliegendéasmide erreicht werden konnte. Das
Protokoll, das zum Erfolg fuhrte, basiert auf denmilgkep Protokoll (2.2.1.3), das von
Osoegawa et al. (2001) speziell fur die Isolatiam WAC-Klon-DNA entwickelt und in
dieser Arbeit noch leicht modifiziert wurde. Hieraurden 25 ml einer Ubernachtkultur in
einem 50 ml Plastik-Schraubgefald abzentrifugieds Bakteriensediment wurde mit je
4 ml der drei Losungen fur die alkalische Lyse (Baook, Russell, 2001) versetzt, wobeli
zwischen jedem Schritt gut gemischt und fur 5 mikubiert wurde. Anschlie3end wurde
mit 9500 rpm (16.800 g) fiir 15 min bei 4° C zentgiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Schraubgefald Gberfihrt und es folgte eirereeiZentrifugationsschritt unter den
gleichen Bedingungen. Auf diese Weise konnte eained Zell-Lysat erhalten werden, aus
dem die DNA mit Isopropanol prazipitiert werden k&, Hierfir wurde der
Zentrifugations-Uberstand mit 8,4 ml Isopropanaisetzt, gemischt und fiir 1 h bei —20°C
inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt ni®.000 rpm (18.600 g) fur 20 min bei
RT. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Setiroesichtig in 1 ml 70 % Ethanol
geldst in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tGberfuhrt u@drin bei maximaler Umdrehungszahl

in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstawurde erneut entfernt, das DNA-
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Sediment an der Luft getrocknet und vorsichtig, eolthe DNA starken Scherkraften

auszusetzen, in 200 pl Wasser geldst.

Konzentrationsbestimmung:

Die Konzentration gewonnener Plasmide wurde photascd (BioPhotometer,
Eppendorf) bei einer Absorption von 260 nm bestimmbbei eine optische Dichte
(OD2g0) von 1 bei einer Schichtdicke von 1 cm einer Mewnge 50 pg/pl doppelstrangiger
DNA entspricht.

2.2.2 DNA-Auftrennung und —Aufreinigung

Ein entscheidender Aspekt fir das Gelingen molekidibgischer Arbeiten mit DNA ist
die Reinheit der Proben. Daher kamen mehrere, gewei die Eigenschaften der Probe
angepasste, Auftrennungs- und Aufreinigungsprotekalm Einsatz.

2.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden im &egel Agarosegele in einer
Konzentration von 0,7% bis 2,0% Agarose in TBE es®izt (Sambrook, Russell, 2001).
Die Auftrennung erfolgte in horizontalen Elektropbsekammern bei 100-135 V, als
Laufpuffer diente TBE. Der verwendete Gel-Ladepuftéx Dye) enthalt die beiden
Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol, die auech Gel migrieren, sodass der
Verlauf der Elektrophorese verfolgt werden kannt MEthidiumbromid, einem DNA-
Interkalator, der nach dem Aufkochen der Agarosedém Konzentration 800 ng/ml
zugegeben wurde (Stammlésung 10 mg/ml), konnteDdé& unter UV-Licht (Gel Doc
2000, Biorad) sichtbar gemacht werden. Zum Grof¥gteieh wurde ein DNA-Standard
aufgetragen (1 kb DNA Ladder, Invitrogen).

LOsungen:
10x TBE Gel-Ladepuffer (6x Dye)
Tris HCI 0,9M 10x TBE 60%
Borsaure 0,9M Ficoll Typ 400 18%
EDTA pH 8,0 20 mM EDTA pH 8,0 0,12 mM

Bromphenolblau 0,15%
Xylencyanol FF 0,15%
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2.2.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

DNA-Fragmente kleiner 400 bp wurden meist mitte¥% BPAGE-Gelen aufgetrennt, da
diese Gele bei kleinen DNA-Fragmenten eine bessndate Auftrennung erzielen. Es
wurden Gele der Dicke 0,75 mm (analytisch) bzw.rif (praparativ) mit jeweils 15 cm
Laufstrecke verwendet. Die Elektrophorese erfoigteertikalen Kammern fir 10 min bei
100 V, dann 30-50 min bei 260 V. Als Laufpuffer mie TBE. Nach der Elektrophorese
wurde das Gel 10 min in 800 ng/ml Ethidiumbromidigg gefarbt und anschlie3end durch

einen Waschschritt mit Wasser tberschissiges Ethigiomid abgewaschen.

5% PAGE-Gel

Rotiphorese Gel 40 (Roth) 3,75 ml
(Acrylamid/N,N’-Bisacrylamid = 29:1, 40% wéassrigédung)

10x TBE 3ml
H20 ad 30 ml
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 20 pul
20% APS (Ammoniumperoxodisulfat) 70 pul

2.2.2.3Isolierung von DNA aus Gelen

Um DNA aus Agarosegelen zu isolieren wurde ein (GEX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit, Amersham Biosciences) geméal} dega@ben des Herstellers verwendet.
Zur Isolation von DNA aus einem préparativen PAGE&E-®&urde die DNA-Bande unter
UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten, mit 30D1x TBE luftblasenfrei in einen
Dialyseschlauch (Sigma) eingebracht und die Endes 8chlauchs mit Klammern
verschlossen. Unter Kiihlung wurde die DNA 2 bis Bein 145 mA in einer horizontalen
Elektrophoresekammer mit 1x TBE aus dem Gel in Befier des Schlauchs eluiert, im
Anschluss aus dem Schlauch in ein Reaktionsgef@tifst und durch Ethanolfallung

prazipitiert.

2.2.2.4 DNA-Fallung

Um DNA aus wassrigen Losungen zu fallen und so efgreinigung bzw.

Aufkonzentrierung zu erreichen, wurde die DNA-LOgumit dem 0,1fachen Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und dem 2,5fachen Volume@%i0Ethanol gemischt. Nach
10 min Inkubation bei —80°C wurde 10 min mit 13.09@n in einer Tischzentrifuge bei
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4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfend udie sedimentierte DNA zum

Waschen in 100 pl 70% Ethanol resuspendiert. Naxdneweiteren Zentrifugationsschritt
(5 min mit 13.000 rpm) und erneutem Verwerfen déerstands wurde die DNA in einer
Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Heraeus) getrocknetimngkewiinschten Volumen Wasser

gelost.

2.2.3 Enzymatische Modifikation von Plasmiden
Fur die Klonierung von DNA-Fragmenten in die Veldioy mussten diese zuvor

enzymatisch behandelt werden.

2.2.3.1 Restriktionsverdau
Eingesetzt wurden ausschliel3lich Restriktionsenzg®e Firma New England Biolabs.
Enzymmenge, Pufferbedingungen, Temperatur und bikarszeit richteten sich nach den

Angaben des Herstellers.

2.2.3.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um bei einer Ligation (s. u.) zu verhindern, dassh sdie beiden Enden eines
aufgeschnittenen Vektors wieder verbinden, wurdachrdem Restriktionsverdau die 5'-
Phosphatgruppen durch einstindige Inkubation béC3iit einer Phosphatase aus
Kalberdarm (CIP: calf intestinal phosphatase, Newjland Biolabs) abgespalten. Da die
verwendete Ligase 5-Phosphatgruppen bendétigt, édrtiese nach der Behandlung mit
CIP nur noch vom Insert, das in den Vektor ligdrden soll, zur Verfigung gestellt

werden.

2.2.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Die eingesetzte T4 DNA-Ligase (New England Biolaiss)ein Enzym, das unter ATP-
Verbrauch die Bildung einer Phosphodiesterbindungsahen einer 5’-Phosphat- und
einer 3'-Hydroxylgruppe katalysiert. Sie ermdgliclsbmit eine Verknipfung von

linearisierten DNA-Fragmenten mit kompatiblen EndAnf diese Weise konnten DNA-
Fragmente in aufgeschnittene Vektoren eingebautlemersodass modifizierte zyklische
Plasmide entstehen. Fir die Ligationsreaktion wurddie beiden zuvor mit

Restriktionsenzymen  behandelten =~ DNA-Fragmente  innemi  15ul-Ansatz

zusammenpipettiert, wobei immer ein zwei- bis matier Uberschuss an Insert-DNA
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gegenuber der Vektor-DNA eingesetzt wurde. Die eveit Bestandteile der Reaktion
(ATP-haltiger Ligase-Puffer, T4 Ligase) wurden g@mden Vorgaben des Herstellers
zugegeben. Die Ligation erfolgte Uber Nacht beiCL68er 2-3 h bei 25°C im Wasserbad.

2.2.4 Herstellung eines Klonierungsvektors mit eigeer MCS

Fur komplexe Klonierungsexperimente wie die Hehsitg) eines Targetingvektors wurden
Vektoren mit einer genau festgelegten Reihenfolge Restriktionsschnittstellen in der
MCS bendtigt und mit dem folgenden Protokoll selbergestellt. Als Ausgangsmaterial
diente der Vektor pBluescript II. Uber die zwei Rigionsschnittstellen fir das Enzym
BssHIl wurde die gesamte MCS aus dem Vektor aubgésen. Zur Erstellung
alternativer MCS-Sequenzen wurden von den Firmen GAWind Biomers.net
Oligodesoxynucleotide mit 5’-Phosphatresten symdlest. Bei der Planung dieser
Sequenzen war folgendes zu beachten: Erstens wurdem MCS zwei
Oligodesoxynucleotide benétigt, eines mit der Seque Vorwarts-Richtung, eines mit
der ruckwarts-komplementaren Sequenz, sodass sie 3su einem Doppelstrang
zusammenlagern konnten. Zweitens mussten an deenHiderhange vorhanden sein, die
nach der Zusammenlagerung der Nucleotide eineibigat den mit BssHII geschnittenen
Vektor ermoglichten. Dies war jeweils am 5-Ende @&equenz CGCGC und am 3’-Ende
ein einzelnes G.

Vor Gebrauch wurden die Oligodesoxynucleotide ayniol/ul verdinnt und dann je
50 ul der zueinander komplementéren Oligodesoxwaticle in ein 1,5 ml Reaktionsgefald
uberfihrt. Dieser Ansatz wurde zunachst 5 min BéC7denaturiert und im Anschluss in
einem 50 ml Becherglas, gefullt mit 75°C warmem ¥éaslangsam auf Raumtemperatur
abgekuhlt. Durch diese langsame, gleichmalRlige Abkgisphase konnten sich die
komplementaren DNA-Strdnge zusammenlagern. Diesedemu in einem Standard
Ligationsansatz mit T4-DNA-Ligase (siehe 2.2.3.3) den BssH Il geschnittenen
pBluescript Il ligiert.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifieativon DNA-Fragmenten. Die PCR-
Primer ermoglichen aul3erdem das Anflgen von kuBsmuenzabschnitte sowohl an das
5- als auch an das 3'-Ende des zu amplifizieren@hA-Sticks. Auf diese Weise



Material und Methoden 28

konnten z. B. gezielt zusatzliche Restriktionsstthi@llen fiur Klonierungen angefugt
werden. Standardmafiig eingesetzt wurde die Phisatymerase (Finnzymes) mit den
mitgelieferten Reaktionspuffern (HF-Puffer fur Slard-PCR, GC-Puffer fur GC-reiche
Templates). Bei dieser Polymerase handelt es sicleine synthetische Modifikation der
Pfu-Polymerase aus dem extremophilen OrganismRysococcus furiosus Diese

Polymerase zeichnet sich einerseits durch eine Wdeaseaktivitat aus, kann also
Synthesefehler  korrigieren, und hat aul3erdem  einesutlidh  hdhere

Synthesegeschwindigkeit als die urspringliche RiiyfRerase. Die PCR-Reaktionen
wurden nach der Vorschrift des Herstellers angesbte Synthese der PCR-Primer wurde
von der Firma MWG-Biotech durchgefuhrt. Die PCR-R&men erfolgten in einem

Thermocycler T1 (Biometra).

Reaktionsbedingungen der PCR:

Initiale Denaturierung 98°C 5 min
Denaturierung 98°C 1 min
Primeranlagerung 52-60°C 30sec |20 -40 Zyklen
Elongation 72°C variiert
Finale Elongation 72°C 10 min

Folgende Parameter missen bei einer PCR-Reakttwvidoell angepasst werden: Die
Primeranlagerungstemperatur richtet sich nach dehm®lztemperatur der beiden
eingesetzten Primer. Die Phusion-Polymerase hat®mthesegeschwindigkeit von 30 bis
60 Basen pro Sekunde, daher ist die Elongationsagitingig von der Lé&nge des
Amplifikationsprodukts. Die Zahl der Zyklen richteith nach der gewiinschten Menge an
synthetisierter DNA.

Eine spezielle Form der PCR stellte die MutageBB- mit dem Quikchangell site-
directed Mutagenesis Kit der Firma Stratagene Bamit konnten durch den Einsatz
entsprechender Primer Mutationen und Deletionen Péasmid-DNA vorgenommen
werden. Die urspringliche Template-DNA wurde im émlass an die PCR abgebaut,
sodass nur die mutierten Produkte Ubrig bliebea.@uikchange-PCR-Reaktionen wurden
nach der Herstellervorschrift angesetzt und wediembeitet. Fur die Transformation
wurden kompetentE. colides Stamms XL1 Blue MRF (Stratagene) nach der @n2el.2

beschriebenen Vorschrift eingesetzt.
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2.2.6 Gewinnung genomischer DNA aus embryonalen Stammzeh

Die Kultivierung embryonaler Stammzellen und diesdmrie3ende Isolation der
genomischen DNA fur Southern Blots wurde nach dewtdRoll von Howlett (1999)
durchgefuhrt. Hierbei wurden Stammzellklone, diema&inem Gen-Targeting resistent
gegenuber G-418 waren, einzeln in 24-Well-Platteltikert. Von jedem Klon wurde ein
Teil weggefroren, der Rest weiter kultiviert fiedsolation genomischer DNA. Wenn sich
das Medium gelb verfarbte, war eine hinreichendidicate erreicht. Dann wurde das
Medium durch ES-Zell-Lysepuffer ersetzt und mindastweitere 8 h bei 37°C inkubiert.
Wenn nicht alle Klone auf einer 24-Well-Platte djieiche Wachstumsgeschwindigkeit
aufwiesen, wurden die ersten Klone so lange im pyHer gelassen, bis die letzten auch
eine hinreichende Wuchsdichte erreicht hatten. |IBimgere Inkubation mit dem Puffer
fuhrt zu keinerlei Einbul3en an Menge oder Quali&t gewonnenen DNA. Wenn alle
Klone lysiert waren, wurden pro Well 0,5 ml Isopaopl dazugegeben und es wurde tber
Nacht bei RT auf einem Schiittler inkubiert. Danmiike die mit bloem Auge als weil3es
Netzwerk von Faden sichtbare DNA mit einer Pipedpaize aufgewickelt und in ein
Rohrchen mit 200 pl O Gberfihrt werden.

2.2.7 Southern Blot

Der Southern Blot ist eine Technik, die es erladefinierte DNA-Fragmente in einem
Fragmentgemisch nachzuweisen. Hierzu wird zundgNgt (meist genomische DNA) mit
Restriktionsenzymen gespalten, die erhaltenen Btiicke mittels Gelelektrophorese ihrer
GroRe nach aufgetrennt, mit einer Salzsaureloswurdhiert und unter alkalischen
Bedingungen zu Einzelstrangen dissoziiert. Ans@elrel wird die DNA durch Diffusion
vom Gel auf eine Membran transferiert, wodurchdarfMembran ein Abdruck des DNA-
Bandenmusters im Gel entsteht (sog. Blotting). &iédie Membran Ubertragenen DNA-
Fragmente werden mit radioaktiv markierten DNA-Samdnkubiert. Dabei hybridisiert
die Sonde spezifisch mit DNA-Fragmenten, deren 8ezkkomplementéar zur Sonde ist.
Nach dem Abwaschen von unspezifisch gebundenen eBamekilen und
Autoradiographie kdnnen definierte DNA-Fragmenteekigert werden. So kann mit dem
Southern Blot gezielt die Prasenz und das Spaltmogter einer bestimmten DNA-

Sequenz untersucht werden.



Material und Methoden 30

LOsungen:
20x SSC Church-Puffer
NacCl 350,6 ¢ BSA 59
NagCitrat-dihydrat 176,4 g H.O 50 ml
H.O ad 2| 1 M NgHPQO, 193,5 ml
1 M NaRrPO, 56,5 mi
ssDNA 10 mg/ml 20% SDS 175 ml
Salmon Sperm DNA 500 mg 0,5M EDTApH 8 1ml
(Invitrogen) ssDNA (vor Gebrauch 5 mi
H,0 ad 50 ml 5 min 100 °C)
H.0O ad 500 mi

Gelelektrophorese:

PAC-Klon-DNA oder genomische DNA aus ES-Zellen wardiber Nacht mit
Restriktionsenzymen geschnitten und anschlieRenfl einem 0,6% Agarosegel
aufgetrennt. Als GrolRenstandard diente der 1 kb Iddder (Invitrogen). Nach der
Elektrophorese wurde das Gel unter UV-Licht miteeinzusatzlichen Lineal fotografiert,
um spéater die Lange der detektierten DNA-Fragmemtatteln zu kénnen. Anschliel3end
wurde das Gel fur 10 min in 0,2 M HCI in einer Metanne geschwenkt. Dies fuhrt zu
partieller Depurinierung und dadurch zu Strangbeiichwas den Transfer groRRer
Fragmente auf die Membran erleichtert. Zur Denaturig der DNA-Doppelstrange wurde
das Gel fur 30 min in 0,5 M Natronlauge und 1,5 MtiNimchlorid geschwenkt und
anschlieRend 30 min in 0,5 M Tris pH 8 und 3 M Na€ltralisiert.

Blottingverfahren:

Nach der Elektrophorese und der Nachbehandlungédeserfolgte der Transfer der DNA
auf eine Nylonmembran (Genescreen Plus, Perkin ilket. Nr. NEF988) fiir ca. 16 h

Uber Nacht. Dazu wurde die Membran auf das Geledediy und durch einen mit 10x SSC
getrankten Schwamm unter dem Gel und einen Stapeigdapier auf dem Gel

Kapillarkrafte erzeugt, die die DNA auf die Membrdipertrugen. Der detaillierte Aufbau
ist in Abb. 7 dargestellt.
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Gewicht
'#//H/Saugpapier
[ Filterpapier
| __—Nylonmembran

Gel

Filterpapier

Schwamm
V 10x SSC
_% Metallwanne

Abb. 7: Schematische Darstellung eines Kapillarblots zuman3$fer der DNA vom Gel auf die
Nylonmembran.

Am folgenden Tag wurde die Membran zur kovalentemdBng der DNA 2 min mit UV-
Licht bestrahlt (CI-1000 Ultraviolet CrosslinkerV®, Strahlungsenergie 120 mJ/mnd
anschlieend 2 h bei 80°C in einem Trockenschratkogknet (Vacutherm VT 6025,
Heraeus).

Herstellung einer*?P-markierten Gensonde:

Die Matrizen flur die Sonden wurden mittels PCR &.2 gewonnen. Die
Sondenherstellung erfolgte mit dem ,Random Primalidling Kit* von Roche (Kat. Nr.
1004760) nach leicht abgewandelten Angaben deddllers. Hierbei wurde ein Gemisch
aus Hexanucleotiden zur denaturierten Matrizen-DNyegeben. Komplementare
Hexanucleotide hybridisierten mit der Matrize unidiéten auf diese Weise einen Primer
von dem ausgehend der komplementére Strang umbativona**P-markiertem dCTP
durch das Klenow-Enzym synthetisiert wurde. Dasodive a*’P-dCTP wurde von GE

Healthcare bzw. Hartmann Analytic bezogen.
Reaktionsansatz:

Vorbereitung der Matrizen-DNA
DNA ca. 200 ng
H,0 ad 14 ul
10 min Denaturierung bei 97°C
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Reaktionsansatz fur die Sondensynthese

dATP, dGTP, dTTP-Mix (je 0,5 mM) 6 pl
Reaktions-Mix (Hexanucleotide + Puffer) 4 ul
a*?P-dCTP (800 Ci/mmol, 10 mCi/ml) 14 pl
Klenow-Enzym 2 ul

45-60 min Inkubation bei 37°C

Nach der Inkubation wurde der Reaktionsansatz @iee Saule (Nick-Column, GE
Healthcare) aufgereinigt. Dabei werden die synsiexten Sondenmolekile Uber das
Prinzip der Grol3enausschluss-Chromatographie vam wegebundenen Nucleotiden
getrennt. Hierzu wurde der radioaktive Ansatz anéeuvor mit TE-Puffer aquilibrierte
Saule gegeben. Sofort danach wurden 360 ul TE-Patfe die Saule gegeben und der
Durchlauf in einem Reaktionsgefal? aufgefangen. édi€shritt wurde einmal mit 400 ml
und weitere viermal mit 250 pl TE-Puffer wiederhalhd alle Fraktionen einzeln
aufgefangen sowie im Szintillationszahler (LS 65B68¢ckman) vermessen. Aufgrund ihres
Molekulargewichts lag die radioaktive Sonde in &agel in der zweiten Fraktion vor.
Diese wurde bis zur Verwendung im Bleitiegel bei0%2 gelagert, um eine

radioaktivitatsbedingte Hydrolyse der DNA zu vedem.

Prahybridisierung und Hybridisierung:

Die folgenden Inkubationsschritte wurden in versfibaren Glasrohren und einem
beheizbaren Hybridisierungsofen (Compact Line OB#metra), der eine Vorrichtung

zum Befestigen und gleichméRigen Rotieren der Gltaeen enthielt, durchgefihrt. Die

Membran wurde zunachst fur 2 bis 4 h in 15 ml Chiraffer bei 60°C prahybridisiert,

um magliche freie Bindungsstellen fur die Sondeusbittigen und stérende radioaktive
Signale im Hintergrund zu minimieren. Die radioaktiSonde mit einer Aktivitat von ca.

1x10 cpm wurde fiir 10 min in einem kochenden Wassedesxhturiert und anschlieRend
erfolgte die Hybridisierung der Membran mit der 8enn 10 ml Church-Puffer bei 60°C
uber Nacht. Uberschiissige und unspezifisch geben@emdenmolekiile wurden durch
folgende Waschschritte von der Membran gewaschen:

30 min 2x SSC /0,1 % SDS 62°C,

30 min 0,4x SSC /0,1 % SDS 68°C,

30 min 0,4x SSC /0,1 % SDS 70°C.
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Die Membran wurde in Frischhaltefolie eingepacktd un einer Filmkassette auf eine
Phospho-Imager-Platte (BAS-MP 2040S, Fujifilm) alégt. Diese wurde nach einigen
Stunden bis mehreren Tagen mit einem Lesegerat {BAB, Fujifilm) gescannt und die
Signale mittels zugehoriger Software ausgeleses. Mternative zur Phospho-Imager-
Platte wurde bei einigen Experimenten ein radiedkitis-sensitiver Film (Hyperfilm MP,

Amersham) aufgelegt und nach mehreren Tagen net &ntwicklermaschine (Curix 60,

Agfa) und Fixier- und Enwicklungs-Losungen (T-Mathkddefo) entwickelt.

2.3 RNA Methoden

Bei der Arbeit mit RNA wurde immer darauf geachtegntaminationen mit RNasen zu
verhindern. RNasen sind fast Uberall vorkommend&esx stabile RNA-abbauende
Enzyme, die sogar durch Autoklavieren bei 121°Ginllig zerstort werden.

Wasser wurde durch die Zugabe von 0,01% DEPC und&# Einwirkzeit RNase-frei
gemacht. Zweimaliges Autoklavieren im Anschlusssetate das DEPC. Um Glaswaren
von RNasen zu befreien, wurden diese fiur 2 h bét@@ebacken. Die Arbeitsflache und
sonstige Gerate wurden mit RNaseAWAY (M&P Molecaw Products) behandelt.

2.3.1 Isolation von mRNA aus Mausgewebe

Far die Isolation von mRNA aus Gewebestiicken deusvleamen zwei unterschiedliche
Protokolle zum Einsatz. Fur die direkte GewinnungnvmRNA aus Kkleinen
Gewebestlcken in geringerer Ausbeute, die z. BRITHPCR ausreichend ist, wurde das
Dynabead8 Oligo(dT)s System (Invitrogen) eingesetzt. Dabei handeltiels sm kleine
magnetische Kugelchen mit einer Oligo-dT-Sequenehfiere Tyrosin-Desoxynucleotide
in Folge), an die die mRNA mit ihrem Poly-A-Schwabrindet. Mit einem Magnet kdnnen
die Kigelchen samt mRNA an die GefalBwand gezogeénaufgereinigt werden. Dieses
System ermdglicht die Isolation von mRNA mit relageringem Zeitaufwand. Wurden
gréRere Mengen an mRNA bendtigt, z. B. fur NorthBtots, dann wurde zunéachst die
Gesamt-RNA aus dem Gewebe isoliert und diese incioss Uber eine Saule weiter
aufgereinigt. Die Saule bindet die mRNA spezifisitier eine Saulenmatrix aus Cellulose

mit oligo-dT-Sequenzen.
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2.3.1.1 Isolation der mRNA im kleinen Mal3stab mittés magnetischer

Separation
Die entnommenen Gewebestlicke wurden nach der Rt@parsofort in ein 2 ml
Reaktionsgefald Uberfuhrt und bis zur weiteren \beidung in flussigen Stickstoff
gegeben. Pro Reaktionsansatz wurden Gewebestigke binem Gewicht von 50 mg und
50 pl der Dynabeads-Suspension eingesetzt. Vovdevendung wurden die Dynabeads
einmal gewaschen, um die ethanolhaltige Losungleinsie gelagert sind, zu entfernen.
Hierzu wurden die 50 ul der Suspension in ein 1, Reaktionsgefald tberfihrt und dieses
in ein magnetisches Gestell (Magnetic Particle @atrator Dynal MPC-S, Invitrogen)
gestellt. Der Magnet zog die magnetischen Kigeldmenlie Gefallwand, erkennbar am
Klarwerden der Suspension, sodass die Flussigkeitplett abpipettiert werden konnte,
wahrend die Dynabeads im Gefal3 blieben. Anschl@f@anden die Dynabeads in 200 pl
Lyse/Bindepuffer resuspendiert.
Zum eingefrorenen Gewebestiick wurde 1 ml Lyse/Binffer gegeben und das Gewebe
mit einem Stab-Dispergiergerat (Ultra-Turrax, IKAevke GmbH) grundlich zerkleinert.
Anschliel3end wurde das homogenisierte Gewebe 1bgiii3.000 rpm zentrifugiert und
wahrenddessen das Gefal3 mit den gewaschenen Dysabedgler in den Magnet-Stander
gestellt. So konnte nach der Zentrifugation der rsiaad der Dynabeads verworfen und
stattdessen der Zentrifugationsiuiberstand in dasi$sefit den Dynabeads ulberfuhrt
werden. Dann wurde 3-5 min bei RT gemischt, dasiG&ir 2 min in den Magnet-Stander
gestellt und der Uberstand verworfen. Es schlossem zwei Waschschritte mit 500 pl
Waschpuffer und zwei weitere Waschschritte mit $00DEPC-Wasser an. Nach dem
letzten Waschschritt wurden die Dynabeads in 2DEPC-Wasser resuspendiert.
Das Gefald kam anschlielend zum Ablésen der mRNR fiim in einen 80°C Heizblock,
wurde kurz zentrifugiert und dann sofort in den MeigStander gestellt um eine erneute
Bindung der gelosten mRNA an die Kiugelchen zu iimeen. Der Uberstand mit der
MRNA wurde in ein neues Gefal3 Uberfluhrt. Die Dymalse konnten in 200 pl
Lyse/Bindepuffer resuspendiert und so bei 4°C gelagverden. Sie konnten bis zu
viermal wiederverwendet werden, wobei sie aber imme fir den gleichen Gewebetyp

eingesetzt wurden, um Kreuzkontaminationen von mRMNAermeiden.
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LOsungen:
Lyse/Bindepuffer Waschpuffer
Tris HCI, pH 7,5 0,1M Tris HCI, pH 7,5 10 mM
LiCl 0,5M LiCl 0,15 M
EDTA pH 8,0 10 mM EDTA pH 8,0 1 mM

2.3.1.2 Isolation der mRNA im gré3eren Mal3stab inwei Schritten

Fur die Isolation der Gesamt-RNA aus grol3eren Gewstéloken wurde ein mittelgrof3er
Morser auf Trockeneis gelegt und zur weiteren Al mit flissigem Stickstoff befllt.
Das isolierte Gewebe wurde im Mérser unter fligsiggtickstoff zu einem feinen Pulver
zerrieben und zusammen mit dem Stickstoff in eingeklhltes, vorher abgewogenes
15 ml R6hrchen gegossen. Nachdem der Stickstoffpkettverdampft war, wurde das
Roéhrchen erneut gewogen und 1 ml peqGOLD TriFasglé®) pro 100 mg Gewebe
zugegeben. Bei TriFast handelt es sich um eine ngysaur RNA-Extraktion, die u. a.
Phenol fur die Nucleinsaure-Extraktion und das tlogpe Salz Guanidinisothiocyanat zur
Inaktivierung von RNasen enthalt. Das zerriebenevébe in der TriFast-Losung wurde
1 min lang mit einem Stab-Dispergiergerat homogdertisfir 2 min mit einem Vortex-
Mixer weiter vermischt und in 2 ml Reaktionsgefa@eerfihrt. Ein nachfolgender
Inkubationsschritt fir 5 min bei RT diente dem Astn von Nucleoproteinkomplexen.
Um die Proteine von den Nucleinsauren zu trennemdevwas Prinzip der Phenol-
Chloroform-Extraktion angewendet, indem 200 ul @bform pro 1 ml TriFast zugegeben
und das Ganze grundlich mit dem Vortexer vermisalmde. Nach 2 bis 3 min Inkubation
bei RT wurde 15 min mit 11.200 g bei 4°C zentritrgyi Hierbei bildete sich im R6hrchen
unten eine rotliche Phenol-Chloroform-Phase, emterphase, in der sich die Proteine
befanden und oben eine farblose wassrige PhasdiediRNA enthielt. Die wassrige Phase
wurde vorsichtig abpipettiert und in ein neues Rieakgefal® Uberfiihrt. Es folgte eine
Fallung der RNA mit Isopropanol, bei der 0,6 mlgsmpanol pro ml des urspriinglich
eingesetzten Volumens an TriFast zugegeben, gemisuh 10 min bei RT inkubiert
wurden. Es schloss sich ein Zentrifugationsschmitt 13.000 rpm ftr 10 min bei 4°C in
der Tischzentrifuge an, der nach Entfernen des didvedes und Zugabe von 1 ml 70%
Ethanol wiederholt wurde. Die sedimentierte RNA deub bis 10 min an der Luft stehen

gelassen, damit Ethanolreste verdampfen konntenimngewiinschten Volumen DEPC-
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Wasser resuspendiert, bevor das Sediment komplsttogknete. Zur Bestimmung der
Ausbeute wurde die Absorption bei 260 nm photorseltri(BioPhotometer, Eppendorf)
gemessen.

Zur Gewinnung der mRNA wurde Oligo(dT)-Cellulosee{M England Biolabs, Kat. Nr.

S1401S) nach der Herstellervorschrift eingesett.S2ulen zur Aufnahme der Oligo(dT)-
Cellulose stammten von Biorad (Poly-Pfeghromatography Columns, Kat. Nr. 731-
1550). Nach der Elution von der Saule wurde die rARNt 3 M Natriumacetat pH 5,2

und Ethanol gefallt (siehe 2.2.2.4) und im gewutstiVolumen Wasser resuspendiert.

2.3.2 Synthese von cDNA aus mRNA

Die Synthese der cDNA erfolgte mit dem SuperSctriptl-One-Step RT-PCR System

(Invitrogen, Kat. Nr. 12574-035) nach der Vorsdhdés Herstellers. Bei diesem System
werden die Reverse Transkriptase und die DNA-Potgsee zusammen zugegeben. Die
cDNA-Synthese und anschlieBende Amplifikation deNé laufen nacheinander ab, ohne
dass weitere Reagenzien zugegeben werden misserRdDimerase ist anfangs durch
Antikorper blockiert, die nach der cDNA-SynthesedliuErhitzen denaturiert werden, so
dass die Polymerase aktiv werden kann. Eingesetmdem immer genspezifische Primer,
die sich an verschiedenen Exons anlagerten, um Aximglifikation genomischer DNA

auszuschlieBen. Der cDNA-Synthese-Schritt bestarsdezner 30-minttigen Inkubation

bei 50°C. Die Primeranlagerungstemperatur und Sgetreit richteten sich nach den

eingesetzten Primern bzw. der Ladnge des Produkts.

2.3.3 Northern Blot

Mit der Methode des Northern Blottings kdnnen we tber RT-PCR Gen-Transkripte in
Gewebeproben detektiert werden. Sie ermdglicht hiahinaus eine bessere
Quantifizierung der mRNA im Gewebe und eine Koré&otler mRNA-Lange. Der
spezifische Nachweis einer bestimmten mRNA aus Geewdrakten erfolgte hier wie

beim Southern Blot mit radioaktiv-markierten Sonden

Elektrophorese:
Die RNA wurde in einem 1% Agarosegel aufgetrenngber fir Gel und Kammer
Phosphat-Puffer statt dem fiir DNA-Gele Ublichen TBifer verwendet wurde. Die RNA

wurde vor der Gelauftragung denaturiert, indemRNA-Probe das dreifache Volumen an
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Denaturierungslésung gegeben und das Ganze 1 hoQ@f& inkubiert wurde. Zur
Auftrennung wurde eine Spannung von 50-80 V angeled der Puffer in der Gelkammer
Ofter gemischt, um einen durch die Spannung ereaugH-Gradienten zu unterbinden.
Als GroRRenstandard diente der 1 kb RNA-Ladder f{iogen). Das Gel konnte
anschlieend, im Gegensatz zum Southern Blot, oheiere Vorbehandlung direkt

geblottet werden.

Blottingverfahren:

Die Ubertragung der Nucleinsauren vom Gel auf desriiran sowie die Nachbehandlung
der Membran geschahen nach dem gleichen Prinzijpp@ite Southern Blot (siehe Abb. 7,
Blotaufbau), mit dem einzigen Unterschied, dasls 8lax SSC statt 10x SSC in der Wanne
befand.

Prahybridisierung und Hybridisierung:

Die Membran wurde mit 10 ml Prahybridisierungslégdiar eine Stunde bei 65°C und
anschlieBend mit frischer Losung eine weitere Stuinei 42°C inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Hybridisierung mit der radioaktivenrde in der Hybridisierungslésung tber
Nacht. Die Herstellung der Sonde wurde in analdyeise zur Sondenherstellung fir
Southern Blots durchgefihrt (siehe 2.2.7).

Am nachsten Tag schlossen sich die folgenden Welsdtis an:

2X 5 min 2x SSC /0,1 % SDS RT,
2X 5 min 1x SSC /0,1 % SDS RT,
2x 15 min 0,1x SSC /0,1 % SDS 42°C.

Die weitere Vorgehensweise zur Detektion der hybiedien Sonde unterschied sich nicht

von der des Southern Blots (siehe 2.2.7).

LOosungen:

siehe auch: Losungen fur Southern Blot, 2.2.7

1x Phosphatpuffer Denaturierungslosung

1 M NaHPO, 3,9ml 40% Glyoxal 100 pl
1 M NgHPO, 6,1 ml 100 % DMSO 400 pl
H.O ad 1000 ml 1x Phosphatpuffer 10 pl
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5X PE-L6sung Prahybridisierungslésung

Na;P,O7x 10 H,O 059 5x PE 2ml
Polyvinylpyrrolidon 19 20x SSC 2,5ml
(MG 4x10"

Ficoll (MG 4x10) 19 100% Formamid 5 ml
SDS 59 ssDNA (10 mg/ml) 150 pl
1 M Tris-HCI, pH 7,5 25 ml H.O 350 mi
0,5M EDTA 5ml

H.O ad 75 ml Hybridisierungslésung

65°C Wasserbad zum losen 5x PE 0,8 ml
5% BSA in HO 20 mi 20x SSC 1ml
schwenken, l16sen 100% Formamid 2ml
H.O ad 100 ml sSDNA (10 mg/ml) 60 pul
65°C fur 15 min, abkuhlen lassen, Sonde 5x10cpm/ml

sterilfiltrieren, Lagerung bei —20°C

2.4 Arbeiten mit Zellkulturen

Alle Arbeiten mit Zellkulturen wurden unter eineicBerheitswerkbank (HERAsafe HS18,
Heraeus) durchgefuhrt, um Kontaminationen der Zélken mit Fremdkeimen zu

unterbinden. Innerhalb der Sicherheitswerkbank ewadf steriles Arbeiten geachtet und
Handschuhe, Pipetten, Flaschen etc. vor dem Eipdminn die Werkbank mit 80%

Ethanol behandelt. Die verwendeten Medien und Lgsarwurden vor der Verwendung

auf 37°C erwarmt.

2.4.1 Kultivierte Zelllinien

Zur heterologen Expression von lonenkanalen kametheiser Arbeit zwei Zelllinien zum
Einsatz: Erstens die humane embryonale NierenzellHEK293 (ATTC Nr. CRL-1573).

Diese Zelllinie wurde durch die Transfektion mitndehumanen Adenovirus Typ 5
immortalisiert (Graham et al. 1977). Zweitens dibréblasten-Zelllinie COS-7 (ATTC
Nr. CRL-1651), die 1981 aus Nierengewebe von Grikterkatzen Cercopithecus

aethiopg gewonnen und stabil mit einer Mutante des SV4Q/itransformiert wurde
(Gluzman, 1981). Die Kultur beider Zelllinien emdod in 75 cri-Kulturflaschen im

Inkubator bei 37°C und 10% GOn DMEM-Medium (Dulbecco’s modifiziertes Eagle
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Medium, Gibco), das 1000 mg/l D-Glucose enthieldl @iem noch 10% FBS (Biochrom)
sowie 100 Units/ml Penicillin G (Biochrom) und 1@@/ml Streptomycin (Biochrom)
zugesetzt wurden. Die Zellen wurden alle zwei bisi @age passagiert, wenn sie etwa

80% Konfluenz erreicht hatten.

2.4.2 Transfektion und Vorbereitung der Zellen flrdie Mikroskopie

Am ersten Tag wurde eine 24-Loch-Zellkulturplaarstedt) mit Polylysin-beschichteten
Deckglasern bestlckt, nachmittags pro Loch detd&t. 20.000 Zellen in 1 ml Medium
ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank inkubiem. fAlgenden Tag wurden die Zellen
nachmittags mit Fugene 6 (Roche) nach der Vorgdotei$ Herstellers mit 0,2 bis 0,6 pg
Plasmid-DNA pro Loch transfiziert. Das Reagenz fokKomplexe aus Liposomen und
Plasmid-DNA, die mit der Zellmembran verschmelzaal uiber Endocytose in die Zelle
gelangen (Lipofektion, Felgner et al. 1987). Nackiteren 1 bis 2 Tagen wurden die
Zellen fur die Mikroskopie fixiert. Hierzu wurde sidedium abgesaugt, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und dann 10 min mit 100 pl 4% PFALoch bei RT inkubiert. Es

folgte ein weiterer Waschschritt mit PBS, dann veurdiie Deckglaser mit den Zellen auf

einen Objekttrager gelegt und mit Permafluor (Sipueasiegelt.

LOsungen:

10x PBS 4% PFA in PBS

NaCl 80¢g Paraformaldehyd 609
KCI 29 H.O ca. 130 ml

NaHPO, 6,29 5 M NaOH 2 Tropfen

KH.PO, 29 bei 60°C l6sen

H.O ad 1000 ml 10x PBS 15 ml

pH 7,4 einstellen H.O ad 150 ml

bei 4°C oder —20°C lagern

2.4.3 Immuncytochemie
Die Immuncytochemie dient der Detektion von Pragainn fixierten Zellen. Hierbei
binden spezifische Antikérper in der Zelle an ihelgrotein und werden wiederum von

Sekundarantikdrpern detektiert, an die fluoresnéeesSubstanzen gebunden sind.
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Die Zellen wurden vorbereitet und transfiziert, wigter 2.4.2 beschrieben. Die folgenden
Inkubationsschritte wurden alle in der 24-Loch-tlahit 300 pl Volumen durchgefihrt,
die Waschschritte mit je 1000 pl. Zuerst wurde Maslium von den Zellen abgezogen und
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 4% RFRBS fixiert.

Sollten die Membranen der Zellen angefarbt werdamn wurde vor der Fixierung noch
ein 10mindtiger Inkubationsschritt mit TRITC-WGAi¢g&a) in einer 1:100-Verdinnung
in PBS durchgefuhrt, gefolgt von zwei Waschschmittat PBS. Nach der Fixierung wurde
erneut zweimal mit PBS gewaschen.

Danach konnten alle Schritte auf einem Schuittdéltiamter leichtem Schwenken
durchgefuhrt werden. Die Zellen wurden zum Permisadyien 20 min mit 0,3 % Triton X-
100 in PBS inkubiert und dann dreimal mit PBS gehas. Es folgte die Blockierung mit
10% Ziegenserum (Normal Goat Serum, NGS) in PBS3flimin. Danach konnten die
Zellen mit dem Primarantikoérper in 5% NGS fur 3rikubiert werden (zur eingesetzten
Konzentration der Antikdrper siehe 6.3 im Anhar@je Uberschissigen, ungebundenen
Antikdrper wurden durch viermaliges Waschen mit HBSje 5 min entfernt, bevor die
Zweitantikorper in 2% NGS fur 1 h dazugegeben wardblit drei funfmindtigen
Waschschritten mit PBS wurden Uberschiissige Amigadweggewaschen.

Sollten die Zellkerne geféarbt werden, folgte eirdgldeing mit 0,4 pg/ml Hoechst 33342
(Molecular Probes) fir 5 min und zwei weitere Wasthitte mit PBS. Zum Schluss

wurden die Zellen mit Permafluor versiegelt wiearr2.4.2 beschrieben.

Farbung der Mitochondrien:

Fir die Farbung der Mitochondrien wurde der robrfeszierende Farbstoff MitoTracKer
Red CMX-Ros der Firma Invitrogen eingesetzt. Erdeuin einer Verdinnung von 1:1500
direkt ins Medium zu den Zellen gegeben und diesendl h im Brutschrank inkubiert.
Anschlie3end konnten die Zellen fixiert werden wodar Immuncytochemie durchgefihrt

werden, ohne dass der Farbstoff ausgewaschen wurde.

2.4.4 Konfokalmikroskopie
Konfokalmikroskopische Aufnahmen transfizierter uinderter Zellen wurden mit dem
Laser-Konfokalmikroskop LSM 510 Meta (Zeiss) elstdlier verschiedene Laser kamen

zum Einsatz (Tab. 1).
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Fluorophor Laser Wellenldnge
Hoechst 33342, AMCA| Argon UV 351 nm
ECFP Argon 2 458 nm
EGFP, Cy2 Argon 2 488 nm
Cy3, TRITC, CMX-Ros| He/Ne 1 543 nm
Cy5 He/Ne 2 633 nm

Tab. 1: Verwendete Laser und Wellenlangen zur Fluoreszeegang am LSM 510 Meta Konfokal-
mikroskop

2.4.5 Transfektion und Lyse der Zellen fir die Pro¢ingewinnung

Sollten grélBere Mengen an rekombinanten ProteineB. fur Western Blot Analysen,
gewonnen werden, kam die Calciumphosphat-TransiektMethode zum Einsatz.
(Graham et al., 1973, Ishiura et al., 1982) Beselietransienten Transfektionsmethode
bildet sich ein Calciumphosphat-DNA-Prazipitat, dde Zellen durch Endocytose
aufnehmen.

Transfektion:

Die Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen mit 10 DMEM-Medium bis zum Erreichen
von etwa 70% Konfluenz kultiviert. Fur die Trandiek wurden bis zu 30 pg DNA mit
Wasser auf 400 pl verdiinnt, zunachst 100 ul 2,5 &CKCund dann 500 pl 2x BBS
tropfenweise zugegeben. Dieser Ansatz wurde zweimadrtiert und 12 min bei RT
stehengelassen, bevor er tropfenweise, gleichmiifig die Platte verteilt, auf die Zellen
pipettiert wurde. Die Zellen kamen fur ca. 16 keinen Inkubator mit 37°C und Begasung
mit 3% CQ, dann wurde das Medium erneuert und die Zellenerumormalen

Bedingungen 2 bis 3 Tage bis zur Synthese der rbkmnten Proteine weiterkultiviert.

2x BBS (BES-buffered solution)

BES (N,N-Bis(2-hydroxyethyl)- 0,533 ¢
2-amino-ethansulfonsaure)

NaCl 0,818¢g
NaHPO, x 2H,0O 0,013 ¢
H>O ad 50 ml

pH 6,95 mit NaOH einstellen
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Lyse:

Zunachst wurde das Medium abgesaugt und die Zedllamal mit PBS gewaschen.
Anschlieend wurde pro 10 cm Schale 1 ml Zell-Lysp mit Proteaseinhibitoren
(Completé EDTA-free, Roche) zugegeben und die Schale 15 brind°C geschiittelt.
Dann konnten die abgeldsten Zellen in ein 1,5 mdkiensgefald Gberfiihrt und durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren weiter lysierenden. Durch einen 15 mindtigen
Zentrifugationsschritt bei 4°C wurden die Zelltrimmsedimentiert, sodass der Uberstand

mit den geldsten Proteine in ein neues Gefal3 Ulenfierden konnte.

Zell-Lysepuffer

Tris-HCI pH7,4 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM
Triton X-100 50 mM

2.5 Arbeiten mit Proteinen
Der Umgang mit Proteinen fand — wenn mdoglich — ugiekihlten Bedingungen (4°C)

statt, um Denaturierungen und Degradation der Pta vermeiden.

2.5.1 lIsolation von Membranproteinen aus Gewebe

Frisch prapariertes Gewebe wurde in flissigem Stifk schockgefroren und bei —80°C
gelagert. AnschlieRend wurde es auf Eis mit 2 miw@&xe-Lysepuffer in einem
Glas/Teflonhomogenisierer (Potter S, B. Braun Ribténternational) durch 10 Hibe bei
900 rpm homogenisiert. Nach 10 min Zentrifugatiogi BO0O0 g und 4°C wurde der
Uberstand abgenommen, mit Lysepuffer auf 6,8 mpeifidlt, austariert und in einer
Ultrazentrifuge (Optima LE-80K, Beckman Coulter,t®045-Ti) fir 45 min bei 30.000
rpm zentrifugiert. Die sedimentierten Mikrosomert gién Membranproteinen wurden in

300 ul Lysepuffer resuspendiert.

Gewebe-Lysepuffer

MOPS 3,159
Saccharose 7749
0,5MEDTA,pH 7,4 6 ml

H,O ad 250 ml
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2.5.2 Quantifizierung von Proteinen

Die Proteinmenge im Lysat wurde Uber die Bradforethdde mit Coomassie-Farbstoff
bestimmt. Durch die Bindung des Farbstoffs an Rreten saurer Losung verschiebt sich
dessen Absorption von 465 nm zu 595 nm. Die StdsteAbsorption eines Coomassie-
Protein-Gemischs bei 595 nm ist daher proportianavermessenen Proteinmenge.

Je 5 pul einer Proteinlésung wurden mit 95 pl 0,181 gemischt und nach Zugabe von
1 ml Coomassie-L6sung und zwei Minuten Inkubatien RT wurde die Absorption bei

595 nm vermessen (Eppendorf BioPhotometer). DasoRteter gleicht die Proteinproben
mit einer Standardreihe ab, die mit 1 bis 30 pgdto(BSA) in je 100 pl 0,15 M NacCl

erstellt worden war.

Coomassie-LAsung

Coomassie brilliant blue G250 50 mg

Ethanol 95% 25 ml
Phosphorsaure gRO,) 85% 50 ml
H,0 ad 500 ml

2.5.3 Deglycosylierung von Proteinen

Glycosylierungen an Asparagin-Resten von Proteingarde mit den Enzymen

Endoglycosidase H und N-Glycosidase F (PNGase éiji¢bNew England Biolabs) nach
der Vorschrift des Herstellers entfernt. Es wurggo Reaktion 10 pg Gesamtprotein
eingesetzt. Als optimal hatte sich eine Denatungrder Proteine fir 10 min bei 45°C und

eine Inkubation mit den Enzymen bei 37°C fur 1 rahegestellt.

2.5.4 Herstellung spezifischer polyklonaler Antikdper

Es wurden polyklonale Antikérper gegen TPCN1 undCINR hergestellt. Als Antigen
diente jeweils ein Peptid bestehend aus 17-20 Asédimen des C-Terminus der Proteine
(Sequenzen siehe Anhang). Zusétzlich wurde N-texim@in Cystein fir die spétere
Aufreinigung der Antikorper angehangt. Die Peptideden von der Firma NMI-Peptides
(Reutlingen) synthetisiert. Die Immunisierung zwekaninchen mit den Peptiden und
Gewinnung der Antiseren wurde von der Firma GrangSchwabhausen) durchgefuhrt.
Zur Aufreinigung der Antikdrper aus dem Serum wurdiée gleichen Peptide wie bei der

Immunisierung eingesetzt. Sie wurden an eine Geixngekoppelt, sodass das Serum Uber
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eine entsprechend préparierte Saule aufgereinigtemekonnte. Die Séaule (Econo-Column
Chromatography Column, BioRad) wurde mit 2 ml Gesf®nsion (SulfoLink Coupling
Gel, Pierce) befillt, was etwa 1 ml Gelbettvolunetisprach. Anschlielend wurde das
Gel mit dem vierfachen Gelbettvolumen Kopplungspufiewaschen und die Saule kurz
vor dem Trockenlaufen unten verschlossen. Von depii@ulver wurden 1 bis 1,2 mg in
1 ml Kopplungspuffer gelést und zusammen mit eiveaiteren ml Kopplungspuffer auf
die Saule gegeben. Nachdem das Totvolumen (1 mthdatropft war, wurde die Saule
verschlossen und zur Bindung des Peptids an dim&ek 15 min rotiert. Danach wurde
die Saule 30 min aufrecht stehengelassen, danhitdsis Gel wieder gleichmallig absetzen
konnte. Nach dem Durchtropfen der tberschissigasskjkeit wurde die Saule mit dem
vierfachen Gelbettvolumen Kopplungspuffer gewasciredem sie tiber einen Schlauch an
eine Peristaltikpumpe angeschlossen und der Pufigr 10 Tropfen pro Minute
durchgepumpt wurde. Die freien Bindungsstellen@elmatrix wurden durch Zugabe des
vierfachen Gelbettvolumens Kopplungspuffer mit 5801 i@ystein und Rotation fir 15 min
abgesattigt. Nach weiteren 30 min zum AbsetzenGhkds wurde die Saule erst mit dem
funffachen Volumen Kopplungspuffer, dann mit fucti@m Volumen 1 M NaCl gespililt.
Sollte die Saule gelagert werden, wurde sie mit PES0,1% NaN gewaschen und
verschlossen bei 4°C aufgehoben.

Zur Aufreinigung des Serums wurde die Saule zuractis dem funffachen Volumen
Ladepuffer gewaschen. Dann wurden 10 ml Serum imK#Dadepuffer verdinnt und mit
einer Durchtropfgeschwindigkeit von 10 Tropfen powute einmal Gber die Saule laufen
gelassen. Danach wurde mit 15 ml Ladepuffer gespiltO Reaktionsgefal3en wurde 1 M
Tris-Base zur Neutralisation vorgelegt, wobei dasdtigte Volumen an Tris-Base zum
Erreichen von pH 8 nach der Zugabe von Elutiongpuid 1 ml ausgetestet werden
musste. AnschlieRend wurden die gebundenen Antgkamt Elutionspuffer eluiert und in
800 ul Fraktionen in den ReaktionsgefaRen aufgeiandder Gehalt an eluiertem
Immunglobulin G (IgG) wurde photometrisch Uber &itinktion bei 280 nm bestimmit.
Hierbei gilt die Regel, dass eine Extinktion vor85l,etwa 1 mg IgG entspricht. Die
Fraktionen mit einer IgG-Konzentration > 0,1 mg/mlirden zusammengefligt, erneut

photometrisch vermessen und in Aliquots bei -80¥ggefroren.
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2.5.5 Co-Immunpréazipitation

Protein-Protein-Bindungen wurden mittels Co-Immuzgpitation nachgewiesen. Bei
dieser Methode wird ein bestimmtes Protein mit minspezifischen Antikorper
prazipitiert, aufgereinigt und Uber Western Blof ame Membran transferiert. Wenn sich
dann auf dem Blot ein anderes Protein nachweisest,l@la es mit dem ersten Protein
zusammen prazipitiert ist, ist das @irvitro Nachweis einer Interaktion beider Proteine.
Fir einen Ansatz wurden 40 pl einer 1:1-Suspensews Protein-A-Sepharose
(Amersham) und Zell-Lysepuffer (2.4.5) zu 1000 pgjl-Lysat (2.4.5) in einem PCR-
Reaktionsgefal3 gegeben. Des Weiteren kam ein smziflegen ein Protein im Lysat
gerichteter Antikorper dazu, es wurde mit Zell-Lys#er mit Proteaseinhibitoren
(Complete EDTA-free, Roche) auf 500 ul aufgefliitduiiber Nacht bei 4°C auf einem
Uberkopf-Schiittler inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Protein-Antikorper-SepdexPrazipitate durch einen
dreiminutigen Zentrifugationsschritt bei 2600 gissehtiert. Der Uberstand mit den nicht
prazipitierten Proteinen wurde abgenommen und vdeno Es schlossen sich drei
Waschschritte an, bei denen das Sediment jeweilWaschpuffer (20 mM Tris-HCI, 5
mM MgCl,, 0,5 mM DTT, 20% (v/v) Glycerin) resuspendierteder sedimentiert und der
Uberstand entfernt wurde. Die notige Stringenz Weéaischschritte musste empirisch
bestimmt werden und wurde durch Zugabe variablerz€atrationen an Kaliumchlorid in
den Waschpuffer eingestellt. Um die Effizienz deasthschritte bestimmen zu kénnen,
wurden immer parallel Kontrollreaktionen mit demtestenden Lysat und einem anderen
Antikorper, der gegen ein anderes Protein gericinat, angesetzt. Aulerdem wurde

immer eine Kontrollreaktion mit Lysat untransfizear Zellen angesetzt.

2.5.6 SDS-PAGE und Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Gele ermoglichen die Auftrennudgnaturierter Proteingemische
nach deren Gréf3e und unabhangig von der Ladungrai@lder Elektrophorese umgeben
die Sulfatgruppen der SDS-Molekile mit ihrer negati Ladung die denaturierten
Proteine, Uberkompensieren so die Eigenladung deteiRe und bewirken eine
Wanderung der Proteine im elektrischen Feld. Diendbérierung erfolgte durch eine
finfmindtige Inkubation bei 97°C mit Lammli Puffenit DTT. Die Proteine wurde in

einer Elektrophoresepparatur (Protean 3, Bioradl®@ V aufgetrennt, wobei der Verlauf
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der Elektrophorese mit einem vorgefarbten Protaidsrd (Kaleidoscope Protein Ladder,
Biorad) kontrolliert wurde. Nach erfolgter Elektiogrese wurden die Proteine mit einem
Tank-Blot-System (Mini Trans Blot, Biorad) elektiogretisch vom Gel auf eine mit
Methanol aquilibrierte PVDF-Membran (Immobilon, Bogrol3e 0,45 pm, Millipore)
Ubertragen. Der Transferpuffer im Tank-Blot bestaads einfach konzentriertem
Elektrophoresepuffer mit 20% Methanol. Beim Transferde ein Strom von 300 mA fur
eine Zeit, die abhangig von der Proteingrof3e wagekegt. Mittelgrol3e Proteine (70-100
kDa) wurden fir 1,25 h geblottet, kleinere Proteamsprechend kirzer. Die Membran
wurde anschlieRend fiir 1 h bei 37°C getrocknetadarkurz in Methanol aquilibriert und
fur 1 h bei RT in Blockierungslésung, bestehend BUs Milchpulver in TBST (TBS +
0,1% (v/v) Tween-20), geschittelt. Nach zweimaligévaschen mit TBST wurde die
Membran Uber Nacht bei 4°C mit dem PrimarantikdipeBlockierungslosung inkubiert.
Die optimale Verdinnung eines Antikérpers muss imerapirisch ermittelt werden. Im
Falle des aufgereinigten TPCN2-spezifischen Anpkés hat sich eine 1:1000-
Verdinnung als optimal erwiesen. Nach zwei funfrigen Waschschritten mit TBST
wurde die Membran mit dem entsprechenden peroxyg&sppelten Sekundarantikorper
fur 1 h bei RT inkubiert. Nach funf Waschschrittemt TBST fur je 5 min konnte das
nachzuweisende Protein durch den spezifischen PRaimti&orper, an dem der
Sekundarantikbrper gebunden war, mit Hilfe des Huk- (Amersham) durch
Chemilumineszenz detektiert werden. Die Filme zwteRtion der Chemilumineszenz

(Hyperfilm ECL, Amersham) wurden mit einer Filmemntktermaschine (Curix 60, Agfa)

entwickelt.

LOsungen:

4x Tris-HCI/SDS, pH 8,8 4x Tris-HCI/SDS, pH 6,8

Tris-Base 18,2 g Tris-Base 3,02¢
SDS 0,449 SDS 0,2g
H.O ad 100 ml H.O ad 50 ml

pH 8,8 mit HCI einstellen pH 6,8 mit HCI einstelle



Material und Methoden 47
6x Lammli-Probenpuffer + DTT 10x Elektrophoresepuffer
4xTris-Cl/SDS, pH 6,8 7 mi Tris-Base 30,2 ¢
Glycerol 3 ml Glycin 144 g
SDS lg SDS 109
DTT 0,93 ¢ H.O ad 1000 ml
Bromphenolblau 1,2 mg

H20 ad 10 ml

aliquotieren und bei —20°C lagern

7% Trenngel Sammelgel

Rotiphorese Gel 30 (Roth) 3,5 ml Rotiphorese Gel 30 (Roth) 0,65 ml
4xTris-Cl/SDS, pH 8,8 3,75 mi 4xTris-Cl/SDS, pH 6,8 1,25 ml
H.O 7,75 mi H,O 3,05 mi
TEMED 10 pl TEMED 5ul
APS 20% 30 pl APS 20% 25 ul
10x TBS, pH 8 TBST

Tris-Base 12,1 g Tris-Base 30,2 g
NacCl 80,23 g Glycin 144 g
H.O ad 1000 ml

2.6 Histologische Methoden

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten histologisciMethoden dienten dem Ziel, die mRNA

untersuchter Gene mittals situ Hybridisierung in Gewebeschnitten nachzuweisen.

2.6.1 Herstellung von Gewebeschnitten

Um Gefrierschnitte flr histologische Farbungen umditu Hybridisierungen herzustellen,

mussten frisch praparierte Gewebe vorbehandeltemeiddem sie fur 2 Minuten in —20°C

kaltes 2-Methylbutan getaucht und dann 5 weitereutéin auf Trockeneis gelegt wurden,

damit das 2-Methylbutan verdampfen kann. Durch eieBehandlung wurden

Gewebeschaden beim Einfrieren minimiert. Die 16 dimnen Gewebeschnitte wurden an

einem Kryotom der Firma Microm (HM500) bei —20°Qgafertigt und auf Superfrost Plus

Objekttrager (Thermo Scientific) aufgeschmolzen.
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2.6.2 Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Gewebeschnitte wurden zum einen mit HamatoxylinfEodHE) gefarbt, um die
Schnittqualitat (Erhaltung der Gewebestruktur) belem zu kénnen. Zum anderen wurden
Schnitte nach dem situ Hybridisierung und Behandlung mit der Filmemulsi(su.)
gefarbt, um die Hybridisierungssignale den Gewebkgiren zuordnen zu kdnnen.
Hamatoxylin farbt die Zellkerne blau, Eosin farlbisdBindegewebe rosa.

Die Schnitte wurden mit Wasser befeuchtet und dasB80 Sekunden in
Hamatoxylinlosung (Merck) getaucht. Zum Abwaschem \iberschiissigem Farbstoff
wurden die Schnitte 10 min unter flieBendem Wagsspllt. Es folgte die Inkubation in
der Eosin-Lésung fur 10 min, danach wurde fur 3 mibh Wasser gespilt. Dann wurden
die Schnitte schrittweise mit Ethanol dehydriendeém sie zuerst 3 min in 70%, dann 3
min in 95% und dann 5 min in 100% Ethanol getausaiden. Zum Schluss wurden sie
noch zweimal fir je 10 min mit Xylol behandelt umit DPX (Fluka) und einem Deckglas

luftdicht versiegelt.

2.6.3 In situ Hybridisierung

Da mit derin situ Hybridisierung mRNA im Gewebe detektiert werdetl, gt bis zum
Hybridisierungsschritt auf RNase-freies Arbeiten athten. In den Schritten nach der
Hybridisierung ist kein RNase-freies Arbeiten melitig, da die bei der Hybridisierung
entstehenden RNA-Doppelstrange resistent gegerRilasen sind. Es wird sogar gezielt

eine RNase eingesetzt, um die nicht hybridisieN&ARu entfernen.

In vitro Transkription:

In vitro Transkriptionen wurden zur Herstellung radioaktarkierter Sonden fur dim
situ Hybridisierung durchgefiihrt. Als Template dienileeecDNA-Sequenz im pBluescript
Il SK-Vektor. Dieser Vektor besitzt die Promoterseqzen fur die T7- und T3-
Polymerase. Die Vektorkonstrukte wurden vor dervitro Transkription linearisiert,
sodass die RNA-Synthese nur Uber den Bereich dssrtén und nicht Uber die

Vektorsequenz ablauft.
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Reaktionsansatz:

In vitro Transkription

linearisiertes DNA Template 1ug
10x Transkriptionspuffer (Roche) 1,5 pl
RNase-Inhibitor (Roche) 0,75 ul
0,75 M DTT 0,25 pl
ATP, GTP, CTP-Mix (je 5mM) 1,5 pl
H20 ad 7 pl
%S-UTP (1250 Ci/ml) 7 ul
T7- oder T3-Polymerase (Roche) 1l

mischen, 1 h Inkubation bei 37°C

Abbau des DNA-Templates, RNA-Isolation

DNase | (Roche) 0,5 pul
mischen, 10 min Inkubation bei 37°C 4 ul
TE-Puffer 35 ul
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25:24:1) 50 pl

Vortexen, 30 sec Zentrifugation mit max. rpm
Obere Phase in frisches Roéhrchen

Zum Abtrennen der nicht eingebauten radioaktiven cldbtide wurde eine
Gelchromatographie mit einer Saule (Nick-Column, Be&althcare) — wie unter 2.2.7
beschrieben — eingesetzt. 2 ul jeder Fraktion wuidesin Szintillationsréhrchen mit 3 mi
Szintillationsflussigkeit (Rotiszint, Roth) gegebemd im Messgerat vermessen. Die
zweite Fraktion enthielt die Sonde, die nach fotggnFormel in Hybridisierungspuffer

verdinnt wurde:

Gemessene cpm/ul x 400 ml x 1,4 (Korrekturfaktor)

= ml 1,25x Hybridisierungspuffer
10x10 cpm/pl

Weiterhin wurde tRNA in 0,5 mg/ml Endkonzentratiomgegeben und soviel TE-Puffer,
dass eine einfache Konzentration des Hybridisiespuaffers erreicht wurde. Die so
verdunnte Sonde wurde aliquotiert und bei —20°@gystt.
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Vorbehandlung der Schnitte:

Bei allen Schritten bis zur Prahybridisierung wurdige Objekttrager mit Gewebeschnitten
in Glasgestellen gelagert. Fiur die Inkubationssiehwurde ein Gestell in eine Glaswanne
getaucht, die mit 150 ml der entsprechenden Logefigjlt war.

Nachdem die Schnitte angefertigt waren, wurder2@ienin unter Vakuum getrocknet und
dann far 20 min in einer wassrigen 4% PFA-LOsungeft. Zur Entfernung des PFA
schlossen sich zwei funfminutigen Waschschritte @ybtx SSC an. Anschliel3end wurden
die Schnitte mit einer Proteinase K-Losung behan@e¢ Konzentration des Enzyms und
die Inkubationszeit richteten sich nach dem Gewebé wurden empirisch ermittelt.
StandardméanRig wurden 7pg/ml Proteinase K fir 15aimgesetzt, bei sehr empfindlichen
Geweben mit filigraner Struktur weniger (z.B. 3,§/ml fir 5 min). Ein zehnminutiger
Waschschritt mit 0,5x SSC entfernte die Proteinas®ann fand eine Acetylierung des
Gewebes statt, um den Hintergrund bei idesitu Hybridisierung zu minimieren. Hierfur
wurde zunachst drei Minuten in TEA-LOsung inkuhiettnn zehn Minuten in frischer
TEA-LOsung, die 0,25% Essigsaureanhydrid enthiBiirch zwei Waschschritte mit
2xSSC zu je 2 min wurde Uberschissiges Essigsdwean abgewaschen. Dann wurden
die Schnitte schrittweise in einer Ethanolreihe ydielert. Begonnen wurde mit 50%
Ethanol, dann folgten 70%, 95% und 100% Ethano]eiiueils 5 min. Schlie3lich wurden
die Schnitte 5 min luftgetrocknet und 30 min unfakuum getrocknet. In diesem Stadium
konnten die Schnitte bei —80°C in PraparatekasténSificagel als Trocknungsmittel

gelagert werden.

Prahybridisierung, Hybridisierung:

Die Inkubation mit den radioaktiven Sonden fand emer luftdichten Plexiglas-
Inkubationskammer statt. Zunéchst wurde die KammgrPapiertlichern ausgelegt und
mit Boxpuffer getrankt. Die Objekttrager mit derhgldrierten Schnitten wurden auf einem
Gestell in der Kammer ausgebreitet und 70 pl Prétigierungslosung direkt auf jeden
Schnitt gegeben. So wurden die Schnitte 1-3 h BC4im Hybridisierungsofen
prahybridisiert. Anschliel3end wurde die verdinnv@ad® 10 min bei 65°C im Wasserbad
erwarmt, um Sekundarstrukturen der RNA aufzulosBrann kam DTT in einer
Endkonzentration von 75 mM dazu. Von der Sonde kadasn 70 pl auf jeden Schnitt zu

den bereits vorhandenen 70 ul der Prahybridisieriloggy élteren Sonden mit weniger
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Aktivitat nach Bedarf mehr Volumen). Die Hybridisiag fand tGber Nacht bei 55°C im
Hybridisierungsofen statt.

Die Waschschritte nach der Hybridisierung wurdeader mit den Glasgestellen und den
Glaswannen durchgefiihrt. Ab diesem Punkt mussthat meehr RNase-frei gearbeitet
werden. Zunachst wurde einmal kurz und dann zweirfial je 10 min mit
2XSSC+DTT+EDTA gewaschen. Dann wurde nicht-hybigtis RNA durch Inkubation
mit 20 pg/ ml RNaseA fur 30 min abgebaut. Es folgtevei zehnminitige Waschschritte
mit  2xSSC+DTT+EDTA und zwei einstindige Inkubatiscisritte — mit
0,1xSSC+DTT+EDTA bei 70°C im Wasserbad. Bei empioindm Gewebe musste die
Inkubationszeit reduziert werden (bis zu 2x 10 miArschlieRend wurde dreimal 10 min
mit 0,5x SSC gewaschen. Es folgte die Ethanol-Deagahgsreihe in gleicher Weise wie
am Vortag, mit dem einzigen Unterschied, dass destere drei Losungen 3,5 g
Ammoniumacetat pro 150 ml zugesetzt wurden. NadckuuWatrocknung konnte ein Film

(Kodak Bio max) aufgelegt und nach ca. 7 Tagen iekiit werden.

LOsungen:

5x Protease-Puffer Proteinase K-L6sung (7 pg/ml)

1 M Tris, pH 8,0 250 ml Prot. K (20mg/ml)(Roche) 53 ul

0,5 M EDTA, pH 8,0 25 ml 5x Protease-Puffer 30 ml

H,0 ad 225 ml H,O ad 120 ml
kurz vor Gebrauch herstellen

0,1 M TEA, pH 8,0 0,25% Essigsaureanhydrid-L6sung

TEA-HCI 5649 Essigsaureanhydrid 375 pl

5 M NaOH 3,1ml 0,1 M TEA, pH 8,0 150 mi

H.O ad 300 ml sofort mit Ruhrfisch gut mischen,

pH mit Streifen kontrollieren direkt auf die Objekger geben
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50x Denhardt 50% Dextran

Ficoll (MG 4x10) 1g Dextransulfat (MG 5x19) 12,59

Polyvinylpyrrolidon 1g 4xTris-Cl/SDS, pH 6,8 1,25 ml

(MG 4x10"

BSA 1lg H-O ca. 12 ml

H.O ad 100 ml 3 h bei 65°C losen

sterilfiltrieren HO ad 25 pl

Aliquots bei —20°C lagern bei —20°C lagern

1,25x Hybridisierungspuffer TE-Puffer, pH 8,0

1 M Tris, pH 8,0 625 pul 1 M Tris, pH 8,0 5ml

5 M NacCl 3,75 mi 0,5M EDTA, pH 8,0 1ml

0,5 M EDTA, pH 8,0 125 pl H,O ad 500 mi

50x Denhardt 1,25 ml

50% Dextran 12,5 ml

Formamid (deion.) 31,25 ml Formamid (deionisiert)

H.O 500 pl AG 501-X8 Resin (BioRad) 59

Aliquots zu 10 ml bei —20°C lagern Formamid 45 ml
bei 4°C lagern

Prahybridisierungslésung 5x RNase-Puffer

1,25x Hybridisierungspuffer 8 Teile 5 M NaCl 200 ml

1MDTT 1 Teil 1 M Tris, pH 8,0 20 ml

H>O 1 Teill 0,5M EDTA, pH 8,0 4 mi
H.O ad 400 mi

Behandlung hybridisierter Schnitte mit Filmemulsion:

Alle Arbeiten mit der Filmemulsion wurden in ein®@unkelkammer bei absoluter

Dunkelheit durchgefuhrt. Zuerst wurde eine FlasEiimemulsion (Hypercoat LM-1,
GE Healthcare, Art. Nr. RPN40) 15 min bei 50°C ina88erbad aufgewarmt. Dann konnte

die verflissigte Emulsion in ein schmales Tauch§édti Objekttrager geschuttet werden.

Das Tauchgefald blieb die ganze Zeit Uber im Waaderlum ein Abkihlen und

Verfestigen der Emulsion zu verhindern. Die Objgiger wurden einzeln fir ca. 2 min in
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die Emulsion getaucht, dann zum Vortrocknen aut aimt Eis gekihlte Metallplatte
gelegt und schlie8lich zum kompletten AustrocknenGilastrager einsortiert und tber
Nacht in einem Exsiccator, dessen Boden mit Kiedelgsgelegt war, gelagert.
Anschlielend kamen die Objekttrdger in einen Peipkasten mit Kieselgel als
Trocknungsmittel. Der Kasten wurde gut mit Alufoliemwickelt und in einen
lichtundurchlassigen Beutel gesteckt, um eine Eklwing der Emulsion durch
Lichteinfall auszuschlie3en. So wurden die Schroge4°C gelagert. Die bendtigte Zeit
fur die radioaktivitatsbedingte Entwicklung der Heion kann grob ermittelt werden wenn
zuvor ein Film auf die Schnitte aufgelegt wurden Hiag Filmentwicklung entspricht
demnach einer Woche Emulsionsentwicklung.

Nach Ablauf dieser Zeit, bzw. hdochstens nach vieckién, wurden die Objekttrager 1 h
auf Raumtemperatur gebracht, die Entwicklerlosumggrlhh hergestellt (Entwicklerpulver
Kodak D19, nach Herstellervorschrift geldst) unkk &enétigten Losungen (Entwickler,
Stopplosung, Fixierer) auf ca. 14°C abgekuhlt. ler dunkelkammer wurden die
Objekttrager in Glastrager einsortiert. Die Tragerden anschlieend erst 2 min in eine
Wanne mit Entwicklerlésung, dann 30 Sekunden inSti@oplésung, dann 5 min in den
Fixierer getaucht und schlie3lich griindlich mit tdksrtem Wasser abgespilt. Die
entwickelten und fixierten Schnitte blieben in désttem Wasser bis zur HE Farbung
(siehe 2.6.2).

LOosungen:

Stopplésung Fixierer

Glycerin 1% (v/v) Natriumthiosulfat 30% (wi/v)
Essigsaure 1% (viv) H.O ad 500 ml

H20 ad 500 ml
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3  Ergebnisse

3.1 Gewebsspezifische Nachweise der lonenkanale VSICL, TPCN1

und TPCN2 mittels RT-PCR

Die Gewebeverteilung der drei lonenkandle VGCNLECN1 und TPCN2 wurde
zunachst mittels RT-PCR-Reaktionen mit mRNA aus ersthiedlichen Geweben
analysiert. Hierfir wurden jeweils mehrere hundBesenpaare lange Abschnitte der
MRNA amplifiziert. Von besonderem Interesse warkdiggestellung in welchen Regionen
des Herzens die Kanal-Gene exprimiert werden. \Weitewurde die Genexpression in
Hirn und Niere der Maus untersucht, da die homaiogeCN1- und VGCNL1-Kanéle aus
der Niere bzw. dem Hirn der Ratte kloniert wurdéeg et al., 1999, Ishibashi et al.,
2000). Die Amplifikationsprodukte wurden mittels B8E-Gel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid und UV-Licht sichtbar gemacht.

Die mRNA des VGCNL1 war im gesamten Herzen sowie Himn und in geringer
Intensitat auch in der Niere nachweisbar (Abb. Bje mRNA des TPCN1 konnte
hingegen im Herzen ausschlie3lich im Sinusknotenhgewiesen werden. Sie war
ebenfalls im Hirn und in der Niere vorhanden (ABp.Bei der Untersuchung des TPCN2
zeigte sich, dass das Transkript des Kanals imngesa Herzen mit Ausnahme des

Vorhofs sowie im Hirn und in der Niere vorkam (Al&)).

<
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& & &

[bp] | [bp]
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VGCNL1 aaa 515 W
220 = ; -

Abb. 8: RT-PCR-Experimente zum Nachweis der mRNA des VGCNDie mRNA stammte aus
unterschiedlichen Regionen des Herzens (SK: Siruiskh sowie aus Hirn und Niere der Maus. Die
Primerpaare wurden so gewahlt, dass sie mehrerasExxmspannen, um eine Amplifikation genomischer
DNA auszuschlieBen. Die cDNA wurde mit 40 Zyklenduoptimal an die Primerpaare angepasste
Bedingungen amplifiziert. Parallel durchgefuhrtenitoll-Reaktionen mit Wasser statt cDNA fuhrten zu
keinerlei Amplifikation (nicht gezeigt). Je 5% dRT-PCR wurden auf das Gel aufgetragen.
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Abb. 9: RT-PCR-Experimente zum Nachweis der mRNA der lgaaéle TPCN1 und TPCN2. Die mRNA
stammte aus unterschiedlichen Regionen des He(3&nsSinusknoten) sowie aus Hirn und Niere der Maus
Die Experimente wurden analog zu den in Abb. 8 lmésbenen durchgefiihrt.

3.2 Gewebsspezifische Nachweise der Kanéle mitté&lsrthern Blot

Um die Ergebnisse der RT-PCR-Experimente zu bgstdti wurden Nachweise der
MRNA mittels Northern Blot durchgefiihrt, denn didéethode bietet den Vorteil, dass die
Menge an Transkript im Gewebe besser quantifinéerden kann. AuRerdem zeigt sie die

Lange der Transkripte auf.

Northern Blots zum Nachweis des VGCNL1-Transkripts:

Die Northern Blots wurden zunachst mit Gesamt-RNi& &lirn und Herz durchgefihrt.
Auf diese Weise konnte das VGCNL1-Transkript mitegi LAnge von 7,1 kb im Hirn
eindeutig nachgewiesen werden (Abb. 10, rechte)Sgpur Nachweis des Transkripts aus
totaler RNA des Herzens war nicht moglich, da disander Anteil der VGCNLI1-
spezifischen mMRNA im Verhéltnis zur Gesamt-RNA =zrigg war. In den folgenden
Northern Blots fir den VGCNL1-Nachweis im Herzen rdai die mRNA von der
restlichen RNA abgetrennt und somit aufkonzentri®d gelang auch der Nachweis des
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VGCNLI1-Transkripts im Herzen, mit einer Lange vdmeefalls 7,1 kb (Abb. 10, linke
Spur). Es war aber auch eine zweite niedrigere 8amidsehen, bei der es sich vermutlich
um eine unspezifische Bindung der Sonde handeltarbge Nebenbanden wurden auch
bei Northern Blots des VGCNL1 der Ratte beobachted als unspezifische Banden
deklariert (Lee et al., 1999).

[kb] ‘
7,1- 5] .
1: Herz
2 2: Gehirn
e o Abb. 10: Northern Blots zum Nachweis des VGCNL1-
.P? Transkripts. In Spur 1 wurde Herz-mRNA, in Spur &nH
£ Gesamt-RNA geblottet und jeweils mit einer VGCNL1-
spezifischen radioaktiv markierten Sonde hybridisi®ie
’i&};_{; radioaktiven Signale wurden mit einem Phosphoimager
Ry ausgelesen.

Fur einen umfassenderen Uberblick Uiber die Gewetshmg wurde eimmultiple tissue
Northern Blot untersucht, auf dem mRNA aus zehnscliedenen Geweben (Herz,
Gehirn, Leber, Milz, Niere, Lunge, Thymus, Hodernja©® Embryo) aufgetragen war. Er
zeigte bei einer Hybridisierung mit der VGCNL1-siliszhen Sonde ein sehr starkes
Signal im Hirn, ein sehr schwaches im Herzen umdedienfalls schwaches Signal im
Embryo (Abb. 11A).

Northern Blots zum Nachweis der Transkripte des TP@GI1 und des TPCN2:

Eine nachfolgende Hybridisierung des Blots mit eiSende gegen die TPCN1-mRNA
zeigte eine deutliche Bande bei allen zehn untétsac Geweben (Abb. 11B). Die
ermittelte Grol3e der Banden betragt 4,9 kb. Die®éert stimmt gut mit der
vorausgesagten Sequenz (Accession Number: NM_135853Lange von 4666 Basen
uberein.

Bei einer Hybridisierung des Blots mit einer TPCs{&zifischen Sonde zeigten sich
deutliche Banden in allen Gewebeproben, wobei dgsasbei der mRNA aus Gehirn sehr
schwach war (Abb. 11C). Die starkste Expressioreisthin Leber, Lunge und Thymus
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vorzuliegen. Die mit dem Blot ermittelte Grof3e @eanskripte betragt 2,8 kb. Dieser Wert
stimmt gut mit der vorhergesagten GrofRe Uberehési3.3.3, Klonierung des murinen
TPCN2). Fur eine noch genauere CharakterisierumgVeeteilung des TPCN2-Kanals
wurde mRNA aus weiteren Geweben isoliert und nsittébrthern Blot untersucht. Diese
Experimente wiesen das TPCN2-Transkript sowohl iarnD als auch in der Haut nach
(Abb. 11D).

A VGCNL1 B TPCN1
1234567 8910 1234567 8910
[kb] [kb]
6- ' 6-
4- 4| @ SPRRNP=.
2. : 2.
1- 1-
C TPCN2 D TPCN2
1234567 8910 11 12
[kb] [kb] 1: Herz
2: Gehirn
3: Leber
6- 4: Milz
4- 5: Niere
6: Embryo (14 Tage)
2,7- . 7: Lunge
9 8: Thymus
9: Hoden
1= 10: Ovar
11: Darm
12: Haut

Abb. 11: Northern Blots zum Nachweis der lonenkanal Trapsirin diversen MausgewebeA, B, C:
Northern Blot Membran (Fa. Ambion) mit 2 ug mRNAo@pur nach der Hybridisierung mit Sonden gegen
die mRNA der angegebenen GeBe.Northern Blot mit mMRNA aus Darm und aus Haut. Blets wurden
mit spezifisch im codierenden Bereich der Gene drigiein radioaktiv markierten Sonden hybridisiere Di
Strahlung wurde auf radioaktivitdtsempfindlicheintén detektiert.
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3.3 Klonierung der lonenkanale VGCNL1, TPCN1 und TREN2

Um die drei Kanale VGCNL1, TPCN1 und TPCN2 weitkaakterisieren zu kdnnen,
wurden die cDNA-Sequenzen lUber RT-PCR-Reaktiongplifimert und in eukaryotische
Expressionsvektoren kloniert. So konnten ersteres gknauen Sequenzen der noch
weitgehend unerforschten Kanéle bestimmt werden mwditens ertffnete sich die

Moglichkeit, die Kanalproteine in Zellkulturen zdxpression zu bringen.

3.3.1 Klonierung des murinen VGCNL1

Bevor die Primer fur die PCR-Klonierung designt whe Klonierungsstrategie entwickelt
werden konnte, mussten Informationen tber die 8iruter Gene im Genom gesammelt
werden. AusENSEMBL (www.ensembl.org) und UniProt (www.uniprot.org) nkden
folgende relevante Daten zum VGCNL1 gewonnen we(déb. 12).

1 44

-

= 20 kb

Abb. 12: Intron-Exon-Struktur des VGCNL1-Genlocus der Mabi 44 Exons sind als senkrechte Balken
dargestellt. Der gesamte Genlocus erstreckt sieh b7 kb.

Deropen reading fram¢ORF) der mRNA des VGCNL1 der Maus besteht aug dsen
und codiert somit ein Protein mit einer Lange vor84 Aminosauren. Das ist eine
Aminosaure mehr als beim VGCNL1 des Menschen und dier Ratte (Tab. 2).

Kanal Chromosom Genomische Anzahl Anzahl
Sequenzlange [kb] Exons Aminosauren
VGCNL1 Mensch | 13 363 44 1738
VGCNL1 Maus 14 317 44 1739
VGCNL1 Ratte 15 243 44 1738

Tab. 2: Vergleich der Gendaten des VGCNL1-Kanals versahried Spezies.
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Mit den Gendaten als Grundlage wurde folgende kamgsstrategie entwickelt. Die
eingesetzten spezifischen Primer — die Primersexgunealler eingesetzten Primer sind im
Anhang zu finden — wurden so ausgewahlt, dass iberlappende PCR-Fragmente
amplifiziert werden konnten, die die gesamte cadide Sequenz des Gens abdeckten. Die
drei Fragmente wurden zunachst mittels RT-PCR a&aasghirn-mRNA amplifiziert, in
Klonierungsvektoren subkloniert und anschlieRBener Uthie in Abb. 13 angegebenen
Restriktionsschnittstellen  zur Gesamtsequenz im u@&lript 1l SK-Vektor
zusammengesetzt. AnschlieRend wurde die Sequenz dém eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNA3 umkloniert. Da dieser \éekkeine Erkennungsequenz flr
Sacl in der MCS besitzt, wurde unmittelbar vor &acl-Schnittstellen eine Hindlll-
Schnittstelle mittels PCR an das Fragment 1 angeRann konnte das Fragment 1 Uber
Hindlll und EcoRI und die Fragmente 2 und 3 UbeoMcund Xhol im pcDNA3-Vektor

assembliert werden.

Sacl EcoRI

5340 bp
ATG Stop

Abb. 13: Schematische Darstellung der Klonierungsstratégieden VGCNL1-Kanal der Maus. Drei
Uberlappende PCR-Fragmente wurden aus MausehirnAn&hplifiziert (waagerechte Linien oben). Die
angegebenen Restriktionsschnittstellen wurden vedete um die drei Fragmente einzeln in Vektoren zu
klonieren und anschlieBend zur gesamten Sequeragénachte Linie unten) zu verbinden.
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3.3.2 Klonierung des murinen TPCN1

Die Gen-DatenbanENSEMBLsagte folgende Genstruktur zum TPCN1-Kanal derdviau
voraus (Abb. 14).

1 28

Abb. 14: Intron-Exon-Struktur des TPCN1-Genlocus der Mdbig 28 Exons sind als senkrechte Balken
dargestellt. Der gesamte Genlocus erstreckt sieh 5#b kb auf Chromosom 5.

Das gesamte TPCN1-Transkript hat eine vorhergedagtge von 4705 Basen, der ORF
umfasst 2451 Basen und codiert somit ein Protegtebend aus 817 Aminosauren. Dies
sind genauso viele wie beim TPCN1 der Ratte une Aminoséaure mehr als beim TPCN1
des Menschen (Tab. 3). Ein Vergleich der Aminos&aquenzen der drei Spezies zeigte
eine grolie Homologie von 95,1%. Aufgrund dieseruBdé konnte davon ausgegangen
werden, dass die vorENSEMBL fur den murinen TPCN1 vorhergesagten Exons
tatsachlich das komplette Gen abdecken. Die daahgsleitete mMRNA-Sequenz wurde

daher als Grundlage fir die Klonierungsexperimgetgommen.

Kanal Chromosom Genomische Anzahl Exons Anzahl
Sequenzlange [kb] Aminosauren
TPCN1 Mensch | 12 77 28 816
TPCN1 Maus 5 54 28 817
TPCN1 Ratte 12 87 28 817

Tab. 3: Vergleich der Gendaten des TPCN1-Kanals verschardgpezies.

Um die mRNA des TPCN1 aus Mausehirn mittels RT-P@QRamplifizieren und in einen
Vektor zu klonieren, wurden zwei Teile der Sequenabhéngig voneinander mit RT-PCR
amplifiziert und Uber die in Abb. 15 angegebenehntstellen in den Vektor pcDNA3
kloniert. Dann wurden die beiden Fragmente UberimieGen relativ zentral gelegene

EcoRI-Schnittstelle zur gesamten Gensequenz dedNTHG@nals assembliert (Abb. 15).
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Hindlll EcoRI

.T : T.

2961 bp

ATG Stop

Abb. 15: Schematische Darstellung der Klonierungsstratdgie den TPCN1-Kanal der Maus. Zwei
Uberlappende PCR-Fragmente wurden aus MausehirnAn&hplifiziert (waagerechte Linien oben). Die
angegebenen Restriktionsschnittstellen wurden vetete um die beiden Fragmente zur gesamten Sequenz
(waagerechte Linie unten) zu verbinden und in dektd pcDNAS3 zu klonieren.

Beide DNA-Strange des klonierten Gens wurden kothgequenziert und mit der
TPCN1-Sequenz in der DatenbaBNSEMBLmIit dem Ergebnis verglichen, dass beide

Sequenzen exakt Ubereinstimmen.

3.3.3 Klonierung des murinen TPCN2

Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit war néeime Klonierung des TPCN2-Kanals
aus irgendeiner Spezies publiziert. Er existiettesahliel3lich als vorhergesagtes Gen in
den Gen-Datenbanken. Somit lag — im Gegensatz ammawndten TPCN1-Kanal — keine
verlassliche Vergleichssequenz vor, an der einerarung maglich gewesen ware und es
musste zunéchst mit bioinformatischen MethodenSdirektur des TPCN2-Gens ermittelt
werden. In der DatenbartkNSEMBLwar eine vorhergesagte Genstruktur vom murinen
TPCN2 abgelegt, die aus 25 Exons auf Chromosonstamhe (Abb. 16).

1 25

Abb. 16: Intron-Exon-Struktur des TPCN2-Genlocus der Mdbig. 25 Exons sind als senkrechte Balken
dargestellt. Der gesamte Genlocus erstreckt sieh 3 kb.
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Diese 25 Exons bilden eine mRNA von 2909 bp Langd ain zugehériges Protein
bestehend aus 731 Aminosauren. In Tab. 4 sinENB8EMBI-Gendaten von Mensch und

Maus vergleichend aufgelistet.

Kanal Chromosom Genomische Anzahl Exons Anzahl
Sequenzlange [kb] Aminosauren

TPCN2 Mensch | 11 40 25 752

TPCN2 Maus 7 30 25 731

Tab. 4: Vergleich der Gendaten der TPCN2-Kanéale von MemnschMaus.

Mit den fur TPCN2 vorhergesagten 731 bp wurde eidrbiphobizitats-Profil erstellt, um
die potentiellen Transmembransegmente zu ermittidierzu wurden die Programme
DNAMAN, TMHMM v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/servigcesTMHMM/) sowie TMpred
(http://www.ch.embnet.org/software/ TMPRED _form.html eingesetzt. Die  Hydro-
phobizitatsprofile deuteten wie beim TPCN1 der &gtshibashi et al., 2000) auf eine
komplette Struktur eineswo PoreKanals mit zwei Doméanen mit je sechs hydrophoben

Transmembransegmenten und je einer Porenschleif@hbb. 17).

5.0
4.0
3.0
2.0

S2
S$1 ‘ S3S4 S5 P S6 S182S3 S4 S5 P S6
Iy "ﬂ

W AN,
TR wlmr ' lH”

Hydrophobizitat

I I
1 183 366 549 731

Position

Abb. 17: Hydrophobizitatsprofil des murinen TPCN2. Die hyplhoben Transmembransegmente (S1-S6)
und die vermutliche Porenregion (P) in beiden Dosmisind eingezeichnet. Das Profil wurde mit dem
Programm DNAMAN erstellt.



Ergebnisse 63

Eine prazisere Bestimmung der zwolf Transmembransete und der zwei vermutlichen
Porenregionen gelang durch emultiple alignmentd. h. einem Vergleich vieler TPCN1-
und TPCN2-Sequenzen unterschiedlicher Speziesnaitder. So konnten die Grenzen der
Strukturbausteine des Kanals ermittelt werden. sBrmmten weitgehend mit denen der
Hydrophobizitatsanalysen tberein.

Die Start- und Endpunkte der vorhergesagten Geeseqwvurden bioinformatisch
Uberprift. Das 3-Ende ist durch das Polyadenyligasignal, das meist die Sequenz
AATAAA hat, definiert. Wahrend dieses beim TPCN1itels Textsuche einfach zu finden
war (1138 bp hinter dem Stopcodon), war beim TPG&Na AATAAA zu finden. Mit
Hilfe der Internet-DatenbankPolyA DB2 (Tab. 5) konnte das seltene alternative
Polyadenylierungssignal TATAAA 660 bp hinter deno®Codon identifiziert werden.
Dieses Signal kommt in etwa 4% der bekannten Manesger (Paran et al., 2000; Tian et
al. 2005). Zwischen dem Stopcodon und dem Polyd@gaggssignal gibt es keine Intron-
Exon-Grenzen. Dies ist eine Voraussetzung fur diekEkonalitat der Polyadenylierungs-
sequenz.

Als néachstes musste Uberpruft werden, ob der AntlesgyGens, d. h. das vorhergesagte
Start-Codon, korrekt ist. Das vermutete Start-Coden TPCN2-mRNA liegt in Exon 1.
Ein Stop-Codon befindet sich 58 Basentripletts '#Rishtung vor dem vermuteten Start-
Codon. Unmittelbar vor dem Start-Codon gibt es zkeine klassische Kozak-Sequenz,
jedoch sind die zur Verstarkung der Translatiomsmaichtigsten Basen (Kozak, 1991)
vorhanden: Ein Purin drei Basen vor dem A des &adons und ein G vier Basen
dahinter.

Zum Auffinden des ersten Exons und des Start-Codores unbekannten Gens sind viele
Software-Tools verfugbar (Zhang, 2002), von denahnmare eingesetzt wurden (Tab. 5).
Um ein mdgliches, zusatzliches Exon mit Start-Codeit vor dem vermuteten Startpunkt
aufzuspuren, wurde ein weiter Bereich (20 kb) degiBn vor dem vOrENSEMBL
vorhergesagten Start-Codon mit den Programmen siegly Diese 20 kb decken den
gesamten Bereich bis zum nachsten bekannten Gataaletwa 17 kb vor dem TPCN2-
Gen liegt. Drei der Programme bestatigten das -Stwdon FirstEF, GrallEXP,
GeneMark.hmm wahrend ein viertes Programm ein zusétzlichesnEx der 5-UTR

voraussagte HGENESH. Die daran angeschlossene Untersuchung der Haxon-
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Grenzen zeigte, dass das Zusatzexon theoretiscHicmogare und nicht zu einer

Verschiebung des Leserasters filhren wiirde.

Name WWW-Adresse Referenz

PolyA DB 2 http://polya.umdnj.edu/polyadb/ Lee et al., 2007
FirstEF http://rulai.cshl.org/tools/FirstEF/ Davuluri et al. 2001
GrailEXP http://compbio.ornl.gov/grailexp/ Xu et al., 1997

GeneMark.hmm | http://exon.gatech.edu/GeneMark/eukhmm.cgi | Lomsadze et al., 2005

FGENESH http://linux1.softberry.com/berry.phtmi?topic= | Salamov et al., 2000
fgenesh&group=programsé&subgroup=gfind

Tab. 5: Ubersicht uiber die verwendeten Programme zur Aeatjer TPCN2-Gensequenz. PolyA DB 2
ermoglicht die Identifikation von Polyadenylierusggmalen in genomischen Sequenzen. Mit den anderen
vier Programmen kénnen Gene, insbesondere Genstatg im Genom gefunden werden.

Die Existenz dieses hypothetischen Exons wurdeelnitRT-PCR-Reaktionen getestet.
Hierzu wurde mRNA aus Maushirn isoliert und daralBNA generiert. Mit einem
Vorwarts-Primer, dessen komplementére Sequenz nim ligothetischen Exon lag, und
weiter in 3’-Richtung bindenden Ruckwarts-Primerrurde versucht Produkte zu
amplifizieren. Ware das hypothetische Exon ein dell cDNA, entstinden Produkte der
Lange von ca. 1 kb. Dies konnte jedoch nicht beotehcwerden (Abb. 18). Parallel
durchgefuhrte Kontrollreaktionen fiihrten hingegenPzodukten. Diese PCR-Experimente
widerlegten das Resultat des Progranii@&NESHund bestétigten den Genstartpunkt der
DatenbankENSEMBLund die Vorhersagen der anderen drei Programme.

1 2 3 4 Abb. 18: RT-PCR-Experimente zum Test auf die Existenz
eines hypothetischen, zusatzlichen Exons in de&dTR des
TPCN2-Gens. Eine Sequenz vom hinteren codierenden
Bereich in die 3'-UTR konnte amplifiziert werdenp{8 2,
Primer: TPCN2-7f/TPCN2-4r). RT-PCR-Reaktionen, bei
denen der Vorwarts-Primer an eine Sequenz des
hypothetischen Exons in der 5’-UTR bindet, fihrkemgegen
zu keinem Produkt (Spur 3, Primer: TPCN2-5utr-TeREN2-
11r und Spur 4, Primer: TPCN2-5utr-test/TPCN2-19fjirde
1 L das hypothetische Exon zur mRNA gehdren, entstien

- - diesen PCR-Reaktionen jeweils Amplifikationspro@ukter
Lange von ca. 1 kb. Alle PCRs wurde mit 30 Zyklemdu
optimal an die Primer angepassten Bedingungen deféhrt.
Spur 1: kb-Ladder.
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Mit den gewonnenen Erkenntnissen konnten Primedi@rRT-PCR zur Klonierung der
TPCN2-cDNA entwickelt werden. Der eine Primer waniplementar zur Sequenz direkt
vor dem Start-ATG, der zweite zu einer Sequenz itnneter dem Stop-Codon. Beide
enthielten jeweils eine Erkennungssequenz fur Réstisenzyme, um eine Klonierung
des PCR-Produkts in den Vektor pcDNA3 zu ermdghc@bb. 19). Auf diese Weise
gelang die Amplifikation des gesamten ORF, was wiieoh bestatigt, dass es sich bei der
vorhergesagten Genstruktur tatsachlich um ein zosarhangendes Gen handelt. Die
Sequenz der TPCN2-cDNA ist im Anhang zu finden.

Kpnl Xhol
| ! 2255 bp !
ATG Stop

Abb. 19: Schematische Darstellung der Klonierungsstratégielen TPCN2-Kanal der Maus. Der gesamte
ORF des Gens wurde in einem Stiick aus MausehirnAn&Nplifiziert. Die eingesetzten Primer enthielten
die angegebenen Restriktionsschnittstellen, mitedetias PCR-Produkt in den Vektor pcDNA3 kloniert
werden konnte.

3.4 Untersuchungen an TPCN Proteinen

Die cDNA-Sequenzen der lonenkanale wurde in dieagukischen Expressionsvektoren
kloniert, um die zugehdrigen Proteine charaktemsiezu kbnnen. Der Schwerpunkt lag
hierbei auf dem TPCN2, wahrend der TPCN1 an einig@tlen zu Vergleichszwecken
hinzugezogen wurde, um Gemeinsamkeiten und Untedehzwischen den beiden

lonenkanéalen zu verdeutlichen.

3.4.1 Herstellung und Test eines TPCN2-spezifisam@ntikorpers

Um das TPCN2-Protein mittels Western Blot nachweissi kdnnen, wurde ein
spezifischer Antikérper benétigt. Kommerziell ethiéh waren nur Antikérper fur das
humane TPCN2-Protein, aber keiner fur das murirstelty, sodass es erforderlich war,
selbst einen derartigen Antikorper herzustellers. Réptid-Antigen fir die Immunisierung
von Kaninchen diente ein Oligopeptid bestehendl®aminosauren des C-Terminus des
Maus-TPCN2-Proteins (Sequenz siehe Anhang). Arefghiid immunisierte die Firma

Gramsch zwei Kaninchen mit dem Peptid insgesamt Kdial in einem vierwochigen
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Abstand und entnahm jeweils etwa 20 ml Serum. Beifehalen Blutabnahme nach der
letzten Immunisierung konnten pro Kaninchen 80-9@arum gewonnen werden

Die Seren wurden mittels Western Blot-Experimemtah Lysaten von HEK293-Zellen,
die zuvor mit der klonierten TPCNZ2-cDNA-Sequenz peDNA3-Vektor transient
transfiziert worden waren, auf die Anwesenheit sleszifischen Antikorpers getestet. Fir
den Nachweis des TPCN2-Proteins im Western Blotdewuzunachst unaufgereinigtes
Serum als Priméarantikorper-LOosung eingesetzt. Jede@r die Spezifitat dieser
Antikorperldésung fir den Western Blot nicht ausheicd, sodass eine Aufreinigung der
Seren und damit Aufkonzentrierung des spezifisScRETCN2-Antikérpers Uber eine
Affinitats-Saule mit gekoppeltem Peptid-Antigen aederlich war. Derart aufgereinigte
Antikdrper wurden dann mit geblotteten HEK293-Zejsaten auf ihre Eignung im
Western Blot getestet.

Um die Spezifitit des eigenen Antikdrpers mit démeg kommerziell erhéaltlichen
vergleichen zu kdnnen, wurden nicht nur Wildtyp-TN2=Proteine im Western Blot
untersucht, sondern auch Fusionen des TPCN2 mit E&mP. Zur Herstellung dieses
EGFP-TPCN2-Fusionsproteins wurde die Sequenz ddsPH@ gleichen Leseraster wie
die lonenkanal-cDNA direkt vor das Start-Codon ko) indem zuerst in zwei separaten
PCR-Reaktionen zwei Produkte amplifiziert wurdensténs die EGFP-Sequenz und
zweitens den ersten Teil der TPCN2-cDNA von der IKpechnittstelle vor dem Start-ATG
bis hinter die EcoRI-Schnittstelle (Sequenzen dané& und gesamte Sequenz des TPCN2
siehe Anhang). In einem weiteren PCR-Schritt, egogy. Overlap-PCR, wurden dann die
beiden ersten PCR-Produkte als Template eingegetzimit Hilfe von Overlap-Primern
eine fusionierte Sequenz amplifiziert, bei der sihEGFP-Sequenz ohne Stop-Codon im
gleichen Leseraster direkt vor dem Start-ATG delCNR-Sequenz befand. Das PCR
Produkt konnte dann Uber die Schnittstellen Kpndl &itoRI in das TPCN2-pcDNA3-
Konstrukt ligiert werden.

Nach dem gleichen Prinzip wurde auch ein EGFP-TREOKionskonstrukt hergestellt,
das aber erst spater zum Einsatz kam. Der Beremh $®$tart-Codon bis zu einer
geeigneten Restriktionsschnittstelle — hier BstEMWurde ausgeschnitten und durch eine
mit Overlap-PCR generierte Fusions-Sequenz aus B®EPTPCN1 ersetzt (Sequenzen

siehe Anhang).
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Mit dem Wildtyp-TPCN2 sowie mit dem EGFP-TPCN2-Fuskonstrukt wurden

HEK293-Zellen transfiziert und die Lysate sowohlt dem anti-TPCN2- als auch mit
einem kommerziell erhaltlichen anti-GFP-Antikorp@fa. Clontech) im Western Blot
getestet.

Es zeigte sich bei den Lysaten mit dem Wildtyp-TRGMmer eine Doppelbande (Abb.
20A, Spur 1), die im Lysat der untransfiziertenl@elnicht vorkam. Die untere Bande war
mit etwa 75 kDa etwas niedriger als flr das redsobr83 kDa schwere Protein zu
erwarten ware. Das EGFP-TPCN2-Protein konnte mididome Antikbrpern mit gleicher

Spezifitat nachgewiesen werden. Es zeigten sichgtiehen Doppelbanden wie beim
Wildtyp, die jedoch jeweils weniger weit im Gelfea (Abb. 20A, Spur 2). Die Differenz

der Laufgeschwindigkeit entsprach in etwa dem Antdes EGFP, das ein

Molekulargewicht von 27 kDa hat. Da der anti-GFPikérper am N-Terminus des
Fusionsproteins bindet und der anti-TPCN2-Antikorpe C-Terminus (Abb 20B), ist es
unwahrscheinlich, dass die unteren Banden partiejradiertes TPCN2-Protein oder

unspezifische Signale beider Antikdrper darstellen.

A

1 2 3 1 2 3
[kDa]
150 -
100 - e

— B
75 -
50 -

Anti-GFP Anti-TPCN2

Abb. 20: Western Blots zum Test des anti-TPCN2-Antikdrpé&s.Zwei Western Blots mit je 20 ug
Gesamtprotein aus HEK293-Zell-Lysaten. Spur 1: Lgses Zellen transfiziert mit TPCN2 in pcDNA3, Spur
2: Lysat aus Zellen transfiziert mit EGFP-TPCN20eDNAS3, Spur 3: Lysat aus untransfizierten HEK293-
Zellen. B: Schematische Darstellung des EGFP-TPCN2-Fusiotepso Die symbolisch dargestellten
Antikorper (rot) kennzeichnen die jeweiligen Epioges Proteins, an die sie binden.

Nach dem erfolgreichen Nachweis des TPCN2-Proteirtsansfizierten Zellen, war der
nachste Schritt die Detektion nativer TPCN2-Praeiin Mausgewebe. Hierfir wurden

Gewebe eingesetzt, in denen das TPCNZ2-TranskriptelsiNorthern Blot gefunden
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werden konnte, wie z. B. Niere und Hirn. Jedoclytesi sich viele unspezifische Signale
im Western Blot und eine vergleichbare TPCN2-sjmdie Bande wie in den HEK293-
Lysaten konnte nicht gefunden werden (nicht gexeigs Problem der Unspezifitat des
Antikorpers konnte auch nicht umgangen werden, vwargschlie3lich Membranfraktionen
der Gewebelysate eingesetzt wurden. Die Spezifaé&tT PCN2-Antikorpers ist somit zwar
gut geeignet fur die Detektion heterolog Uberexmaiter Proteine, jedoch nicht

ausreichend fur einen Nachweis nativer Protein&awebe der Maus.

Weiterhin wurde mit der gleichen Vorgehensweise &itikorper gegen den murinen
TPCN1-Kanal hergestellt. Auch in diesem Fall wurdarei Kaninchen immunisiert. Aus
den Seren beider Kaninchen konnte kein hinreichgpekifischer Antikorper erhalten
werden. Auch nach der Aufreinigung der Seren waiGkhalt an spezifischem Antikérper
zu gering, um das TPCN1-Protein aus Gesamtzeldgsatansfizierter HEK293-Zellen
spezifisch zu detektieren.

3.4.2 Untersuchung der Glycosylierung der TPCN-Pri@ine

In der TPCN2-Proteinsequenz fielen zwei potenti@lgnale fir N-Glycosylierung im
vorhergesagten Extrazellularbereich zwischen derfidii Transmembransegment und der
Porenregion der zweiten Doméne des TPCN2-Proteuis @m zu Uberprifen, ob
tatsachlich Glycosylierungen an diesen Positionesrliegen, wurden Lysate aus
transfizierten HEK293-Zellen vor dem Western Blottveeder mit Endoglycosidase H
(Endo H) oder mit N-Glycosidase F (PNGase F) betlhn@éahrend PNGase F alle N-
glycosidischen Bindungen an den AsparaginresterPda®ins spaltet, ist die Endo H nur
in der Lage den mannosereichen Typ und einige Forehes Hybrid-Typs der N-
Glycosylierungen abzuspalten, jedoch nicht den Kergm Typ.

Nach der Behandlung des Lysats mit PNGase F wachlisilich die untere Bande des
TPCN2-Proteins detektierbar. Sie nahm auf3erdem néenditat gegeniber der des
unbehandelten Lysats zu (Abb. 21, zweite Spur)sBeein Indiz dafur, dass die in den
vorherigen Western Blots (Abb. 20A) beobachteterenBande die unglycosylierte Form
des TPCNZ2 darstellt.

Bei einer Behandlung des Lysats mit Endo H blied albere Bande erhalten, aber die

anderen Zusatzbanden verschwanden und die unBastiee nahm nur wenig an Intensitat
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zu (Abb. 21, dritte Spur). Diese Resultate zeigem sleutlich, dass die Glycosylierungen
des TPCN2-Kanals teilweise auch dem komplexen Typvialen Verzweigungen und

unterschiedlichen Zuckermonomeren angehéren, disteat gegeniiber der Behandlung
mit Endo H sind. Die oberste Bande des unbehanmddlysats (Abb. 21, erste Spur)
entsteht somit durch die TPCN2-Proteine mit kom@heXuckergertsten, die das Protein

im Gel verlangsamen.

1 2 3 Z
TPCN2 + + + -
Endo H - - + -
PNGase F - + - -
- -~ -
= — R

Abb. 21: Entglycosylierung des TPCN2-Proteins. Pro Spurdenor10 pg Lysat TPCN2-transfizierter
HEK293-Zellen (Spuren 1 bis 3) bzw. untransfizieiZellen (Spur 4) eingesetzt. Die Kontrollansathae
Enzym wurden in gleicher Weise behandelt wie digiem mit Enzym (Inkubation mit Puffer etc.). Nadérd
Behandlung wurden die Lysate im Western Blot vez#el und die TPCN2-Proteine mit dem anti-TPCN2-
Antikorper detektiert.

In weiteren Experimenten wurden zwei TPCN2-Mutantengestellt, bei denen jeweils
eine der beiden Glycosylierungsstellen — der Agparast an Position 594 bzw. der an
Position 601 — zu Glutamin mutiert war (Mutante M&9%zw. N601Q). Western Blots mit
diesen Mutanten konnten die Ergebnisse der enzgoha&th Entglycosylierung noch
unterstreichen. Beide Positionen scheinen glycedylzu werden, da es bei beiden
Mutanten im Western Blot ohne enzymatische Entglytterung ein reduziertes, aber
nicht vollig fehlendes Glycosylierungsmuster gabineE Mutante, bei der beide
Glycosylierungsstellen mutiert waren, bestatigtesdi Befunde ebenfalls. Bei ihr konnte
ausschlieRlich die untere Bande detektiert werddai (22, Spuren 7 und 8), wie bei dem
Wildtyp-Protein nach der Behandlung mit PNGase Bh(A21, Spur 2) oder den Mutanten

mit nur einer Mutationsstelle nach entsprechenagradiung (Abb. 22, Spuren 3 und 6).
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EndoH - - - .
PNGaseF - - + - - + - + -
o -=

N594Q

Abb. 22: Entglycosylierung und Western Blot von TPCN2-Pired@ mit mutierten Glycosylierungsstellen.
Pro Spur wurden 10 pg Lysat transfizierter HEK2%3leh (Spuren 1 bis 8) bzw. untransfizierter Zellen
(Spur 9) eingesetzt. Die Anséatze ohne enzymati&dteandlung wurden in gleicher Weise behandelt wie
diejenigen mit Enzym (Inkubation mit Puffer etd\ach der Behandlung wurden die Lysate im Westeat Bl
verarbeitet und die TPCN2-Proteine mit dem anti-NRe\ntikorper detektiert. Die Mutationsstellen ierd
TPCN2-Aminosauresequenz sind unter dem Blot angegeb

Gewebelysate wurden ebenfalls mit dem Enzym PNGalsehandelt. Es wurde geprift,
ob es sich bei den in den vorhergegangenen WeBteta mit dem TPCN2-Antikorper

beobachteten Banden um andere Glycosylierungsfodaenl PCN2-Proteins als bei den
HEK293-Zelllysaten handelt. Jedoch zeigten die Kntpylierungsversuche keine
Veranderung der Banden im Western Blot gegenltbleehandelten Gewebelysaten (nicht
gezeigt). Daher muss davon ausgegangen werdengiéassBanden nur auf unspezifische

Bindungen des Antikérpers beruhen.

In der Sequenz des verwandten TPCN1-Kanals gilbesfalls Glycosylierungsstellen.
Die erste ist an analoger Position wie die einenb@PCN2, zwei andere befinden sich
wenige Basenpaare davon entfernt in der gleichérazdlularen Schleife (siehe 6.5,
Alignment zwischen TPCN1 und TPCN2). Um die Glycosylierungsdr Stellen zu
prufen, wurde das EGFP-TPCN1-Fusionskonstrukt sieige dessen resultierendes
Protein ein errechnetes Molekulargewicht von 125 Kiat. Ein Western Blot mit Lysat
derart transfizierter HEK293-Zellen zeigte wie belfACN2 eine Doppelbande (Abb. 23,
erste Spur).

Nach der Behandlung mit PNGase F war wie beim TP@N2noch eine einzelne scharfe
Bande zu sehen, sie verlief niedriger als beidedBardes unbehandelten Lysats (Abb. 23,
zweite Spur). Auch das EGFP-TPCN1 Protein war t@8e resistent gegenuber der
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Behandlung mit Endo H, da nach entsprechender Bidvag nur die untere Bande ihre
GroRRe veranderte, wahrend die obere, die offerigichdas glycosylierte Protein mit den

komplexen Zuckerresten darstellte, unveranderbl{idb. 23, dritte Spur).

1 2 3 4

TPCNA1 + s + -
Endo H - - + -
PNGase F - = - -

Abb. 23: Entglycosylierung des EGFP-TPCN1-Proteins. ProrSpurden 10 pg Lysat EGFP-TPCN1-
transfizierter HEK293-Zellen (Spuren 1 bis 3) bzuntransfizierter Zellen (Spur 4) eingesetzt. Die
Kontrollansatze ohne Enzym wurden in gleicher Weiskandelt wie diejenigen mit Enzym (Inkubation mit
Puffer etc.). Nach der Behandlung wurden die LysataVestern Blot verarbeitet und die EGFP-TPCN1-
Proteine mit einem Anti-GFP-Antikorper (Clontectetektiert.

3.4.3 Coimmunprazipitation der TPCN-Proteine

Um in vitro nachzuweisen, dass die TPCN-Kanéale Dimere bildendann strukturelle
Ahnlichkeit mit den spannungsgesteuerten Natriuntt Galciumkanalen héatten (Ishibashi
et al. 2000), wurden Coimmunprazipitations-Experiteemit den heterolog exprimierten
Kanalen durchgefuhrt. FUr die Detektion von TPCN2xddimeren sowie auch von
TPCN1-TPCN2-Heterodimeren, wurden neue lonenkamalskukte generiert. So wurden
mittels PCR-Klonierung an das 5’-Ende der cDNA-Samqen der Kanale die Sequenz des
Myc-Epitops (EQKLISEEDL), eines etablierten Epitofig Proteinnachweise (Jarvik &
Telmer, 1998), angehangt Fur die Immunprazipitatimnnte dann ein kommerziell
erhaltlicher anti-Myc-Antikorper eingesetzt werdétEK293-Zellen wurden entweder mit
den EGFP-TPCN2- und Myc-TPCN2- oder mit den EGFENPE- und Myc-TPCN1-
Konstrukten cotransfiziert, die resultierenden &rdysate mit dem anti-Myc-Antikorper
und Protein-A-Sepharose prazipitiert und per WesBtot mit dem anti-EGFP-Antikorper

detektiert. Als Kontrollexperimente dienten Lysdiei denen mit einem anti-Glutathion-S-
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Transferase Antikérper versucht wurde zu prazigte und zweitens wurden
Parallelansétze mit untransfizierten Zellen durdige.

Die Spuren bei denen das Lysat direkt aufgetragemevzeigen, dass in den Lysaten der
transfizierten HEK-Zellen das EGFP-TPCN2-Proteimheamden war (Abb. 24, erste und
sechste Spur). Es zeigte sein typisches Bandenmudés die glycosylierte und
unglycosylierte Form des Proteins darstellt. In 8pur bei der das Myc-TPCN2-Protein
immunprazipitiert wurde, ist auch eindeutig das PAFPCN2-Protein zu sehen (Abb. 24,
zweite Spur), jedoch nicht im Kontrollansatz (A2, dritte Spur). Damit wurde deutlich
der Beweis erbracht, dass TPCN2-Proteine aneinduioiéen.

Bei der Immunprazipitation des Myc-TPCN1-Proteirmkte das EGFP-TPCN2-Protein
hingegen nicht detektiert werden (Abb. 24, vorket3pur).

1 2 3 4 5 6 7 8

Myc-TPCN1 - - ~ - e

Myc-TPCN2 + + o+ - : - g -

GFP-TPCN2 + + + - - + + <+

anti-Myc - + - - + - + -

Kontroll-AK - - + - - - - +
=

Abb. 24: Co-Immunpréazipitation aus Lysaten transfiziertdfk293-Zellen. Die Lysate wurden mit einem
anti-Myc-Antikérper immunprazipitiert, als Negativitrolle diente ein anti-GST-Antikérper (Kontrollkj.
Nach dem Western Blot der Immunpréazipitate wurde @imem anti-GFP-Antikorper die Anwesenheit des
EGFP-TPCN2 uberprift. In den ersten drei SpurendemrLysate mit Myc-TPCN2 und EGFP-TPCN2
eingesetzt, in der vierten und funften Spur Lysatéransfizierter Zellen und in den letzten drei i®pou
Lysate mit Myc-TPCN1 und EGFP-TPCN2. Bei den Spushne Antikérperzugabe (1, 4 und 6) wurden
10% der Lysate (100 pg) direkt auf das Gel aufgetna Sie dienten als Kontrolle fur die Menge an PGF
TPCN2 im Lysat.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Monomere der TP&MNi€ miteinander interagieren
kénnen und daher sehr wahrscheiniichvivo Dimere bilden. Allerdings scheint es keine

Heteromere zwischen TPCN1 und TPCN2 zu geben.

3.5 Heterologe Expression in Pflanzenzellen und Kéokalmikroskopie

Da Pflanzen einefwo Pore LooKanal besitzen, der in der Vakuolenmembran lolaalis
ist (Peiter et al., 2005), wurde getestet, ob dierimen TPCN-Kanéle nach einer
heterologen Expression in Pflanzenzellen auch in\@&kuole nachweisbar sind. Dies
wurde ermdglicht, indem die EGFP-TPCN-Fusionsseperewvom pcDNA3-Vektor in den
Pflanzen-Expressionsvektor pSAT1564 umkloniert wuard Die anschlielenden
Experimente zur Expression der Kanale und Mikrogkager Pflanzen wurde von der
Arbeitsgruppe um Dr. Dirk Becker, Julius-von-Sathstitut, Abteilung molekulare
Pflanzenphysiologie und Biophysik, Universitat Wiueg, durchgefuhrt. Die Gruppe
transfizierte Lauch-, Ackerbohnen- und Zwiebel-Epidiszellen mit Hilfe der
Schrotschuss-Methode nach dem in Ranf et al. (2@@&chriebenen Protokoll und
mikroskopierte die Zellen mit einem Konfokalmikrogk

Die transfizierten Pflanzenzellen exprimierten da&FP-TPCN1-Protein mit guter
Effizienz. Bei der Mikroskopie zeigte sich eindgugine Lokalisation der Proteine im
Innern der Zelle und nicht in der Plasmamembrarb(A&5A, B, Abb. 26). Die Verteilung
der Fluoreszenz des murinen EGFP-TPCN1-Fusionspsat@terschied sich aber klar von
der des pflanzlichen TPCN1 (Peiter et al., 2005nfR&t al., 2008) und schien in der
Membran des Endoplasmatischen Reticulums zu seime{&kreis Dr. Becker, mundliche
Mitteilung).

Nach der Transfektion des murinen EGFP-TPCN2-Frstém Pflanzenzellen glich in
einigen der mikroskopierten Zellen die Verteilurgsdrluoreszenzsignals der des Maus-
EGFP-TPCN1 (Abb. 25C), es war demnach wahrschairdiecch im endoplasmatischen
Reticulum lokalisiert. In einigen Zellen zeigterclsiaber auch tber die gesamte Zelle
verteilte punktuelle Fluoreszenzsignale (Abb. 25Dabei kdnnte es sich einerseits um
Vesikel oder kleine Organellen handeln, anderesdégst sich nicht ausschlie3en, dass die
Signale Fluoreszenz-Artefakte durch cytosolischegragation der Uberexprimierten

Fluoreszenzproteine sind (Arbeitskreis Dr. Beckaiindliche Mitteilung).
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Abb. 25: Heterologe Expression muriner EGFP-lonenkanaldnsgiroteine in Lauch-Epidermiszellen.
A, B: Konfokalmikroskopische Aufnahmen von EGFP-TPCNprewierenden Zellen (grin). In Abb. A
geht die Mikroskopierebene zentral durch den Zeflkd, daher sind die Vakuolen (grofe schwarze
Bereiche) sowie der Zellkern (runde Struktur in dditte) gut zu erkennen. In Abb. B geht die
Mikroskopierebeneberhalb oder unterhalb der Vakuolen durch diepherie der Zellen. Daher sind die
Vakuolen weniger gut, cytoplasmatische Strukturemgyégen besser zu erkennen als in AbbD#e griine

Fluoreszenz markiert moglicherweise das ERD: EGFP-TPCN2 exprimierende Zellen. MaRstabsbalken:
20pum.

A

Abb. 26: Expression des murinen EGFP-
TPCNL1 in einer Schliel3zelle der Ackerbohne
(Vicia fabg. A: Autofluoreszenz  der
Chloroplasten in rot dargestelB: Fluoreszenz
des EGFP-TPCN1. (grun)C: Durchlicht-
aufnahmeD: Uberlagerung der Fotos A, B und
C. MafR3stabsbalken: 10pum.
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3.6 Heterologe Expression in HEK293-Zellen und Komkal-
mikroskopie
Um der Frage weiter nachzugehen, ob TPCN-Kanaléein Plasmamembran oder in
intrazellularen Membranen lokalisiert sind, wurdele schon in den vorherigen
Experimenten erfolgreich eingesetzten EGFP-Kanaldfasproteine im Vektor pcDNA3
erneut in der Zelllinie HEK293 zur Expression gehtaund dann deren Synthese und
Verteilung in der Zelle durch Fluoreszenzmikroskopntersucht. Die Zellen wurden zwei
bis drei Tage nach der Transfektion fixiert undeuneéinem Laser-Konfokalmikroskop
(LSM 510 Meta, Zeiss) untersucht (Abb. 27).

Abb. 27: Konfokale Mikroskopie von HEK293-Zellen zwei Tagmch der Transfektion von EGFP-
lonenkanal-Fusionskonstrukten im Vektor pcDNA3 (@riund dem Membranmarker pECFP-Mem (rot).
Unmittelbar vor der Fixierung wurden die Zellkermet Hoechst 33342 gefarbt (blaw): Cotransfektion
von EGFP-TPCN1 und CFP-MemB; Cotransfektion von EGFP-TPCN2 und CFP-Mem. Malstalken:
5pum.

Wahrend das ECFP-Signal des Membranmarkers (hret)imeutlich die Plasmamembran
der Zellen markiert, ist die EGFP-Fluoreszenz dé&&E-TPCN1 und des EGFP-TPCN2
jeweils weiter im Innern der Zelle lokalisiert. Bonnte bei der Auswertung der
konfokalmikroskopischen Fotos keine Colokalisazenschen ECFP- und EGFP-Signalen
an der Plasmamembran festgestellt werden. Um zipiibben, ob das Protein erst einige

Tage nach seiner Synthese in die Plasmamembraebgingwird, wurde auch drei bis funf
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Tage nach der Transfektion mikroskopiert, was diltgys keinen Unterschied in der

Verteilung der Fluoreszenz offenbarte.

3.7 Heterologe Expression in COS-7-Zellen und Immuncytchemie

Die folgenden Immuncytochemischen Experimente wurdasschlie3lich mit COS-7-
Zellen durchgefuhrt, da bei ihnen der Zellkern irar§feich zur Gesamtzellgrél3e kleiner
ist als z. B. bei HEK293-Zellen. So lassen sichden COS-7-Zellen intrazellulare
Strukturen wie z. B. Organellen besser darstellen.

3.7.1 Immuncytochemische Untersuchung des Wildtyp HCN2-Kanals

Die subzellulare Lokalisation des TPCN2-Kanals wan besonderem Interesse und
wurde mit der Methode der Immuncytochemie, bei das Protein in der Zelle mit
Antikérpern detektiert und visualisiert wird, nodfetaillierter betrachtet. Zusatzlich
wurden diverse Organellenmarker getestet und d€egteilungsmuster in der Zelle mit
dem des TPCNZ2-Kanals verglichen. Um den Wildtyp-WNRCohne Modifikationen
untersuchen zu konnen, wurde der selbst hergesiafitl im Western Blot erfolgreich
getestete Anti-TPCN2-Antikorper eingesetzt. NachTdansfektion der COS-7-Zellen mit
dem klonierten TPCN2 im pcDNA3-Vektor, konnte dd8CIN2-Protein zwei Tage spater
mit sehr guter Spezifitat detektiert werden (AbBA2B).

Es zeigte wie das EGFP-TPCN2-Fusionsprotein inHIEEK293-Zellen eine intrazellulare
Verteilung, jedoch war die Auflosung der Aufnahmemesentlich besser. Das
Fluoreszenzsignal war wie ein Netzwerk Uber dasmeés Zellinnere verteilt, meist um
den Zellkern herum etwas intensiver als in der NddgrePlasmamembran und erinnerte an
die Morphologie des ER.

In Folgeexperimenten war das Ziel, die Colokal@matles TPCN2 mit Organellenmarkern
zu untersuchen, um so eine klare Aussage Uber deénd€® TPCNZ2-spezifischen
Fluoreszenz in der Zelle treffen zu kdnnen. Die @drdlenmarker wurden zunachst an
COS-7-Zellen getestet und in mehreren parallel fyetiihrten Experimenten die
optimalen experimentellen Bedingungen ermittelt. && Darstellung der Mitochondrien
hat sich der Farbstoff MitoTracker CMX-Ros (Invigien) als optimal herausgestellt, da er
die Mitochondrien in den COS-7-Zellen mit exzelEm$Bpezifitat und Intensitat anfarbte
(Abb. 28C).
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Abb. 28: Immuncytochemischer Nachweis des TPCN2-Proteins Q@©OS-7-Zellen mit dem
Konfokalmikroskop und Test diverser Organellenmarliée B: Detektion des murinen Wildtyp-TPCN2-
Proteins in transfizierten Zellen mit einem selbsigrierten spezifischen Antikdrper und einem Cy3-
Sekundarantikdrper (grin).C: COS-7-Zellen nach Inkubation mit einem Mitochoedmarker
(MitoTracker’ Red CMX-Ros, Invitrogen)D: Farbung der Lysosomen mit LAMP1-Antikérper (Abcam)
E: Detektion des TPCN2 mit TPCN2-Primarantikorper ukMCA-SekundarantikorperE: Uberlagerung
der Fluoreszenz aus E mit der eines Membranmafk&3 C-WGA, Sigma). Mal3stabsbalken: 10 um.
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Die Lysosomen konnten am besten immuncytochemigtleimem Antikdrper gegen das
lysosomenspezifische Protein LAMPlySosome associated membrane protaichtbar
gemacht werden (Abb. 28D). Fiur die Detektion desopfasmatischen Reticulums (ER)
gab es einen Anti-Calnexin-Antikorper, der mit ng#si Spezifitat an die Calnexin-
Proteine in den COS-7-Zellen band (Abb. 29H).

Nach den erfolgreichen Tests wurden die Marker @S&7-Zellen eingesetzt, die zuvor
mit TPCN2 in pcDNAS3 transfiziert worden waren. Zghé&t wurde geprift, ob der
TPCN2-Kanal auch in der Plasmamembran vorkommtrzdievurden die Membranen
transfizierter Zellen mit dem rot fluoreszierendé&marbstoff TRITC-WGA (Sigma)
angefarbt und die TPCN2-Kandle in diesem Fall mittdauer AMCA-Fluoreszenz
sichtbar gemacht (Abb. 28E, F). Es konnte bei dewnfekalmikroskopie keine
Colokalisation zwischen dem Membranmarker und de@€N2-spezifischen Fluoreszenz
festgestellt werden.

Zwischen dem Mitochondrienmarker und dem TPCN2 gab ebenfalls keine
Colokalisation (Abb. 29A, B, C).

Das Lysosomenmuster sah grundsatzlich ganz anderala das des TPCN2 (Abb. 29D,
E, F). Es kann aber nicht grundsatzlich ausgessaiogerden, dass eine kleine Teilmenge
an TPCN2-Proteinen auch in den Lysosomen vorkommt.

Schlie3lich konnte eine deutliche Colokalisatiols @ CN2 mit dem Marker fur das ER
nachgewiesen werden (Abb. 29G, H, I). Der ER-Maraursachte vereinzelt punktuelle
unspezifische Farbungen, aber anhand der orangefmbFarbung in Abb. 291 wird
deutlich, wie stark die beiden Fluoreszenzen Uppda. Das netzartige Muster des
TPCN2-Proteins in der Zelle spricht ebenfalls filned_okalisation im ER.
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TPCN2 Organellen Uberlagerung

Abb. 29: Untersuchung der Lokalisation des TPCN2-Proteiittels Immuncytochemied, B, C: Nachweis
des TPCN2-Proteins (griin) und der Mitochondrient)(d, E, F: Nachweis des TPCN2 (griin) und der
Lysosomen (rot)G, H, I: Nachweis des TPCN2 (rot) und des ER (griin). Il€AD und F wurde das myc-
TPCN2-Protein mit einem Cy2-Sekundarantikdrper kietet, in G und | der Wildtyp-TPCN2 mit einem
Cy3-Sekundarantikérper. Das ER wurde mit einem -@atinexin-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology)
und Cy2-Sekundarantikdrper nachgewiesen. Mal3stidesbd 0 um.
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3.7.2 Immuncytochemische Untersuchungen auf Anwedesit des

TPCNZ2-Kanals in der Plasmamembran
Die bisherigen Ergebnisse deuten darauf hin, das3ECN2-Kanal nur in intrazellularen
Kompartimenten transfizierter Zellen zu finden it einem weiteren Experiment soll
diese Hypothese uberprift werden.
Uber immuncytochemische Versuche an nicht permisasten Zellen, bei denen
Antikodrper nicht ins Zellinnere eindringen kénnesoll untersucht werden, ob potentiell
vorhandene extrazellulare Abschnitte von TPCN2dtneh detektierbar sind. Der
TPCN2-Antikorper ist fur dieses Experiment nicheigmet, da er an den C-Terminus
bindet, der aller Wahrscheinlichkeit nach auf dgosolischen Seite liegt. So wurde in die
erste Schleife zwischen dem ersten und zweitensimambransegment der ersten Doméane
die Sequenz des Hamagglutinins (YPYDVPDYA) eingéfiDies wurde Uber eine
Overlap-PCR erreicht, bei der jeder der beiden @pdpPrimer einen Teil der TPCN2- und
einen Teil der HA-Sequenz enthielt (Primersequersiehe Anhang). Bei der Overlap-
PCR Uberlappten die Sequenzen so, dass sie sidkompletten HA-Sequenz erganzten
und ein Produkt vom Anfang des TPCN2-Gens bis hinlie EcoRI-Schnittstellen
entstand. AnschlieRend konnte die Wildtyp-Sequeancid das PCR-Produkt mit HA-
Sequenz Uber die Schnittstellen Kpnl und EcoRItetrsesrden.
Dieser mutierte TPCN2-Kanal (TPCN2-HA) konnte imroyiochemisch mit einem Anti-
HA-Antikérper in transfizierten COS7-Zellen mit sefguter Spezifitat nachgewiesen
werden und unterschied sich im Verteilungsmustentnvom Wildtyp-Kanal (Abb. 30A).
Die eingefiigte HA-Sequenz schien somit die Expoessind Faltung des Proteins nicht
gravierend zu beeinflussen und l6ste scheinbaeKeagradation des Proteins aus.
In einem Parallelansatz wurden die Zellen nichtmmabilisiert, ansonsten aber genau
gleich behandelt, sodass der Antikorper nicht i dellen eindringen konnte. Es wurde
eine grol3e Zahl Zellen untersucht, es konnte jedoemals ein Fluoreszenzsignal an der
Zelloberflache beobachtet werden (Abb. 30B). Dameigt dieses Experiment sehr
deutlich, dass das TPCN2-HA-Protein nicht in dieashlamembran transfizierter
COS-7-Zellen eingebaut wird und stattdessen ausftich in intrazellularen
Organellenmembranen vorkommt. Bei den Kontrollriesdén ohne Priméarantikorper
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konnte bei permeabilisierten Zellen eine unspezhfessFarbung der Zellkerne beobachtet

werden (Abb. 30D), die aber das Resultat der Erparte nicht beeinflusst.

Abb. 30: Immuncytochemie zum Test auf Oberflachenexpressioss TPCN2-Proteins mit integrierter HA-
Sequenz (TPCN2-HA)A: Eine standardmaRig durchgefiihrte Immuncytochemie parmeabilisierten
COS-7-Zellen konnte das transfizierte TPCN2-HA-Birothachweisen. Das Fluoreszenzmuster unterschied
sich nicht von dem des Wildtyp-Kanals. Eingesetarde ein Anti-HA Primarantikdrper (Cell Signaling)
und ein Cy2-Sekundarantikdrpd: Bei nicht permeabilisierten und ansonsten gendetandelten Zellen
konnte kein TPCN2-HA-Protein nachgewiesen werdenD: Kontrollexperiment zum Test der Spezifitat
des Sekundéarantikdrpers. Permeabilisierte Zellerrdemu genauso behandelt wie bei den anderen
Experimenten, mit dem einzigen Unterschied, dasgn Kerimarantikdrper zugegeben wurde (C:
Uberlagerung aus Hoechst 3342- und Cy2-Fluoresfnmayr Cy2 Fluoreszenz). MaRstabsbalken: 10 pm.
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3.7.3 Immuncytochemische Untersuchung gezielt mutier TPCN2-

Kanéle
In der Aminosauresequenz des TPCN2 gibt es eirotgnpielle ER-Rickhaltesignale, die
in Folgeexperimenten durch Mutationen bzw. Trurdkegn entfernt wurden. Die daraus
folgende Lokalisation der TPCN2-Kanale in der Plasrambran hatte experimentelle
Vorteile. So wirden z. B. elektrophysiologische Blesggen an der Plasmamembran
mittels Patch-Clamp ermdglicht. Zweitens ist nisither, ob die subzellulare Lokalisation
in den COS-7-Zellen dean vivo Situation entspricht, oder ob mdglicherweise itivea
Zellen der Maus die Rickhaltesignale z. B. durchaktoren maskiert sind.
Als erstes wurde ein mogliches ER-Rickhaltemotig dvei Argininen (RRR) in der
cytosolischen Schleife zwischen den beiden Domégefunden. Studien an anderen
lonenkanédlen und an einem G-Protein gekoppeltereftez bewiesen, dass derartige
RXR-Motive (R: Arginin, X: grof3er neutraler odergiv geladener Aminosaurerest) fur
einen Ruckhalt von Proteinen im ER verantwortlieinskénnen (Zerangue et al., 1999;
Margeta-Mitrovic et al., 2000). Auch ein Sequenzmaius finf hintereinanderliegenden
Argininen (RRRRR) konnte fir ER-Retention verantivon gemacht werden (Ren et al.,
2003). Aufgrund dieser Datenlage erschien es migghiass auch das RRR-Motiv des
TPCN2-Kanals den intrazellularen Transport steuert.
Durch eine gezielte Mutation an der cDNA-Sequenzden die drei Arginine durch drei
Alanine (AAA) ersetzt. Diese Mutante, TPCN2-AAA gamt, wurde dann mittels
Immuncytochemie auf ihre subzellulare Verteilungdumogliche Prasenz in der
Plasmamembran untersucht. Es konnte jedoch keinéok&isation mit einem
Membranmarker und nach vergleichender Betrachtumgerv immuncytochemisch
gefarbter Zellen auch kein signifikanter Untersdhium Wildtyp festgestellt werden
(nicht gezeigt). Weiterhin wurde bei der GFP-TPCANRA-Mutante gepruft, ob ein
Transport zu den Lysosomen stattfand, was jeddodirsicar nicht der Fall war (Abb. 31A,
D, G).
Bei der Uberpriifung der Aminosauresequenz des N+ @QfTerminus wurden weitere
potentielle Rickhalte- bzw. Rucktransportsignal&ugéen. So gab es sowohl im N- als
auch im C-Terminus des TPCN2-Kanals Di-Leucin-Metivon denen bekannt ist, dass

sie die Internalisierung und Ruckfihrung von Plas@abranproteinen zu intrazellularen
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Kompartimenten vermitteln kdnnen (Ren et al., 2008doch gibt es keine eindeutigen,
allgemeingtiltigen Consensus-Sequenzen fir Rickhatteé Ricktransportsignale und es
konnten theoretisch auch noch ganz andere unbek&@edquenzmotive die Lokalisation
des TPCN2 im ER bewirken. So wurde — um sicherzeigehbei zwei weiteren TPCN2-
Mutanten mittels PCR-Klonierung zum einen der gdesaNtTerminus, zum anderen der
gesamte C-Terminus des EGFP-TPCN2-Fusionsprotdieren Hier konnte nur mit dem
EGFP gearbeitet werden, da ein TPCN2-Kanal ohnesi@ihus nicht mehr von dem
Anti-TPCN2-Antikorper detektiert wirde.

Diese beiden Mutanten zeigten bei der Konfokalnskopie keinen signifikanten
Unterschied in der subzellularen Verteilung gegenidem Wildtyp (Abb. 31B, C) und
keine Colokalisation mit einem Membranmarker (nigetzeigt). Die Mutanten konnten
auch nicht in den Lysosomen nachgewiesen werdeh.(3bH, I). Diese Befunde zeigen
einerseits, dass die Mutationen die Expressionderd Einbau in die Membran des ER
nicht beeintréchtigen. Zum anderen scheint es mahtein einzelnes Rickhaltesignal in
den cytosolischen Sequenzabschnitten des Kanalgelzen, sondern mehrere, die sich
gegenseitig kompensieren kdnnen. Um dies restltauldéren und einen Transport zur
Plasmamembran zu erzwingen, missten weitere Mutanmt# noch mehr mutierten
Sequenzabschnitte generiert werden, bei denen galmch fraglich ware, ob sie noch

korrekt gefaltet waren, da sie kaum noch Ahnlichkat dem Wildtyp-Kanal hatten.
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TPCN2-AAA TPCN2 ohne N-T. TPCN2 ohne C-T.

Abb. 31: Konfokalmikroskopischer Nachweis fluoreszierendd?CN2-Mutanten in COS-7-Zellen nach
einer immuncytochemischen Detektion des LysosomekemaLAMP1. Oben sind die Mutanten schematsch
dargestelltA, D, G: Nachweis des EGFP-TPCN2-AAA-Proteins durch Anregdes EGFP (grun) und der
Lysosomen mit LAMP1-Antikdrper und Cy3-Sekundarkitper (rot).B, E, H: Nachweis des EGFP-
TPCN-Proteins ohne N-Terminus und der Lysosorgtk, I: Nachweis des EGFP-TPCN-Proteins ohne C-
Terminus und der Lysosomen. Maf3stabsbalken: 10 um.
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3.8 Nachweis der TPCN-Kanale im Mausgewebe mittelsn situ
Hybridisierung
Die RT-PCR- und Northern Blot-Experimente zu Beguer Arbeit zeigten, dass die
Transkripte der TPCN-Kanéle in sehr vielen verstbien Geweben und Organsystemen
prasent sind. Um die Lokalisation der TPCN-Kan&aayer studieren zu kénnen, wurden
in situ Hybridisierungen an Gewebeschnitten durchgefuhrt.
Fur die Herstellung spezifischer Sonden fur mhesitu Hybridisierung wurde fur den
TPCN1-Kanal mit einer PCR ein 579 bp langes Stimgldiziert und 471 bp davon uber
die Restriktionsschnittstellen Xbal und EcoRI imdéektor pBluescript Il SK(-) kloniert.
Fur die TPCN2-Sonde wurde ein 424 bp langes Stuek dDNA mit den
Restriktionsenzymen Hindlll und Xhol ausgeschnittend ebenfalls in den Vektor
pBluescript 1l SK(-) subkloniert. Der Vektor begitn 5’-Richtung vor der MCS den
Promoter fir die T7- und in 3'-Richtung von der M@8&n Promoter fur die T3-RNA-
Polymerase. Zur Herstellung v@ense und AntisenseSonden wurde der Vektor jeweils
vor dem entsprechenden Promoter linearisiert, umgewahrleisten, dass nur die

einklonierte spezifische Sequenz transkribiert Wirdb. 6).

Sonde Restriktionsverdau | RNA-Polymerase
TPCN1-antisense Xba | T7
TPCN1-sense EcoR | T3
TPCN2-antisense Hind IlI T7
TPCN2-sense Xho | T3

Tab. 6: Ubersicht iiber die verwendeten Restriktionsenzyna RNA-Polymerasen fiir die Herstellung der
Sonden fuin situ Hybridisierungen.

Bei derin situ Hybridisierung von Nieren-Schnitten mit der TPCARgtisenseSonde gab
es eine starke Hybridisierung in der inneren Meduld eine schwéchere Hybridisierung
in der aulReren Medulla und dem Cortex (Abb. 32Ab.AB3B). Diese schwécheren
Signale sind aber auch spezifisch, was im Verglenthden gleich behandelten und mit
der SenseSonde hybridisierten Schnitten deutlich wird. [Riezeigten Uberhaupt kein
Signal (Abb. 32B). Bei den hybridisierten Hirn-Sdten gab es ein deutliches,
spezifisches Signal im Cerebellum (Abb. 32C, D, ABBA). Weiterhin wurden mit der
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TPCN2-Sonde Schnitte aus Milz und Hoden untersutikt,beide deutliche, spezifische
Signale zeigten (Abb. 32E-H). Diese Resultate bigsté die Northern Blots, bei denen die
TPCN2-mRNA ebenfalls in diesen Geweben nachgewieseden konnte.

TPCN2 TPCN2
antisense sense
A B

Niere Niere

& D
Gehirn Gehirn
E E

Milz Milz
G H

Hoden Hoden

Abb. 32: Ergebnisse dein situ Hybridisierung zur Detektion der TPCN2-mRNA in eigen Organen.
Jeweils 16 um dicke Kryoschnitte wurden mit radibakmarkierten Sonden hybridisiert. Die
Hybridiserungssignale wurden durch Auflegen eindisnd- (Kodak BioMax) fir jeweils sieben Tage
detektiert. A, B: Hybridisierung mit Nierenschnitter, D: Hybridisierung mit Gehirn-Schnitteri;, F:
Hybridisierung mit Milz-SchnittenG, H: Hybridisierung mit Hoden-Schnitten. Die Hybridisiagen mit
der Sense-Sonde (B, D, F und H) dienten als Ndgativolle.
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A B

Abb. 33: Interpretation der Ergebnisse der situ Hybridisierung mit der TPCNZ&ntisenseSonde.
A: Hirnschnitt hybridisiert mit der TPCN2-Antisenserfsle.B: Nierenschnitt hybridisiert mit der TPCN2-
Antisense-SondeC: Schematische Darstellung eines Querschnitts ddashMausehirn. Der hybridisierte
Bereich in A entspricht exakt dem Cerebellum (gelBereich). D: Schematische Darstellung einer
aufgeschnittenen Niere. Die starke Hybridisierudgnkle Farbung bei B) erstreckt sich nicht tber die
gesamte Medulla, sondern nur Gber den inneren &e(€io.: Cortex, Me.: Medulla, Nb.: Nierenbeckemr, K
Kelche). Abb.C modifiziert von www.gensat.org, Alibmodifiziert von www.nlm. nih.gov)

Ausgewahlte Schnitte, bei denen es deutliche Sigramalf dem Film gab, wurden
anschlieBend mit einer Filmemulsion behandelt, Om radioaktiver Bestrahlung
Silberkdrnchen direkt im Gewebe erzeugt. So kérserHybridisierungssignale genauer
als beim Film einzelnen Gewebestrukturen bzw. Geflegeordnet werden. Abb. 34 legt
die Ergebnisse von Hirnschnitten, die mit der TPOM&senseSonde hybridisiert
wurden, nach einer vierwdchigen Inkubation mit Berulsion dar. Die Hellfeldaufnahmen
zeigen das Gewebe nach HE-Farbung, bei den Duidalfimahmen fallen die
Silberkérnchen als helle Punkte auf. Abb. 35 zdigt mit der TPCN2AntisenseSonde
hybridisierten Nierenschnitte, die genauso wieHimmschnitte behandelt und ausgewertet

wurden.
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Abb. 34: Ergebnisse ddn situ Hybridisierung zur Detektion der TPCN2-mRNA in kichnitten nach der
Behandlung mit einer Filmemulsio®, B: Hybridisierung eines Hirnschnitts mit der TPCNRtisense
Sonde (A: Hellfeld-, B: Dunkelfeldaufnahmel:, D: Hybridisierung mit der TPCNSenseSonde als

Negativkontrolle. E, F: Hybridisierung mit der TPCNZ&ntisenseSonde, Mikroskopie bei niedrigerer
VergréRerung. Mal3stabsbalken: 100 um.
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Abb. 35: Ergebnisse den situ Hybridisierung zur Detektion der TPCN2-mRNA in kaschnitten nach der
Behandlung mit Filmemulsio®, B: Signale der TPCN2ntisenseSonde in der Nierenrinde. Gut erkennbar
sind die Glomeruli (Pfeil) bei denen es jedoch k&gnifikant stérkeres Signal gegenliber dem umggdaen
Gewebe gibtC, D: Signale der TPCN2ntisenseSonde in der Ubergangszone zwischen auRerem Mark
(oben) und innerem Mark (rechts unten) (A, C: Hdlf, B, D: Dunkelfeldaufnahmelg, F: Hybridisierung

mit der TPCN2SenseSonde als Negativkontrolle, ebenfalls in der Ubeggzone zwischen duRerem Mark
(rechts) und innerem Mark (links). Maf3stabsbalki€ pm.
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Weitere Gewebeschnitte des Gehirns und der Niersdemumit den TPCN1-Sonden
untersucht. DieAntisenseSonden fir TPCN1 zeigten in diesen Organen eigesesmt
starkeres Signal als die des TPCN2 (Abb. 36A, Gs wn Einklang mit den Ergebnissen
aus den Northern Blots steht, wo auch jeweils dRCN1-spezifischen Signale starker
waren.

Die Hybridisierung der TPCNAntisenseSonde in der Niere war Uber den gesamten
Schnitt gleich intensiv, es fielen keine besondesteukturellen Muster auf. Im Hirn war
die Hybridisierung im Bereich des Cerebellums artensivsten, im Gegensatz zum
Experiment mit der TPCN2-spezifischen Sonde water auch Hybridisierungen in den

anderen Regionen des Gehirns detektierbar.

TPCN1 TPCN1
antisense sense
A B
Niere Niere
- D

Q)Y
Gehirn Gehirn

Abb. 36: Ergebnisse ddn situ Hybridisierung zur Detektion der TPCN1-mRNA. 16 ioke Kryoschnitte
von Mause-Gehirn und -Niere wurden mit radioaktigrkierten Sonden hybridisierd, B: Hybridisierung

mit NierenschnittenC, D: Hybridisierung mit Gehirn-Schnitten. Die Hybridésiingen mit der TPCN1-
SenseSonde (B, D) dienten als Negativkontrolle.
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3.9 Ausarbeitung einer Gentargeting-Strategie zur aktivierung des
TPCN2-Gens in der Maus

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Herstellunghes Gentargetingvektors, der eine
gezielte Inaktivierung des TPCN2-Gens unter Eindatz Cre-LoxP-Systems (Orban et al.,
1992, Gu et al., 1994) ermdglicht. Ein solcher Barggvektor enthalt Sequenzbereiche,
die zu Abschnitten des Zielgens homolog sind uner ifomologe Rekombination eine
gezielte Integration der Targetingvektorsequendas Zielgen ermdglichen (Smithies et
al., 1985; Thomas & Capecchi, 1987, Rajewsky etl@96). Weiterhin enthalt der Vektor
den zu verandernden codierenden Genabschnitt (Edes) Zielgens, der von LoxP-
Sequenzen flankiert ist. Bei den LoxP-Sequenzen déitn es sich um
Erkennungssequenzen fir die Cre-Rekombinase. Je @aentierung der beiden LoxP-
Sequenzen zueinander wird der dazwischenliegenddeeeich von der Rekombinase
entweder deletiert oder invertiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Targetingveldo konstruiert, dass das Exon 7 des
TPCN2-Gens von zwei LoxP-Sequenzen in gleichgestehtAnordnung flankiert ist. Dies
fuhrt bei einer Rekombinaseaktivitat zu einer Deletdes Exons. Das Exon 7 wurde fir
das Targeting aus zwei Grinden ausgewahlt: Ersteqises einen Grof3teil des flinften
Transmembransegments und einen Teil Mes2 Loopsder ersten Domane codiert und
somit essentiell fur die Struktur und Funktion dé¥CN2-Proteins ist und zweitens weil
die Cre-vermittelte Deletion des Exons zu einers¢biebung des Leserasters und einem
frihzeitigen Translationsstop bei der Synthese AE&CN2-Proteins fuhrt, da ein
vorzeitiges Stopcodon entsteht. Aus einem deratiemiein TPCN2-Allel resultiert somit
nur der aminoterminale Teil des TPCN2-Proteins oRwgenregionen und ohne die
charakteristische Struktur aus sechs Transmemlgaresdgen. Mit der Deletion eines
einzigen Exons wird also sichergestellt, dass ndeh Deletion kein funktionsfahiger
lonenkanal mehr entstehen kann. Das Exon kannnred#ryonalen Stammzellen, die das
mutierte Allel aus dem Targetingvektor tragen, #urtransfektion mit einem Cre-
Rekombinase-Plasmid deletiert werden. Dies fuheinem totalen Knockout des TPCN2-
Gens in der aus der Stammzelle resultierenden MAlisrnativ kann das Exon in
rekombinanten M&usen durch Einkreuzung von Cre-Rékoase-Mauslinien entfernt

werden (Abb. 37). Letzteres wurde in dieser Arbagewendet.



Ergebnisse 92

Cre - LoxP

Cre
deleter

-
-®
R
-
-
-
-®
-*
-
-”
-
-
-
-”
R
-*
-
-
-
.

Abb. 37: Schematische Darstellung des TPCN2-Genlocus naelgration des Targetingkonstrukts (oben)
und dessen Veréanderung nach Verpaarung mit eireeD€leter-Maus (unten). Bei den Nachkommen dieser
Verpaarung entfernt die Cre-Rekombinase sowohl Hasn 7 des TPCN2 als auch die Neomycin-
Resistenzkassette aus dem Genom. Diese Mauseeesitz Allel mit defektem TPCN2-Gen. Werden zwei
derartige Mause miteinander verpaart, dann kénrmemolygote Mause entstehen, bei denen auf beiden
Allelen das TPCN2-Gen defekt ist (Knockout-MausBeCN2").

Der Vektor enthalt weiterhin FRT-Sequenzen, Erkemgsgequenzen fur die Flp-
Rekombinase, die nach dem gleichen Prinzip wid_di€P-Sequenzen funktionieren. Uber
sie kann die Neomycin-Resistenzkassette, die dasdee Neomycinphosphotransferase
enthdlt und eine Positivselektion von rekombinant8tammzellklonen ermaoglicht
(Thomas & Capecchi, 1987; Mansour et al.,, 1988)feem werden (Abb. 38). Die
Neomycin-Resistenzkassette in einem Genlocus ké&in reegativ auf die Expression
benachbarter Gene auswirken (Rajewsky et al., 1998) so unerwlnschte, nicht
unmittelbar mit der Ausschaltung des Zielgens vedeme Sekundareffekte in der
Knockout-Maus erzeugen. Aus diesem Grund wird sidar Regel nach dem Targeting
entfernt.

In diesem Targetingvektor wird das Gen der Thynkisiase (TK) aus denHerpes
simplex Virus als Negativselektor (Mansour et al.,, 1988)ngesetzt. Beim
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Stammzelltargeting wird der Targetingvektor an ginende der Homologie linearisiert.
Um zu vermeiden, dass am anderen Ende nach der Ibgimcauch noch Teile des
Vektors mit integriert werden, setzt man die TKdeses Ende der Homologie. Denn in
allen Zellen, bei denen die TK mit integriert wureatfaltet das TK-Gen nach Zugabe der
Nucleotidanaloga Gancyclovir oder Acyclovir seineirkMing. Die Nucleotidanaloga
werden phosphoryliert, in die DNA eingebaut undéstipen auf diese Weise die Zellen.
Die Strategie zur Herstellung des Vektors wird faiggend kurz zusammengefasst und
dann in den weiteren Kapiteln Schritt fur Schritstihrlicher dargelegt. Erst wurden der
5’-Homologiebereich, der 3’-Homologiebereich sowder zentrale Genabschnittt mit
Exon 7 parallel in separaten Klonierungsschritteloniert. Hierzu wurden die
Sequenzabschnitte mittels PCR aus genomischer E®XA bzw. PAC-Klon-DNA
amplifiziert und tGber Restriktionsschnittstellendar Sequenz in drei separate Vektoren
subkloniert. Die verwendeten Vektoren waren setiesterierte Hilfsvektoren, die die
erforderlichen Restriktionsschnittstellen sowie HexP- und FRT-Sequenzen enthielten.
Die subklonierten Fragmente wurden anschliel3endrmaosenkloniert und schlief3lich noch
die Gensequenzen der Neomycin-Resistenzkassetiéhgeridinkinase (TK) eingebaut.
Durch den Einsatz von sowohl LoxP-Sequenzen alf &RT-Sequenzen kdnnen mit

dieser Gentargeting-Strategie zwei verschiedenewmshfaen generiert werden:

Erste Mauslinie: TPCN2"

Bei dieser Mauslinie wird das Exon Nr. 7 zusammaeindar Neomycin-Resistenzkassette
schon in der rekombinanten Stammzelle mit dem @ue?LSystem deletiert (Abb. 37).

Somit fehlt das funktionelle TPCN2-Protein schonder frihen Embryonalentwicklung

und es entsteht eine Maus, bei der das Proteireimek einzigen Zelle funktionell und

damit aktiv ist.

Zweite Mauslinie: TPCN2'/fox

Bei dieser Mauslinie wird in der rekombinanten Stazelle nur die von den FRT-
Sequenzen flankierte Neomycin-Resistenzkassetteerepgt wahrend die das Exon 7
flankierenden LoxP-Sequenzen erhalten bleiben (A#). Da die LoxP-Sequenzen in
Intronbereichen liegen, haben sie keinen Einflusdas resultierende Protein und aus der
Stammzelle entwickelt sich eine scheinbar normateidd Diese gefloxte Maus ware sehr

vorteilhaft fir den Fall, dass das TPCN2-Gen essiéfiir die Embryonalentwicklung und
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ein Totalknockout embryonal letal sein sollte. Wiid TPCN3*/"*_Maus mit transgenen
Mausen verpaart, die die Cre-Rekombinase zelltyppeh exprimieren, ist bei den
Nachkommen dieser Verpaarung das TPCN2-Gen nuefiniérten Zelltypen inaktiviert.
Weiterhin kann das TPCN2-Gen zeitkontrolliert assfpaltet werden, z. B. erst in der
adulten Maus (Rajewsky et al., 1996).

Flp - FRT
Fip @

deleter

A

3

==
e

Abb. 38: Schematische Darstellung des TPCN2-Genlocus naelgration des Targetingkonstrukts (oben)
und dessen Verdnderung nach Verpaarung mit eieDEleter-Maus (unten). In den Nachkommen der
Verpaarung deletiert die Flp-Rekombinase nur diergin-Kassette, wahrend das von LoxP-Sequenzen

flankierte Exon 7 des TPCN2-Gens erhalten bleib&ir®typisch bleiben auch homozygote Mause (TPCN2-
L2, TPCNZ°¥™) normal, da das TPCN2-Gen weiterhin normal traibikt wird.

3.9.1 Detektion der genomischen Sequenz des TPCKanals

Fur die Herstellung des Targetingvektors und zustdreder Southern Blot Sonden wurde
genomische DNA bendtigt. Sie wurde aus einer gescmen Maus-DNA-Bibliothek
(mouse PAC library RPCI31Osoegawa et al., 2000) erhalten. Diese Bibliothestand
aus etwa 129000 Klonen, die jeweils durchschnittiiel7 kb des Mausgenoms in dem
Vektor pPAC4 (Frengen et al., 2000) enthielten. Milfe von sieben Filtermembranen
(Fa. Geneservice Ltd., Cambridge, England), aufedetie DNA jedes Klons in Form
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kleiner Punkte doppelt aufgetragen war, konnte radioaktiven Sonden ein bestimmter
Klon, d. h. ein bestimmter Abschnitt des Mausgenomentifiziert werden. Die
identifizierten PAC-DNA-Klone wurden dann in komrmigll erhaltlichen transformierten
Bakterien (ebenfalls Fa. Geneservice Ltd.) bestellt im eigenen Labor isoliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Filtermembraneneiner 330 bp langen DNA-
Sonde hybridisiert, die gegen das Exon 7 des TPGBIZs und dessen flankierenden
Intronsequenzen gerichtet war. Die Sondenherstgliumd Hybridisierung wurde wie bei
einem Southern Blot durchgefuhrt und es konntern riir Hybridisierung zwei positive
PAC-Klone mit den Identifikationsnummern 394-114wbz396-G1 detektiert werden.
PCR-Analysen und Sequenzierungen bestétigten, idassiden der genomische Bereich
mit dem TPCN2-Gen enthalten war. Die Sequenziemigienbarten aul3erdem, dass der
Klon Nr. 394-114 insgesamt 117170 bp des Mausgenentiielt und sich das TPCN2-
Gen von Position 71943 bis Position 101231 ersteg@tso komplett enthalten war. Somit
war dieser Klon optimal fiir die folgenden Arbeitsstte geeignet und es wurde nur noch
mit ihm weitergearbeitet, indem er als Matrize RIER-Reaktionen fir die Konstruktion

des Targetingvektors sowie zum Test der Southesh&Inden eingesetzt wurde.

3.9.2 Klonierung der homologen Bereiche des Targewvektors

Eine verlassliche Planung des Targetingvektors derd Southern Blot Strategie ist nur
maoglich, wenn die genaue Sequenz des Genlocus tiekanh Aul3erdem werden
Sequenzbereiche der genomischen DNA fir die beidemologen Bereiche des
Targetingvektors benétigt. Aus diesen beiden Griinderden 9217 bp des Genlocus um
Exon 7 in mehreren Sticken mittels PCR aus PAC-HIdIA bzw. isolierter Wildtyp-ES-
Zell-DNA amplifiziert und Uber die in Abb. 39 angdgenen Restriktionsschnittstellen in
Klonierungsvektoren subkloniert.

Die Amplifikation der DNA gelang mit beiden Ausgamgaterialien problemlos. Die
Primerpaare wurden so gewahlt, dass sie das ziekdole Fragment mit einem Abstand
von ca. 200 bp zu den jeweiligen Restriktionss¢st@lien flankieren, damit nach dem
Restriktionsverdau der PCR-Produkte mittels Getebghorese sichergestellt werden
konnte, dass die Enzyme richtig geschnitten halks#me Ausnahme bildete die Ascl-
Schnittstelle am Ende von Fragment 7, sie wurde emem PCR-Primer kuinstlich

angehangt, da in diesem Bereich der Sequenz kemigrgete Schnittstelle vorhanden war.



Ergebnisse 96

Exon7
Hindlll BamHI EcoRI Pstl 7500 Pstl Nhel BamHII Ascl
3083 4282 5932 7120 * 8640 8942 11050 12300
| 1 | 2 | 3 | 4 | 5] 6 | 7 |

| 1199p | 16500p | 11880p |  16500p  [302]  2108bp | 125000 |

Abb. 39: Schematische Darstellung des genomischen Sequesthanitts fiir die homologen Bereiche des
Targetingvektors. Die Sequenz wurde in den darligstesieben Teilsticken Uber die entsprechenden
Restriktionsschnittstellen in Klonierungsvektoredorikert und sequenziert. Die Zahlen unter den
Restriktionsenzymen geben die Position in der Seja®, wobei die erste Base des 78 bp langen Ekons
willktrlich als Position 7500 festgelegt wurde. iehomologe Sequenz bis zum Exon hat demnach eine
Lange von 4417 bp, wahrend die 3’-homologe Seqeare Lénge von 4722 bp hat.

Nachdem die subklonierten Stlicke sequenziert waegte sich beim Vergleich mit der
Referenzsequenz auENSEMBIL. dass es vereinzelt Differenzen — in Form von
Basenaustauschen, kleinen Insertionen oder De&tienin der Sequenz gab. Dies beruht
auf der Tatsache, dass die Referenzsequenz ausMidersstamm C57BL/6J stammt,
wahrend die PAC-Klon-DNA aus einer Milz des Mausstzes 129/SvevTACIBr
gewonnen wurde (Osoegawa et al., 2000). Die furRfid&R-Reaktionen eingesetzte ES-
Zell-DNA stammte ebenfalls aus diesem Stamm. Dazesschen den klonierten,
sequenzierten Sticken von PAC-Klon-DNA und ES-DMIA keine Differenzen gab, ist
davon auszugehen, dass es sich bei den Differermen Referenzsequenz um

Polymorphismen zwischen den Mausstammen handelbhightium PCR-bedingte Fehler.

3.9.3 Southern Blot-Strategie zum Nachweis des hotogen

Rekombinationsereignisses
Die 4,4 bzw. 4,7 kb langen homologen Arme des Targeektor-Konstrukts ermdglichen
die homologe Rekombination in das Mausgenom. Alhgsl findet sehr viel haufiger eine
heterologe Rekombination statt, d. h. eine Intégmatles Targetingvektors an beliebigen
Stellen des Genoms (Bollag et al., 1989). Der @seli Arbeit konstruierte und eingesetzte
Targetingvektor ist so geplant worden, dass seimeekte Integration Gber Southern-Blot-
Analyse bestimmt werden kann. Hierzu muss die gésama DNA der Stammzellen mit
einem Restriktionsenzym geschnitten werden, fur idaslargetingkonstrukt eine bzw.
mehrere kunstliche Erkennungsstellen existierert IMIA-Sonden, die an Sequenzen
binden, die in 5- bzw. 3-Richtung aullerhalb de®miologen Bereichs des
Targetingkonstrukts liegen, ist es anschlieend liclijg das Wildtypallel vom
rekombinanten Allel eindeutig zu unterscheiden (Ad® Abb. 41).
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Southern Blot mit 5’-Sonde: (O)

Wildtyp
\ AR NN N\
O 6 7 g9 10 Sy

Kpn | Verdau: 23,6 kb

Xba | Verdau: 19,6 kb

Nde | Verdau: 14,7 kb

Integrierter Vektor

N\

AP N\ \ NN N
R R4 (2 .
NEMRR S

N\ N\ NN\
O R T

Kpn IiVerdau: 15,0 kb

Xba IF\l/erdau: 11,0 kb

Nde | Verdau: 7,0kb;
1

0

Abb. 40: Schematische Darstellung der 5’-Southernstratdgagestellt sind oben das Wildtypallel und
unten das Allel mit korrekt integriertem Targetiogistrukt. Die Exonsequenzen sind als Rechteckediend
Intronsequenzen als dicke schwarze Linie dargésidls rekombinante Allel besitzt zusatzlich zwexP-
Sequenzen (schwarze Dreiecke), zwei FRT-Sequenzeail€ Dreiecke) und die Neomycin-
Resistenzkassette (Neo). Die Grenzen des Targetmgrs sind als senkrechte dick-gepunktete Linien
eingezeichnet. Jeweils unter der schematischendlargy der Allele sind die DNA-Fragmente abgehtde
die nach dem angegebenen Restriktionsverdau undHgeridisierung mit der 5-Sonde (kleines weiles
Rechteck) im Southern Blot nachgewiesen werden.
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Southern Blot mit 3’-Sonde: (O)

Wildtyp
\ N 2N NN N\
O 6 7 g9 10

Kpn | Verdau: 23,6 kb

: O0—
Xba | Verdau: 19,6 kb L
Nde | Verdau: 14,7 kb
H
Integrierter Vektor
\ NN NN\ \ AR AN NN N
o D A& . N 2> (RPN . o QO o
W AT L e WO T OSIT P W

10§

Kpn | Verdau: 10,6 kb

Xba | Verdau: f.s_‘.?. kb

Nde | Verdau: 6,2 kb |

H

Abb. 41: Schematische Darstellung der 3'-Southernstratddjee. Symbole entsprechen denen von Abb. 39.
Jeweils unter der schematischen Darstellung dexlédind die DNA-Fragmente dargestellt, die nacim de
angegebenen Restriktionsverdau und der Hybridisgenmit der 3’-Sonde (kleines weil3es Rechteck) im
Southern Blot nhachgewiesen werden.
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Vor der endgultigen Planung und Assemblierung degdtingvektors wurden die Sonden
und die drei Strategien an Wildtyp-ES-Zell-DNA gs&#, um festzustellen, ob die
ausgewahlten Restriktionsenzyme zuverlassig germbmi®NA schneiden. Zum anderen
zeigten diese Test-Southern Blots, ob die ausgeeraBlondensequenzen spezifisch genug
waren, um deutliche Banden zu erzeugen.

Sowohl die 5’-Sonde als auch die 3'-Sonde wurdegr HCR-Reaktionen aus PAC-Klon-
DNA und aus ES-Zell-DNA gewonnen. Die 5’-Sonde éaine Lange von 462 bp und
entsprach der Sequenz 519 bis 981 bp vor dem Begisid’-homologen Bereichs. Die 3'-
Sonde hatte eine Lange von 478 bp und entspracBatprenz 118 bis 596 bp hinter dem
Ende des 3’-homologen Bereichs. Die 5’-Sonde wuagéchst an einem Southern-Blot
mit geschnittener DNA des PAC-Klons Nummer 394-¢fetestet. Es konnten jeweils die
Fragmente korrekter La&nge mit sehr grof3er Intehdatektiert werden (Abb. 42, links).

5’-Sonde 5’-Sonde 3’-Sonde

N\ N\ N\ \ \
og & % (4 Q
£ & *® F

N\ N\ N\
N\ 2 2
W& 4° <

\
& 9
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~
oo .

[kb] [kb]

o
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T
P
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Abb. 42: Ergebnis der Southern Blots mit geschnittener IA@+DNA und Wildtyp-ES-Zell-DNA zum
Test der Sonden und der Restriktionsschnittstell&ie DNA wurde mit den angegebenen
Restriktionsenzymen geschnitten, auf einem 0,6% régggel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert und mit den oben angegebenen radigakiSonden hybridisiert. Linker Blot: PAC-Klon-DNA,
mittlerer und rechter Blot: ES-Zell-DNA. Der linkelot wurde mit einem Film (Amersham HyperFilm)
ausgewertet, der fur drei Stunden aufgelegt wuBde.den Blots mit der ES-Zell-DNA (Mitte und rechts
wurden die radioaktiven Signale mit einem Phosplagen ausgelesen, nachdem die zugehdrige
Detektionsplatte fiir drei Tage auflag.
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Die Signalstarke ist erklarbar aufgrund der Tatsadass der PAC-Klon nur einen kleinen
Bereich des Genoms abdeckt und daher der mengegenafieil des Zielfragments fur
die Hybridisierung viel groRRer ist als bei ES-ZBMNA. Folglich kbnnen bei der PAC-
Klon-DNA viel mehr Sondenmolekile binden und es swmiten intensivere
Hybridisierungssignale.

Ein gleich aufgebautes Experiment mit geschnitteB&Zell-DNA lieferte ebenfalls
positive Resultate. Es konnten jeweils die Bandendar rechnerisch richtigen Grol3e
(23,6 kb mit Kpn I, 19,6 kb mit Xba | und 14,7 kbtrNde I) detektiert werden (Abb. 42,
Mitte). Die 3’-Sonde wurde direkt mit geschnitteneS-Zell-DNA getestet und war
ebenfalls geeignet, die Zielfragmente spezifiscetektieren (Abb. 42, rechts).

3.9.4 Herstellung von Hilfsvektoren mit definiertenRestriktions-

schnittstellen

Nachdem die Sequenz der homologen Bereiche bestimchtlie Southern Blot Strategie
getestet worden war, konnte mit der Erstellung Hidfisvektoren fur die Klonierung des
Targetingvektors begonnen werden, indem die MCS \dsdors pBluescript 11 KS(-)
durch einen Restriktionsverdau mit dem Enzym Bs#Htfernt und eine alternative MCS-
Sequenz einligiert wurde. Es wurden drei Hilfsve&togeneriert (Abb. 43), einer fur die
Klonierung des 5’-homologen Bereichs (HV1), einér den zentralen Bereich mit dem
Exon 7 (HV2) und einer flr den 3’-homologen Bergietv3).

NIAN N
N LN Q0 & 5 LD SN NN AN
o, O A O gt N XN D PO O o B¢ L0
FFEPIIL P PP IO LT (& O F o 2
L1 1 1 I 1 III&III

Abb. 43: Schematische Darstellung der fur die Targetinggsgia hergestellten Hilfsvektoren. Die schwarz
gefillten Dreiecke stellen die LoxP-Sequenzen dardas weil3e Dreieck eine FRT-Sequenz.
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3.9.5 Klonierung des Targetingvektors

In den ersten Schritten zur Erstellung des Targeg&hktors wurden die Sequenz des
gesamten 5’-Bereichs (Hindlll an Pos. 3083 bis RstIPos. 7120), des gesamten 3’-
Bereichs (Pstl an Pos. 8640 bis Ascl an Pos. 1230@)e der dazwischenliegenden
Sequenz um das Exon 7 (Abb. 39, siehe Seite 9eilPCR-Reaktionen amplifiziert und
in die Hilfsvektoren kloniert (Abb. 44).

Da in den Sequenzen mehrere Erkennungssequenzeéasflinzym Pstl vorhanden waren,
wurde fur den 5’-Bereich ein Ruckwarts-Primer esgjet, der eine Kpnl-Schnittstelle
direkt hinter der Pstl-Stelle anfiigt. Der Vektor H\enthielt ebenfalls eine Kpnl-
Schnittstelle direkt hinter der Pstl-Sequenz, ssdiess Fragment tber Hindlll und Kpnl
kloniert werden konnte (Abb. 44, oben). Fur die idéyung des zentralen Fragments 4 in
den Vektor HV2 wurde die Xbal-Schnittstelle in d&RT-Sequenz ausgenutzt, indem ein
PCR-Primer erstellt wurde, der nach der zum Terapkamplementaren Sequenz auch
noch den Teil der FRT Sequenz bis zur Xbal Schailts als Uberhang enthielt. Der
Vorwarts-Primer beinhaltete die ErkennungssequénzSall vor derjenigen fur Pstl. So
konnte das PCR-Produkt Uber Sall und Xbal in der2 lMniert werden (Abb. 44, Mitte).
Der Vorwarts-Primer fir die Klonierung des 3’-homgén Bereichs setzte direkt hinter
der Pstl-Schnittstelle an der Position 8640 an emtthielt eine kunstliche Schnittstelle fur
Xbal, sodass das PCR-Produkt tber die Schnittatélbal und Ascl in den HV 3 kloniert
werden konnte (Abb. 44, unten).

Nachdem die Klonierung der PCR-Produkte in die #fifsvektoren abgeschlossen war,
wurden jeweils die Ubergange zwischen Vektor urgkin sequenziert, um Gewissheit
Uber die Funktionsfahigkeit der Restriktionssclstéien zu bekommen.
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Abb. 44: Klonierungsschema zur Erstellung des TPCN2-Tangeéktors (Teil 1). In den ersten drei
Klonierungsschritten wurden die homologen Bereichet PCR amplifiziert und dber die rot
hervorgehobenen Schnittstellen in die Hilfsvektoligiert. Die Nummern entsprechen den Fragmenten au
Abb. 39. Die schwarz gefiillten Dreiecke stellen daxP-Sequenzen dar, die weiRen Dreiecke die FRT-
Sequenzen. Das Rechteck bildet das Exon Nummes TREN2 (nicht maf3stabsgetreu) ab.

In den nachfolgenden Klonierungsschritten wurdedzust der 5’-homologe Bereich im
HV1 zusammen mit der einen LoxP-Sequenz Uber dieyBa Notl und Sall aus dem
Vektor freigesetzt und Uber die gleichen Schnitestein HV2 mit Fragment 4 einligiert
(Abb. 45, oben). In das resultierende Vektorkortrwurde anschlieRend im funften
Schritt die Neomycin-Resistenzkassette eingeflugirad wurde das Konstrukt mit Xbal,
dessen Erkennungssequenz in der FRT-Sequenz agyisiert und der Vektor pm4-06,
der die Neomycin-Kassette enthielt, wurde ebenfatis Xbal geschnitten. Da das
Neomycin-Resistenzgen in diesem Vektor von zwei &fuenzen flankiert war, wurden
diese durch den Restriktionsverdau zerschnittenchtlem die Neo-Kassette in den

linearisierten Hilfsvektor ligiert worden war ergdéen sich die zerschnittenen FRT-
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Sequenzen wieder zu zwei kompletten FRT-Sequerdiendann die Neo-Kassette im
HV2 flankierten (Abb. 45, unten).
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Abb. 45: Klonierungsschema zur Erstellung des TPCN2-Tangetktors (Teil 2). Im vierten
Klonierungsschritt wurde die 5’-homologe Sequeng HY1 ausgeschnitten und mit dem zentralen Bereich
inklusive Exon Nr. 7 im Vektor HV2 fusioniert. Inad Produkt dieser Klonierung wurde die Neomycin-
Kassette (schwarzes Rechteck) tiber Xbal einklaniert
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Im sechsten Schritt wurde der 3’-homologe Bereiosammen mit der zweiten LoxP-
Sequenz aus dem HV3 ausgeschnitten und lber dtStdllen Xhol und Ascl in das
Konstrukt kloniert, das den 5’-homologen Bereichn dentralen Bereich mit dem Exon
sowie die Neomycin-Resistenzkassette enthielt (Ablp.

Das daraus resultierende Produkt wurde im letztemit® mit Notl linearisiert und das
Thymidinkinase-Gen (TK) Uber diese Schnittstelle &hiende des Targetingkonstrukts
einkloniert (Abb. 47). Der finale Targetingvektousde zur Sicherheit sequenziert, um die
Funktionalitat der fur die folgenden Southern Blotéevanten Schnittstellen sowie der
LoxP- und FRT-Sequenzen und der Exons zu gewdletei®ie Sequenz des gesamten

Targetingvektors ist im Anhang zu finden.
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Abb. 46: Klonierungsschema zur Erstellung des TPCN2-Tamgeéktors (Teil 3). Im sechsten
Klonierungsschritt wurde die 3'-homologe Sequeng ldiY3 ausgeschnitten und in das Produkt aus Séhritt
Uber Xhol und Ascl einkloniert.
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Abb. 47: Klonierungsschema zur Erstellung des TPCN2-Tamgetktors (Teil 4). Im letzten
Klonierungsschritt wurde das Thymidinkinase-Gen JTiKdas Produkt aus Schritt 6 Gber Not | einklonie
Die untere schematische Vektor-Abbildung entspridbtn kompletten Targetingvektor, wie er fur das
Stammezelltargeting eingesetzt wurde.

3.10 Herstellung der transgenen TPCN2-Mause
3.10.1 Stammzelltargeting

Die Gewinnung und Kultur der murinen embryonale@n8tzellen und Feederzellen
sowie die Elektroporation wurden vom Arbeitskrei® WDr. Markus Moser, MPI fir
Biochemie, durchgefiihrt. Sie linearisierten 60 pay dargetingvektor-DNA mit dem
Enzym Ascl und brachten die DNA mittels Elektropima in ca. 4x10 Stammzellen ein.
Anschliel3end saten sie die Stammzellen auf achtFeeterzellen bewachsenen 10cm-
Schalen aus und lie3en sie anwachsen.

Nach 24 h wurde dem Medium das Aminglycosid-Antiliiam G-418 (Geneticin)
zugesetzt, das die Proteinsynthese sowohl prokachetrr als auch eukaryotischer Zellen
hemmt und diese so abtttet. Nur die Zellen, die Tagetingkonstrukt stabil integriert
hatten, Uberlebten diese Behandlung und wurdenekktgert. Die Zellen wurden bei

taglichem Mediumwechsel weitere sechs bis acht Tadgviert, dann konnte mit der
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Isolation einzelner gewachsener Klone begonnenemertn Verlauf von mehreren Tagen
wurden insgesamt 312 Klone isoliert und in 24-WRdlitten weiter kultiviert. Nach

weiteren drei bis funf Tagen — je nach Wachstundgemdigkeit — konnte von jedem
Zellklon ein Teil weggefroren werden, der Rest veurdis zu einer hinreichenden
Zelldichte weiter kultiviert und dann lysiert zure@innung genomischer DNA, die dann

im Southern Blot untersucht wurde.

3.10.2 Southern Blots zum Nachweis der Rekombinatio

Zunachst wurden je 12 pl der Stammzell-DNA alle2 Klone mit Xba | geschnitten und
mit der 5’-Sonde (Abb. 40, siehe Seite 97) im SeuilBlot getestet. Hierbei konnten die
allermeisten Klone aussortiert werden, da sie agrWildtyp-Bandenmuster zeigten. Zwei
Klone zeigten das Bandenmuster fir homologe Rekation und einige andere Klone
waren nicht eindeutig einzuordnen, da bei ihnersoathern Blot keine klaren Banden zu
sehen waren. Die beiden positiven Klone und diefeltaften Klone wurden als nachstes
mit dem Kpnl Restriktionsverdau und der 3’-Sondbl§A41, siehe Seite 98) geprift. Auch
hier zeigte sich bei den beiden zuvor positivenn€lo— den Klonen Nr. 254 und 291 — das
Bandenmuster fiir homologe Rekombination. Die mdstin Klone stellten sich alle als
Klone mit falscher Integration heraus.

Um das Ergebnis des Xbal-Cuts mit der 5’-Sonde estdtigen, wurde DNA der zwei
Klone mit Ndel geschnitten und mit einer neuen 6iide getestet, die eine Lange von 455
bp hatte und 2183 bis 2638 bp vor dem Beginn ddwfiologen Bereichs hybridisierte.
Es wurde eine neue Sonde verwendet, da es mit #ene5-Sonde relativ viel
unspezifische Signale auf den Blots gab und dadwahche Klone bei der ersten Analyse
nicht eindeutig bewertet werden konnten. Die neu8dhde zeigte in Testexperimenten
ein besseres Signal-Hintergrund-Verhaltnis als aie. Nach dem Ndel-Cut und der
Hybridisierung mit der neuen 5-Sonde war nur bemdKlon Nr. 254 das korrekte
Bandenmuster zu sehen (Abb. 48). Um das widerspctienErgebnis bei Klon Nr. 291 zu
klaren, wurde dessen DNA mehrere weitere Male rb@lgeschnitten und mit der neuen
5’-Sonde getestet, immer mit dem gleichen Resuli@ss nur die Wildtypbande zu sehen
war. Moglicherweise handelte es sich bei der intear&xperiment beobachteten Bande

um eine unspezifische Bindung der alten 5’-Sondes& Klon schien somit auch kein
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bzw. ein nur teilweise homolog rekombiniertes Térggonstrukt zu enthalten und wurde
aussortiert.

Ein weiterer Southern Blot mit der DNA des Klons. I264 und einer Sonde gegen das
Neomycin-Resistenzgen offenbarte, dass es beirdi&den keine multiplen Integrationen

des Targetingkonstrukts gab (Abb. 48) und er s@eéignet war, eine Maus daraus zu

generieren.
Kpn Nde | Nde | Xba | Kpn |
a8 5 3 5 Neo
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Abb. 48: Zusammenstellung der Ergebnisse der Southern BéstKlons Nr. 254, der als einziger Klon das

Bandenmuster flir homologe Rekombination zeigtetdevier Membranen). Er ist auch nur einmal ins

Genom integriert, da nur eine einzige Neomycin-Resizkassette in einer Bande der korrekten GroRRe
nachgewiesen wurde (Membran ganz rechts). Die veteten Restriktionsenzyme und Sonden sind
oberhalb der Blots angegeben, die Grol3e der Bastéd@nhjeweils links neben den Blots.

3.10.3 PCR-Analysen und Sequenzierungen von StamnizieNA

Als zusatzliche Kontrolle vor der Injektion in dilastocysten wurden die kritischen
Bereiche der genomischen DNA des Stammzellklons 284 mit PCR-Analysen und
Sequenzierungen untersucht. Gepruft wurden die Laxfel FRT-Sequenzen, da deren
exakte Basenabfolge spater Uber das Gelingen desckKuts entscheidet. Als
Ausgangsmaterial fir die PCR-Analysen diente diéage Stammzell-DNA, die auch fur
den Southern Blot verwendet wurde.

In der ersten PCR-Reaktion lag der Vorwarts-Privogrder ersten LoxP-Sequenz und der
Ruckwarts-Primer in der Neomycin-Resistenzkassettelurch ein Produkt entstand, das
eine Lange von 2018 bp hatte und die Sequenzeerdtan LoxP- und FRT-Sequenzen
sowie das Exon Nr. 7 beinhaltete (Abb. 49, links)s dem Wildtyp-Allel entstand kein
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Produkt, da der Ruckwarts-Primer nicht binden kenitie zweite PCR-Reaktion deckte
die Sequenz der zweiten LoxP- und FRT-Sequenzehliab.lag der Vorwarts-Primer in

der Neomycin-Resistenzkassette und der RuckwantsePrhinter der LoxP-Sequenz
(Abb. 49, rechts).

A

Integrierter Vektor

P1 P2 P3 P4

— 1)

PCR 1 . PCR2

2018 bp : 7 bp |
B l |
[bp] [bp]
2018 - 374_~

Abb. 49: Ergebnis der Test-PCR-Analysen der DNA des Startikicies Nr. 254. A: Schematische
Darstellung des genomischen Abschnitts mit demgimgeten Targetingvektor. Die Symbole entsprechen
denen von Abb. 40. P1 und P2 sind die Primer, dieAmplifikation eines Produkts mit den Sequenzen d
ersten LoxP- und FRT-Sequenzen sowie des Ziel-Exensendet wurden (P1: T2-33f, P2: NeoSeqgRev).
Das PCR-Produkt, das die anderen beiden LoxP- ®Ri-$Fequenzen enthielt, wurde mit den Primern P3
und P4 amplifiziert (P3: T2-35f, P4: T2-36rB: Agarosegele, auf die Aliquots der PCR-Produkte
aufgetragen wurden. Die Banden entsprechen jevdsls korrekten GroRRe. Die restliche DNA wurde
aufgereinigt und sequenziert.

In beiden PCR-Reaktionen wurden Fragmente derigehtGroRe amplifiziert, wahrend
parallel durchgefihrte Kontrollreaktionen mit Wasstatt DNA-Template zu keinem

Produkt fuhrten. Die PCR-Produkte wurden aufgegtinund mit dem Ergebnis

sequenziert, dass alle fir das Targeting wichti§enquenzbereiche korrekt waren. Der
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Sequenzbereich unmittelbar vor dem Start der 5’-blogie wurde ebenfalls sequenziert,
um den unwahrscheinlichen Fall auszuschlieRen, Teits der TK-Kassette in das Genom
integriert wurden. Dies war nicht der Fall und diastand der Blastocysteninjektion des
Klons Nr. 254 nichts mehr im Wege.

3.10.4 Blastocysten-Injektion eines positiven Stanmellklons

Die Arbeiten von der Blastocysten-Injektion bis Zucht der chiméren Mause wurden
vom Arbeitskreis um Dr. Markus Moser, MPI fur Bi@hie nach einem etablierten
Protokoll (Howlett 1999) durchgeflhrt.

Nachdem die obigen Ergebnisse zeigten, dass dem&tellklon Nr. 254 die gewlnschte
Mutation im Genom besal3, wurden die tiefgefroredetien dieses Klons aufgetaut,
wieder in Kultur genommen und in den inneren Hahinasolierter Blastocysten injiziert.

Die Blastocysten wurden dann in den Uterus pselmiemtgerer Mause eingesetzt. Die
Blastocysten stammten aus Mausen des Stamms C37Bl&hrend die injizierten ES-

Zellen dem Mausestamm 129/Sv angehdrten, sodakdeadnjektion aus der Blastocyste
chimare Mause entstanden. Bei ihnen konnte derilArden die Stammzellen zum

gesamten Organismus beitrugen, anhand der Fellfadigestellt werden, da C57BI/6J-
Mause schwarz und 129/Sv-Mause braun (agoutifarbem). Bei diesen Mausen ist es
umso wahrscheinlicher, dass die Targetingvektoratfon in der Keimbahn vorhanden ist,
je grolRer der Anteil der Braunfarbung an der gesarfelifarbe ist.

3.10.5 Verpaarungen zur Gewinnung heterozygoter TPE2-Mause
Insgesamt entwickelten sich elf chimare Mause ars Blastocysten, davon waren zehn
Mause mannlich und eine weiblich. Von den Chimdratten neun Individuen ein nahezu
komplett agoutifarbenes Fell (100% Chimarismus, Afl), was ein gutes Zeichen dafur
ist, dass die Stammzellen viel zur Entstehung dewdMbeigetragen haben und die
Wabhrscheinlichkeit, dass die TPCN2-Mutation in Hieimbahn gelangte, sehr hoch ist.
Die restlichen beiden Chimaren wiesen einen Chsniéus von etwa 60% bzw. 40% auf.
Die zehn mannlichen Chimaren wurden in separatdigé&@ jeweils mit zwei weiblichen
Wildtypmausen des Stamms C57BI/6J verpaart. Allehfen lieferten Nachwuchs, bei
dem sehr einfach festgestellt werden konnte, obidsum heterozygote TPCN2-Mause
handelte, da in der ersten Generation von Nachkomdes Allel fur die Agouti-



Ergebnisse 110

Fellfarbung dominant ist. Bei allen schwarzen Nachinen handelte es sich demnach um
Wildtypen. In allen Wirfen gab es anteilsmalig eziefaune Mause, die inzwischen auch

grél3tenteils schon im adulten Zustand sind.

Abb. 50: Vier adulte Exemplare chimarer Mause, die aus dentargeting mit dem TPCN2-
Targetingvektor entstanden sind. Das nahezu kompletune Fell der Mause zeigt einen 100%igen
Chimarismus an.

3.10.6 Verpaarungen heterozygoter TPCN2-Mause mit 1€-Deleter-

Mausen
Die Mause, die das Targetingkonstrukt heterozygtdgriert hatten, wurden sobald sie
fortpflanzungsfahig waren, mit Cre-Deleter-Mausempaart. Zwei Zuchtpaare der Cre-
Deleter-Mause wurden von Prof. Dr. Marc Freichelstitut fur experimentelle und
klinische Pharmakologie und Toxikologie, Universtinikum des Saarlandes, zur
Verfugung gestellt. Momentan wird der Nachwuchs atet, bei dem dann die
erfolgreiche Deletion des Exons Nr. 7 und der Newsdétte Uber PCR-Analysen der
genomischen DNA uberprift werden wird. Hierflr wiesh Vorwarts-Primer vor der
ersten LoxP-Sequenz und ein Ruckwarts-Primer hidter zweiten LoxP-Sequenz

eingesetzt. So eignet sich z. B. das PrimerpaamBP4 aus Abb. 49A fir diesen Test.
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4  Diskussion
4.1 Gewebeverteilung des VGCNL1-Kanals und der TPCi¥Xanale

Im ersten Abschnitt der Arbeit gelang es, einenrbliek ber die Verteilung der drei
uncharakterisierten lonenkandle VGCNL1, TPCN1 undCM2 im Organismus zu
gewinnen. Die ersten Schritte zum Erreichen dieZeds waren Nachweise der
lonenkanal-Transkripte mittels RT-PCR-Analysen. Dietersuchungen von Herzgewebe
offenbarten, dass die TPCN-Kanale nicht ubiquitdr gesamten Herzen exprimiert
werden, sondern differenziell in einzelnen funkélben Abschnitten. So war der TPCN1-
Kanal ausschlieB3lich im Sinusknoten nachweisbarereRegion des Herzens, die den
Herzrhythmus vermittelt. Die mRNA des verwandtenCN2-Kanals zeigte ein etwas
breiteres Vorkommen und war neben dem Sinusknaieh @ der Herzkammer und der
Aorta zu finden. Diese interessanten Verteilunggerdassen eine Beteiligung der Kanéle
am Schrittmacherpotential des Herzens mdglich erseh. Dies macht die TPCN-Kanéle
zu vielversprechenden Forschungsobjekten, denn ied soch nicht alle am
Schrittmacherpotential beteiligten lonenkanéale maiekularer Ebene aufgeklart (Wahl-
Schott & Biel, 2008.).

Die Expression der TPCN-mRNA in anderen Organendeutann systematischer mit
Northern Blots aufgedeckt. Die TPCN-Kanale zeigtém sehr breites Verteilungsmuster
und waren in allen untersuchten Geweben nachweibbdinklang mit den Daten aus der
Literatur (Ishibashi et al., 2000) konnte der TPCah in der Niere detektiert werden.
Auffalligerweise war die Signalstarke des TPCN1,hd.die Expressionsrate, in allen
untersuchten Organen deutlich hoher als die desNPRPC

Die in situ Hybridisierungen offenbarten jedoch, dass die TRGINale nicht ubiquitar in
allen Zellen exprimiert werden, sondern, wie sciEnRT-PCR-Experimente zeigten, sehr
differenziell. So war die mRNA des TPCN2 im Gehauasschliel3lich im Bereich des
Cerebellums nachweisbar. Uber seine physiologisRotle dort kann derzeit keine
Aussage getroffen werden, solange seine elektrapbgsschen Eigenschaften noch
unbekannt sind.

In Kryoschnitten der Niere konnte ein starkes TP&GN@zifisches Signal im inneren Mark
detektiert werden, wahrend die TPCN2-Expression dof3eren Mark und in der

Nierenrinde deutlich niedriger war. Die scharfeniménie zwischen innerem und auf3erem
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Mark bei der TPCN2-Expression lasst die Vermutungdass der TPCN2 in den diinnen
Abschnitten der Henle-Schleife prasent ist, daldeergang zwischen dicker und dinner
Henle-Schleife die Grenze zwischen innerem und ré&u3elark definiert (Jamison, 1987;
Imai et al., 1987). Auch sind die Abschnitte deml¢eSchleife in ihrer physiologischen
Funktion deutlich voneinander getrennt, sodass s@hektive Expression des lonenkanals
in einer der beiden Zonen Sinn machen wirde.

Der verwandte TPCN1 zeigte in den Hirnschnittennéddes im Cerebellum die hochste
Expressionsrate, konnte aber, im Gegensatz zum 72PPCNich mit niedrigerer
Expressionsrate im gesamten restlichen Hirn nactegew werden. In der Niere zeigte der
TPCNL1 eine gleichmal3ig starke Expression uber daargte Organ. Damit deuten die
situ Hybridisierungen darauf hin, dass es zumindesin&ldunktionelle Unterschiede

zwischen den beiden TPCN-Kanalen zu geben scheint.

Die Expressionsanalysen des VGCNL1-Kanals zeigiae sehr starke Expression im
Gehirn. Dieser Befund steht im Einklang mit denddavon Lee et al. (1999), die den
homologen Kanal der Ratte aus dem Gehirn kloniefterVerhaltnis zur nachgewiesenen
Expression im Hirn war diejenige im Herzen sehirgeund in anderen Organen war die
VGCNL1-mRNA gar nicht zu finden.

Nachdem diese Arbeiten am VGCNL1 durchgefuhrt wordearen, erschien eine
Publikation Uber funktionelle Eigenschaften des \N&C. Lu et al. (2007) brachten das
im Jahre 1999 klonierte Rattengen in Zellkulturemr Expression und generierten
VGCNL1-Knockout-Mause. Diese Knockout-Mause habeinere gestorten Atem-
rhythmus. Sie sterben innerhalb der ersten 24 $tundach der Geburt, aufgrund
unzureichender Sauerstoffversorgung durch die abwverlangerten Atemintervalle (Lu et
al., 2007). Elektrophysiologische Messungen undet$nichungen an den Knockout-
Mausen ermdglichten erste grobe Einblicke in dig/spilogische Rolle des Kanals.
Demnach scheint der VGCNL1 ein spannungsunabhangigeselektiver und nicht
inaktivierender Kationenkanal zu sein, der dazuréegi, die Erregbarkeit von Neuronen
aufrecht zu erhalten, indem er eine Hintergruntféleigkeit fir Natriumionen vermittelt.
Es gab schon friher Hinweise, dass ein derartigenSin Neuronen existiert (Eggermann
et al., 2003), der dementsprechdadk N&-current (I_.na) genannt wurde. Da mit dem

VGCNL1 offenbar der lange gesuchte Kanal gefundender fir den Iy, verantwortlich
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ist, wurde neben der Bezeichnung VGCNL1 auch dem@&aALCN (sodium leak
channel, nonselectiyesingefihrt (Lu et al., 2007). Weiterhin wurde daukt, dass der
VGCNL1 fir den sog. Substanz-P-aktivierten Katigtesm (kp im Gehirn
verantwortlich zu sein scheint (Lu et al., 2008erD/GCNL1 bildet au3erdem einen
Komplex mit dem bisher uncharakterisierten ProteiNC-80 und ist ein Ziel von
Tyrosinkinasen der Src-Familie (SFKs) (Lu et a00&). Daher wird er vermutlich durch
Peptid-Neurotransmitter, die die SFKs aktivieremrk&n, moduliert. Auch im Fadenwurm
ist der homologe Kanal, der von den Genea-1undnca-2codiert wird, mit dem Protein
UNC-80 assoziiert (Jospin et al., 2007).

Viele Fragen zur Rolle des VGCNLL1 bleiben jedochtevbin offen. So ist noch nicht
klar, wie das Fehlen degnas-Stroms genau mit dem defekten Atemrhythmus im Bty@n
der Knockout-Maus zusammenhangt. Weiterhin istSignalkaskade zur Modulation des
VGCNLL1 und damit dessp-Stroms im Hirn noch nicht komplett aufgeklart.

Ein Vergleich der in dieser Arbeit gewonnenen Datam murinen VGCNL1 mit denen
von Lu et al. fuhrt zu folgender These: Der besdtene Natriumionenstrom N, sowie
der durch die SFKs aktivierte Kationenstroga $cheinen in erster Linie in den Neuronen
des Gehirns relevant zu sein, wahrend sie in demdwen der Peripherie, mit Ausnahme
des Herzens, keine Rolle zu spielen scheinen, éandRNA nur selektiv in den

beschriebenen Organen nachweisbar war.

4.2 Klonierung und Phylogenetische Betrachtungen defPCN-Kanale
und des VGCNL1

Ein weiteres zentrales Ziel der Arbeit war die Keyang der cDNA-Sequenzen der
lonenkandle VGCNL1, TPCN1 und TPCN2 aus der Maus. j8tzt sind noch keine
Klonierungen muriner TPCN-Kanale publiziert und eegstiert nur eine einzige Arbeit
Uber eine Klonierung eines TPCN-Kanals aus einenteYdeaten (Ishibashi et al., 2000).
Neben dem Ziel der Aufklarung der exakten cDNA-Smzmen sollte mit den
Klonierungen aber auch noch weitere Ziele verfolgterden. Diese waren
Expressionsstudien in Zellkulturen, aus denen daietlerum weitere Erkenntnisse tber
die Kanale gewonnen werden konnten.

Die Sequenz des klonierten murinen VGCNL1-Kanalsrst exakt mit der in der

Gendatenbank des NCBI abgelegten Sequenz Ubereimdahre 2007 publiziert wurde
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(Lu et al., 2007), (Acession Number: NM_177393)e Biroteinsequenz der Maus stimmt
zu 99% mit der der Ratte Uberein. Differenzen gbtnur in der Verbindungsregion
zwischen Domane 2 und 3 sowie im C-Terminus.

Bei dem murinen TPCN1-Kanal konnte die vorhergesagbequenz in der NCBI-
Datenbank (Acession Number: NM_145853) durch dienikdrung ebenfalls bestatigt
werden.

Beim murinen TPCN2 existierten keinerlei gesich&fezgleichssequenzen. Daher wurde
viel Wert darauf gelegt, sicherzugehen, dass bheKbtmierung der cDNA aus Mausehirn
tatsachlich der gesamte Leserahmen des Gens esfasit. Durch eine bioinformatische
Analyse des genomischen Bereichs des TPCN2-Gengeétoisowohl der Startpunkt der
Transkription als auch das Polyadenylierungssigaidnden werden.

Der mutmallliche Leserahmen des Gens konnte in eiS¢iack mittels RT-PCR
amplifiziert werden, was bewies, dass die vorhexgesh Exons tatséchlich alle zu einem
einzigen Gen gehdren. Auch bei diesem Kanal stidiemklonierte Sequenz genau mit der
vorhergesagten Sequenz der Accession Number: NM2OB4Bberein.

Bei einer vergleichenden Zusammenstellumdul(iple Alignmen)t der beiden TPCN-
Kanéle aus Mensch, Maus und Ratte zeigte sich, das® den Peptidsequenzen der
mutmaRlicherPore Loopgder Kanale die groRte Ubereinstimmung gab.

Bei den TPCN-Kanélen der drei Spezies sind in deeschleife der ersten Domane von
25 Aminosauren 11 identisch (Abb. 51A). Es ist aadhten, dass die vorhergesagte
Ratten-TPCN2-Sequenz sehr wahrscheinlich unvotisgamst, da eine Folge von 22
Aminosauren in der Porenschleife bzw. dem nachfmlga Abschnitt fehlt, die in allen
anderen TPCN-Sequenzen vorkommt und eine gute lhiséremung zeigt. Wird die
Sequenz des TPCNL1 der Pflaria@bidopsis thalianam Alignmentmit hinzugenommen,
verringert sich die Ubereinstimmung auf sechs Aménmen (bzw. sieben, wenn die
Rattensequenz die gleiche Aminosaure enthéalt). dn zlveiten Porenschleife gibt es
groRere Unterschiede zwischen TPCN1 und TPCNZ2, daemer den drei TPCN2-
Sequenzen der Vertebraten sind 20 der 25 Aminosélee Porenschleife gleich. Werden
die TPCN1-Kanale der Vertebraten mit dazu genomndamn verringert sich die
Ubereinstimmung auf neun Aminosauren und kommttzlisk die TPCN1-Sequenz der

Pflanze hinzu, dann reduziert sich die Ubereinstimgnauf sechs Aminosauren (Abb.
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51A). Es gibt nur zwei Aminosauren, die nicht nwischen den Spezies, sondern auch
zwischen den beiddPore Loopskonserviert sind (Abb. 51B).

A Pore Loop | Pore Loop Il

hTPCN2 ONLPESLTSLLVELEEANN MT DDFAAALVEEWNLMMVNNWQVFLD
mTPCN2 RNLPEALTSLLVELEESNN MT DDFAAALIEEWNVMVVNNWOVILE
rTPCN2 RNLPEALTSLLVELETSNN T DDFAAALIELEWDVMMVNNWQOVILE
hTPCN1 STLENSIVSLEFVELEEANFE MM DNILNSFVELEFELTVMVNNWY I IME
mTPCN1 STLENSIVNLEFVELEEANE MM DNILNSFVEERFELTVMVNNWY I IME
rTPCN1 NTLENSIVNLEVELEEANF MM DNILNSFVELRFELTMVNNRWY I IME
ATTPC1 TSYGATLYOMFIEFREESNN WI NDYPNGMVELRFNLLMMGNNQVWME
EB hTPCN2 ONLPESLTSLLVLLTTANNPDVMI

mTPCN2 ERNLPEALTSLLVLLTTSNNPDVMI
rTPCN2 ERNLPEALTSLLVLLTTSNNPD. ..
Pore Loop | hTPCN1 ESTLENSIVSLFVLLTTANFPDVMM
mTPCN1 ESTLENSIVNLFVLLTTANFPDVMM
rTPCN1 ENTLENSIVNLFVLLTTANFPDVMM
ATTPC1 ETSYGATLYQMFILFTTSNNPDVWI

hTPCN2 BDDFAAALVTLWNLMVVNNWQVFLD
mTPCN2 EDDFAAALITLWNVMVVNNWOVILE
rTPCN2 EDDFAAALITLWDVMVVNNWQVILE
Pore Loop Il nTpcNT  EDNILNSFVTLFELTVVNNWY I IME
mTPCN1 EDNILNSFVTLFELTVVNNWYIIME
rTPCN1 EDNILNSFVTLFELTVVNNWYIIME
ATTPC1 ENDYPNGMVTLFNLLVMGNWQVWME

t

Abb. 51: Abgleichung Multiple Alignmen} der Peptidsequenzen der TPCN-Kanéle von Mensghvigus
(m), Ratte (r) sowie vom TPCN-Kanal der Pfladg@bidopsis thaliangATTPC1).A: Getrennter Vergleich
der beidenPore Loops B: Alignment aller Pore Loop Sequenzen. Die Aminosauren mit 100%
Ubereinstimmung zwischen den Sequenzen sind ofla@ay®rgehoben. Die Aminosauren, die zwischen den
Sequenzen der Vertebratenkandle zu 100% Uberemstim sind gelb hervorgehoben. Die Pfeile
kennzeichnen die Aminosauren, die bei den spangestsuerten Calcium- und Natriumkanalen
entscheidend fiir die lonenselektivitat sind. Dieid?unkte in der vorhergesagten Ratten-TPCN2-Sequen
zeigen einen moglicherweise fehlenden Sequenzaltséhnder vorhergesagten Sequenz an, da es an
analoger Position bei den Kanédlen der anderen &p&2 Aminoséuren gibt, zu denen sich die Ratten-
TPCN2-Sequenz nicht abgleichen lasst. Weiter iRi8htung gibt es wieder eine gute Ubereinstimmuiitg m
den anderen finf Sequenzen

Bei einem Vergleich der mutmalllichen Porenregioden TPCN-Kanale mit denen
bekannter Vier-Domanen-Kanéle lassen sich die veichufur die lonenselektivitat
entscheidenden Aminosduren bestimmen. Bei den b&kan Calcium- und
Natriumkanédlen sind diese Aminosauren ganz chaialiseh und dienen als
Identifikationsmerkmal (Yu & Catterall, 2004; Tamg al., 1993; Sather & McCleskey,
2003; Heinemann et al., 1992; Sun et al., 199®hésauch Abb. 4 in der Einleitung). Bei

den TPCN-Kandlen ist die Aminosaure an analogeitiBosn der ersten Domane nicht
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konserviert, da sich entweder Serin oder Alanireatsprechender Position befindet (Abb.
51A, Pfeil links). Werden noch die Sequenzen armd8pezies, von denen TPCN-Kanéle
bekannt und einigermal3en zuverlassige Sequenzimiatenbanken vorhanden sind, im
alignmenthinzugenommen, bestatigt sich diese BeobachtuageDist interessant, dass
bezuglich dieser Aminosaure nicht klar zwischen MRBQund TPCN2 getrennt werden
kann. So befindet sich ein Serin beim TPCN2 vorieRand Maus sowie beim TPCN1 der
Pflanzen und dem des Huhns an dieser Position.algirweise ist die C-terminal
benachbarte Aminoséure in allen Sequenzen ein AgparMoglicherweise ist sie fur die
Selektivitat der TPCN-Kanale entscheidend.

In der Porenschleife der zweiten Doméne ist dienwete lonenselektivitat-induzierende-
Aminosaure bei den TPCN-Kanalen hoch konserviertb&indet sich in allen bekannten
TPCN-Kanalen sowohl der Vertebraten (Abb. 51A, IRfhts) als auch der Invertebraten
ein Asparagin an entsprechender Position. Beim TP@& Pflanzen liegt hingegen ein
Glycin an dieser Stelle. Ruckschlisse auf die nstiglilonenselektivitat lassen sich aus
diesen Befunden jedoch nur schwer bzw. gar nickhen. Selbst bei den schon viel
intensiver beforschten TRP-Kanalen, den engstenvafaiten der TPCN-Kanéle, konnte
bis jetzt noch keine einheitliche Consensus-Sequé&nzlie lonenselektivitdt gefunden
werden (Yu & Catterall, 2004).

Die Identifikation von Genen in genomischen Seqeanzon Eukaryoten nur mit
bioinformatischen Mitteln und ohne experimentellefide, die sogab initio Gensuche,
ist bis heute eine wissenschaftliche Herausfordgriiber die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten multiplerAlignmentsder TPCN-Sequenzen diverser Spezies und die
gezielte Suche nach neuen TPCN-Sequenzen konnteshenn Gendatenbanken viele
unidentifizierte und unbenannte vorhergesagte Geéee TPCN-Kanélen zugeordnet
werden. So scheinen die beiden Kanale TPCN1 undNEP@ allen Vertebraten
vorzukommen, denn homologe Sequenzen gibt es auBh beim Schnabeltier, beim
Huhn und beim Zebrafisch. In der Fliege und demeRadirm konnten keine homologen
TPCN-Kandale gefunden werden, dafiir jedoch in amdéneertebraten, wie z. B. im
kurzlich sequenzierten Genom der Seeanemone. kramdnvertebraten-Genomen, wie z.
B. dem des Seeigels oder der Blattlaus konnte jswer ein Vertreter der TPCN-Kanale

identifiziert werden. Es ist jedoch nicht auszusdlgn, dass in diesen neu sequenzierten
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und weniger etablierten Genomen noch Licken undeFeforhanden sind und deshalb
manche Gene noch nicht gefunden werden kénnen.

Im TPCN2-Gen des Menschen wurden bei Genomverglridblandischer Individuen
zwei Polymorphismen einzelner Basamngle nucleotide polymorphisingefunden, die
phanotypische Auswirkungen auf die Haut- und Hapngntierung haben (Sulem et al.,
2008). Die beiden Polymorphismen M484L (Methioninlzucin) und G734E (Glycin zu
Glutamat) korrelierten jeweils signifikant mit blden Haaren, wahrend die untersuchten
Menschen ohne einen der beiden Polymorphismen érabiare haben. Der
Polymorphismus M484L liegt mitten im Transmembrament 2 der zweiten Domane.
Interessanterweise befindet sich nur in der hum#&eferenzsequenz und den Sequenzen
der TPCN1-Kanale der Pflanzen ein Methionin anmethender Stelle. Die TPCN1- und
TPCN2-Kandle aller anderen Spezies haben ein Leacinlieser Position, wie die auf
Genomebene untersuchten blondhaarigen Menschenglickdder TPCN1-Kanal der
Blattlaus und der des Zebrafischs fallen mit einégain an dieser Position ganz aus dem
Rahmen.

Der zweite Polymorphismus liegt in einer wenig kamgerten Region im C-Terminus des
TPCN2. Es ist ungeklart, wie sich die beiden Polgghsmen auf die Struktur und
Funktion des lonenkanals auswirken, sodass solchdlichen Effekte im Phanotyp
entstehen. Allerdings konnte in dieser Arbeit deen$kript des TPCN2 in Hautproben der
Maus detektiert werden. Damit kodnnen zukinftige dtkpente zeigen, ob dieser
lonenkanal in den Melanocyten prasent ist, um dierPigmentierung zu regulieren.

Bei der Untersuchung des TPCN2 auf Proteinebenedemurzwei Stellen fir
N-Glycosylierungen gefunden: Der Asparaginrest asititon 594 und der an Position 601.
Die erste Glycosylierungsstelle ist bei beiden TRCMalen von Mensch, Maus und Ratte
vorhanden. Die zweite Glycosylierungsstelle des NP®@hlt beim TPCN1, daflr besitzt
dieser Kanal aber zwei andere Glycosylierungssiellie nur wenige Aminoséauren
entfernt von der Stelle des TPCN2 liegen (siehe Alignmentzwischen TPCN1 und
TPCNZ2). Beide Orte sind innerhalb der TPCN1-Karmdlenfalls hoch konserviert. Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Studien an heterologrimierten TPCN-Proteinen
bestétigten, dass diese Stellen tatsachlich glyieosy werden und dass die
Glycosylierungen partiell resistent gegentber eBehnandlung mit Endo H sind. Daraus

kann folgende Schlussfolgerung gezogen werden: gamgelle Endo H-Resistenz zeigt,
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dass das Protein das ER, in dem es synthetisied, werlasst und zum Golgi-Apparat
transportiert wird, wo die komplexen Zuckergeriste das Protein angefligt werden
(Helenius & Aebi, 2004; Caramelo & Parodi, 2007e8es-Werringloer et al., 2008).

Die Wichtigkeit der Glycosylierungen fur die Furkti der Kanale kdnnen jedoch erst

zukinftige Experimente zeigen.

4.3 Zellulare Funktion des TPCN2-Kanals

Mittels Coimmunprazipitations-Experimenten konmtalieser Arbeit klar gezeigt werden,
dass TPCN2-Proteina vitro spezifisch aneinander binden. Diese Erkenntnistpasder
Vermutung, dass sich die Monomere der TRPIChdle paarweise zusammenlagern, um
einen funktionellen lonenkanal zu bilden, der dinoédl den Vier-Domanen-Kandalen
ahnlich ist (Ishibashi et al., 2000). Interaktiormwvischen TPCN1 und TPCN2 waren nicht
zu beobachten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit fluomsznarkierten und
immuncytochemisch nachgewiesenen TPCN-Kanélen lodidéen, dass die Kandle
intrazellular lokalisiert sind. Mit diesen Datent isehr einfach zu erklaren, warum
standardmafig durchgefuhrte Patch Clamp-Messungenden Plasmamembranen
transfizierter Zellen keine TPCN-spezifischen Stedmrfassen. Derartige Messungen
wurden mit den in dieser Arbeit klonierten TPCN-Khm, die in HEK293-Zellen zur
Expression gebracht wurden, durchgefihrt. Auch dréhExperimente an transfizierten
Zellkulturen und injizierten Xenopus-Oocyten kommieeine TPCN-spezifischen Strome
an der Plasmamembran detektieren (Ishibashi €2G0Q).

Die genaue subzellulare Lokalisation des TPCN2-kKakannte mit COS-7-Zellen und der
Methode der Immuncytochemie bestimmt werden. Duddn Einsatz des selbst
hergestellten TPCN2-spezifischen Antikdrpers, deh sals optimal geeignet fir den
immuncytochemischen  Nachweis des TPCN2-Proteins iesyw und diverser
Organellenmarker, konnte eindeutig gezeigt werddsmss das heterolog exprimierte
TPCN2-Protein im ER lokalisiert ist.

Fiur diese Beobachtung gibt es zwei mdgliche Inetgbionen. Eine Moglichkeit ist, dass
der TPCN2 zwaiin vivo in der Plasmamembran vorkommt, aber in den veretend
Zellkulturen Cofaktoren fur die korrekte Faltung durden korrekten intrazelluléaren
Transport fehlen. Es ist denkbar, dass derartigiakimren die in der TPCN2-Sequenz
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vorhandenen ER-RUckhaltesignale maskieren und soTdansport zur Plasmamembran
induzieren. Derartige Mechanismen konnten bei Hrete beobachtet werden, deren
Zelloberflachenexpression genau reguliert sein m{idsn et al., 2003). Bei diesen
Proteinen sind die Ruckhaltesignale je nach Faltmagkiert oder freiliegend und damit
aktiv. Zur Abklarung dieser Mdglichkeit mussten dfgtudien zur subzellularen
Lokalisation mit Zelllinien durchgefuhrt werdengdeinen nativen TPCN2-Kanal besitzen.
Derartige Experimente sind in Zukunft geplant.

Die zweite Moglichkeit ist, dass der TPCN2-Kands&ehlichin vivoin den Membranen
intrazellularer Organellen vorliegt. Das naheliedgr Indiz hierfir sind die TPCN-Kanéle
der Pflanzen, die sich in der Membran der Vakudbefinden und dort eine &a
abhangige Freisetzung von“Gdonen vermitteln (Peiter et al., 2005; Ranf et 2008).
Betrachtet man sich in Analogie dazu die tieriscEetlen, dann stellen ER und saure
Organellen (Endosomen und Lysosomen) die SpeithieE&*-lonen dar. Daher wére es
denkbar, dass der TPCN2 ein noch funktionell urtileierter lonenkanal des ER ist. Die
Cd*-Signaltransduktionsprozesse am ER und die dardeiligeen lonenkanale sind
bereits relativ gut charakterisiert (Berridge et, &2000; Schulz & Krause, 2004;
Verkhratsky, 2005), aber noch nicht restlos auf@eklAls gréfdter und bekanntester
dynamische Speicher von €donen ermoglicht das ER, dass die cytosolisché*-Ca
Konzentration Uber ein komplexes Signaltransdulksti@tz (Abb. 52) in einem sehr engen
Rahmen und insgesamt sehr niedrig gehalten wirek Bt essentiell fiir die Zelle, da*Ga
lonen wichtige Second Messenger sind (Endo, 20B§)sind zwei Familien von €a
Kanalen bekannt, die den Ausstrom vorf'danen aus dem ER koordinieren: Erstens die
Cd*-gesteuerten GaKanéle, die generell als Ryanodin-Rezeptoren lshnet werden
und zweitens die Inositoltriphosphat-Rezeptoreny(A2) (Berridge et al., 2000; Schulz &
Krause, 2004; Guse, 2004; Verkhratsky, 2005).

Die Signalkaskade zur €aFreisetzung aus dem ER (ber das D-myo-Inositqbi,4
triphosphat (Insf) sowie dessen Bildung und Wirkung als Botenstafid srelativ gut
charakterisiert (Berridge et al. 2000). Bis jet#itges keinerlei Indizien oder publizierte
Daten dafur, dass das InsfPeben den bekannten IngRezeptoren auch weitere

Zielproteine steuert.
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Ca?* ADP + Pi
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Rezeptor 1 Rezeptor 2 Rezeptor 3

Agonist 1 Agonist 2 Agonist 3

Abb. 52: Selektive C&-Freisetzung aus verschiedenen #*€peichern durch die Aktivierung
unterschiedlicher Zelloberflachenrezeptoren. Naeh Bindung eines Agonisten an einen spezifischen
Zelloberflachenrezeptor werden in der Zelle dieddelcMessenger mobilisiert. Heute sind drei versidmie
Second Messenger fiir die Gé&reisetzung bekannt (IngRRADPR und NAADP), die jeweils von separaten
Rezeptoren angesteuert werden. Eine AktivierungRéaeptoren 1 und 2 setzt%#onen aus dem ER frei,
indem InsR an InsR-Rezeptoren bindet und sie 6ffnet, wahrend vom cRRIAgenommen wird, dass es die
Ryanodin-Rezeptoren 6ffnet. Die Aktivierung von Bgtor 3 fihrt zur Synthese von NAADP, das wiederum
einen eigenstandigen €&Freisetzungsmechanismus an separaten Organell@arig setzt. Der NAADP-
vermittelte Effekt ist eine lokal begrenzte “G&reisetzung. Méglicherweise kann der NAADP-veretitt
Mechanismus auch Sekundarreaktionen auslésen, imdeRyanodin-Rezeptoren (gestrichelte Linie) oder
InsP;-Rezeptoren in der Nahe stimuliert und so einebajen Anstieg der cytosolischen“G&onzentration
bewirkt. Der SERCA-Inhibitor Thapsigargin entleden C&'-Speicher des ER und macht damit die Zelle
unempfindlich gegeniber InglBnd cADPR sowie gegenuber den Agonisten 1 undriz Behandlung der
Zelle mit Bafilomycin l6st den Protonengradientast dauren Organellen auf und beeintrachtigt soGlafé
Speicherfahigkeit. Dies macht sowohl NAADP als adgonist 3 ineffektiv hinsichtlich der Generierung
von C&*-Signalen. (modifiziert aus Galione, 2006)

Neben dem InsPSignalweg scheint auch der Signalweg Uber die isglod
Adenosindiphosphat-Ribose (CADPR) eine zentraleeBachg fiir die Cd-Freisetzung

aus dem ER zu haben und weit verbreitet zu seisgG2004). Er konnte in einer Vielzahl

von Zelltypen, wie z. B. glatte Muskel-, Skelettrkels und Herzmuskelzellen, Neuronen,
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hamatopoietische Zellen, Drisenzellen und Oocyshgewiesen werden (Zhang & Li,
2006). Uber die Bindung eines Liganden an Rezeptoreder Plasmamembran wird das
Enzym ADP-Ribosylcyclase (ADPRC) aktiviert, das eeeum die Bildung des
Botenstoffs cCADPR im Cytosol katalysiert (Flieget al., 2007). Bekannte Ziele der
cADPR sind die in der Membran des ER gelegenen &diarRezeptoren, weitere bisher
unbekannte Zielproteine kénnen jedoch nicht ausdgessen werden. Hier wéare es
interessant in zukinftigen Experimenten zu testénder murine TPCN2 durch cADPR
aktivierbar ist.

In neuerer Zeit gewinnt ein dritter €amobilisierender Second Messenger an Bedeutung,
das Nicotinsaure-Adenin-Dinucleotidphosphat (NAAQRpb. 52) (Lee, 2004; Galione,
2006). Pharmakologische Experimente an SeeigelendrThapsigargin, einem Inhibitor
der sarco(endo)plasmatische Reticuluni’@arPase (SERCA), belegten, dass es sich bei
den NAADP-sensitiven G&Speichern um saure Organellen wie z. B. Lysosonsemlelt
(Genazzani & Galione, 1996; Lee & Aarhus, 2000; (Chill et al., 2002). Weitere Studien
an diversen Zelltypen von Mammaliern machten delutldass die NAADP-vermittelte
Freisetzung von Cé&lonen aus sauren Organellen ein weit verbreit€eanomen ist
(Galione, 2006).

Die Signalkaskade der €aFreisetzung aus den Lysosomen ist auf molekulBtEme
noch nicht komplett aufgeklart (Galione & Peters2®05). So ist z. B. noch nicht sicher,
ob das NAADP ausschlief3lich auf Zielproteine in danren Organellen wirkt, oder ob es
noch unidentifizierte Ziele am ER gibt. Daher solleukiinftige Experimente zeigen, ob
der heterolog in Zellkulturen exprimierte TPCN2 cduNAADP regulierbar ist.
Interessanterweise sind bestimmte Vertreter der-KRf&le, die ja bekanntlich sehr nahe
Verwandte des TPCN2 sind, Zielproteine des NAADB. Zigen aktuell publizierte
Daten, dass der lonenkanal TRPML1 ein durch NAARfvirbarer Ca'-Freisetzungs-
Kanal in der Membran der Lysosomen von HerzmusKelzast (Zhang et al., 2008).
Mutationen im TRPML1-Gen fihren zu Mucolipidose Ty einer neurodegenerativen
Krankheit die auf einem Defekt der Lysosomen bei@un et al., 2000). Ein weiterer
naher Verwandter des TPCN2, der Mucolipin TRP-Kam&PML3, konnte sowohl
intrazellular in Vesikeln von sensorischen Haaerekls auch in der Plasmamembran von

Stereocilien nachgewiesen werden (Di Palma et28D2; Clapham, 2003). Sein Fehlen
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fuhrt bei Mausen zu Taubheit und zu Defekten in Bgymentierung (Di Palma et al.,
2002; Clapham, 2003).

Zur Untersuchung, ob der TPCN2 am intrazellularggm&@weg beteiligt ist und wenn ja,
welche physiologischen Rolle er dort spielt, sirgltare Experimente geplant, die in naher
Zukunft durchgefuhrt werden sollen. So haben didi@ser Arbeit durchgefihrten Studien
alle nétigen Voraussetzungen geschaffen, um miti@alimaging-Experimenten die
funktionellen Eigenschaften des TPCN2-Kanals awfzkdn. Mit dieser Methode sollen
an transfizierten Zellkulturen unterschiedliche Ampten, wie z. B. die Second Messenger
NAADP und cADPR, auf eine mdgliche Steuerung desCNIP-Kanals hin getestet
werden.

Parallel dazu sollen, nachdem jetzt die subzeblulikalisation bekannt ist, Patch Clamp-
Messungen am freigelegten ER aufgeldster Zellerchdygfiihrt werden. Diese beiden
unterschiedlichen Methoden konnten dann den entssfeen Durchbruch in der
Aufklarung der elektrophysiologischen und zellbgikchen Rolle des TPCN2-Kanals

bringen.

4.4 Bedeutung und Wichtigkeit der TPCN2-Knockout-Maus

Der in dieser Arbeit geplante und erfolgreich hetgite TPCN2-Targetingvektor sowie
das gelungene Gentargeting ermoéglichen in naheurftidie Zucht einer Mauslinie,
deren TPCN2-Gen ausgeschaltet ist. Momentan weildéose, die das Targeting-
Konstrukt heterozygot integriert haben, mit Creddef-Mausen verpaart, um
Nachkommen zu erhalten, deren TPCN2-Gen auf eindlel Ausgeschaltet ist. Diese
Mause missen dann nur noch miteinander verpaadewerum homozygote TPCN2-
Total-Knockout-Mause zu erhalten.

Danach sind mehrere Szenarien fur den FortlauFdeschungsarbeit denkbar. Sollte der
unginstige Fall eintreten, dass TPCN2-Total-Knot#hdause nicht lebensfahig sind,
dann ware das kein grof3es Problem, da bei der Rjades Targetingvektors dieser Fall
eingeplant wurde. Dann waren lediglich einige weit&/erpaarungsschritte mit den
heterozygoten Mause noétig, um ,gefloxte* Mause ewignen. Diese Mause bieten dann
eine Fille von weiteren Mdglichkeiten z. B. fir @ingewebsspezifischen Knockout oder
fur einen Knockout erst im adulten Stadium der Magpatestens dann, moglicherweise

aber auch schon friiher, sofern die Total-Knockodétise lebensfahig sind, er6ffnen sich
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neue Moglichkeiten zur weiteren Charakterisieruag dPCN2-Kanals. Ein Vergleich von
Mausen, denen der TPCN2-Kanal fehlt mit Wildtyp Méw konnte schlie3lich in der
Aufklarung der physiologischen Rolle des TPCN2-Kamen Durchbruch bringen.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann dber die moglichen mhtgpischen Auffalligkeiten der
Knockout-Maus nur spekuliert werden. Aufgrund desteriessanten vielfaltigen
Expressionsmusters des TPCN2-Kanals, wie z. B. be#uen, Nierenmark oder
Sinusknoten des Herzens, ist es jedoch sehr gatelitwar, dass messbare physiologische
Effekte bei der Knockout-Maus auftreten. Am Ingtitaind die Apparaturen fir
Verhaltenstests, EKG-Messungen sowie metabolischeersuchungen vorhanden und
etabliert, sodass der phéanotypischen Charaktaergijeder TPCN2-Knockout-Maus nichts

im Wege steht, sobald sie verfligbar ist.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, dreitgehend uncharakterisierte Vertreter aus
der Familie der spannungsgesteuerten lonenkan&maieren und auf molekularer Ebene
zu charakterisieren.

Zwei dieser lonenkanale repréasentieren Tieo Pore CationKanale (TPCN1, TPCN2),
die eine einzigartige Membrantopologie bestehend awei Doménen mit je sechs
Transmembransegmenten aufweisen und deren Funiktiddammaliern unbekannt ist.
Der dritte untersuchte lonenkan¥bltage Gated Channel Like @&/GCNL1) ist ein
weitgehend uncharakterisierter Vertreter aus denilia der spannungsgesteuerten Vier-
Domaéanen-Kanéle.

Die Gewebeverteilung aller drei lonenkanale in M&us wurde erstmals systematisch
durch den Einsatz verschiedener biochemischer untekmlarbiologischer Methoden
untersucht. Weiterhin wurden zum ersten Mal die ineir cDNA-Sequenzen der drei
lonenkanéle kloniert, sodass wertvolle neue Sedofemmationen gewonnen werden
konnten.

Die weiteren Arbeiten konzentrierten sich auf ddACN2-Kanal, da dieser bisher am
wenigsten charakterisiert und damit am vielverdpeadsten als Forschungsziel war. Die
in einen eukaryotischen Expressionsvektor klonia@iNA-Sequenz ermoglichte eine
heterologe Expression des TPCNZ2-Proteins in Zdllkkeh. Durch den Einsatz
verschiedener Zelllinien und der Herstellung vomtgehnischen lonenkanal-Mutanten,
wie z. B. Fusionen mit dem GFP, konnte die Lokélisades TPCN2 in der Zelle
aufgeklart werden. Der heterolog exprimierte Kamat ausschlief3lich intrazellular in der
Membran des ER lokalisiert. Die Abwesenheit desdfsum der Plasmamembran wurde
nicht nur konfokalmikroskopisch bestimmt, sondeuchaimmuncytochemisch klar belegt.
Weiterhin wurde erstmalig der TPCN2-Kanal auf PFrabene charakterisiert. Die
erfolgreiche Herstellung eines spezifischen Angigis machte die Detektion des
heterolog exprimierten Proteins im Western Blot hotig Auf diese Weise konnte in
Folgeexperimenten nicht nur festgestellt werdessaker TPCN2-Kanal glycosyliert wird,
sondern auch, dass TPCN2-Proteine aneinander bimugrsomit vermutlichn vivo als

Dimere vorliegen.
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SchlieBlich war ein weiterer Schwerpunkt der Arbdie Planung und erfolgreiche
Klonierung eines Targetingvektors fir eine TPCNkkout-Maus. Das sich
anschlieende Gentargeting von murinen embryonaammzellen mit dem
Targetingvektor gelang ebenfalls, sodass zun&chgsnhae Mause und dann nach
Verpaarungen heterozygote Mause mit dem Targetmgjkakt erhalten werden konnten.
Mit diesen Mausen kann jetzt mit wenigen weiteregrpaarungsschritten eine TPCN2-
Total-Knockout-Maus gewonnen werden, die in nahgkunft ein wertvolles Mittel flr
die weitere Charakterisierung des TPCN2-Kanals \séith
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6 Anhang

6.1 Verwendete Primer

Primer fur den VGCNL1-Kanal

Primer zur Klonierung der cDNA-Einzelfragmente desVGCNL1-Kanals

Vorderes Fragment (Nhel / EcoRl, Klonierung in pIRES2-EGFP)
Rb21 kozacneu_f AAC TAG CTA GCG CCA CCA TGC TCA AAA GAA AGC AGA GIT

CCA
Rb21 22r GAG CTG ATG TAG CCA GTA AAC
Mittleres Fragment (EcoRI / Kpnl, Klonierung in pcD NA3)
Rb21_14f CAA CTT CTA CAG CCA CCA CAC
Rb21_ 29r TGG AGG TTG AAC CAT ACA ATC
Hinteres Fragment (Kpnl / Xhol, Klonierung in pcDNA 3)
Rb21 1f AAT CCT CGG AAC TTT AAC TTC G
Rb21 Xho-rev CCG CTC GAG CTT GGG TGG AAT TTA GGG TTT A

Vorderes Fragment (Sacl / EcoRlI, Klonierung in pBlwescript 1l SK)

Rb21_Sacl-Nhel-k ACC GTC AGA GAG CTC GCT AGC GCC ACC ATG CTC AAA AGA
AAG CAG AGT TC

PIRES egfp_rev2 CTT CGG CCA GTA ACG TTA GG

Vorderes Fragment (Hindlll / EcoRl, Klonierung in p cDNA3)

Rb21HindSacNhe-f GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCT TGA GCT CGC TAG
CGC CAC C

Rb21 22r GAG CTG ATG TAG CCA GTA AAC

Primer fir Nachweis-RT-PCR-Reaktionen

Rb21 10f CAG GGG GAA ATC TCT TGA AAC T
Rb21 15f GGA CGA CAG AGA AGT CTT AGG
Rb21 9r CAG AAG TTT CTG AAC CTG TGC T

Primer zur Amplifikation von cDNA, Plasmid-DNA oder zur Sequenzierung

Rb21 2f TGC GGT TAC AGA CTG TGG TTTT
Rb21 5f CTG AAT CTG CTT GTA GCC ATAAT
Rb21 6r ATT ATG GCT ACA AGC AGA TTC AG
Rb21 8f GGG AAA AAA CTT GGA AGC TTG G
Rb21 11r AAC TAC ACC GAC AAA AAG CGT C
Rb21 12f ATG TGA AGG ATC GCT GGT GTG
Rb21 13f TAG CTA TTC CAG ATA CGC ACT G
Rb21 16f TCA TGA GCA TTG AGC TTA ATC TG
Rb21 17f ATG AGG AAA GIT GIT CGA GAA C
Rb21 18f GGT TCT GGC CCA GIC TGT GT
Rb21 19f TAT CGC TCT GTA GAC ATC AGA AA
Rb21 20r AGC CCG GAT CAT AAT GAG TG
Rb21 23r GTT GCA AAG AGA TGA TAG AGG

Rb21 24r ATT TTT GIG ACT GCA GIC TCC
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Rb21_25r
Rb21_26r
Rb21_27r
Rb21_28r
Rb21_30r
Rb21_31r
Rb21_32f

TTT TGG ATG CAT TGA AGC GIG
CACTGA AAA GIT CTC GAA CAA C
CAA CCC AGG AAT ACG AAA ACA
CTT CTG CIT TGC CAG AAT CCA
TTT CTG ATG TCT ACA GAG CGA TA
CAA TCT TCC TTT GGG GIT TTC
CCG TAA AGT ATG GIG AGA ACA TT

Primer fiir Northern-Blot-Sonden

N-hinten_f
N-hinten_r

TGC TGG AGT TGI TCT GIT TGG
CTA AAT ATC CAG GAG GIC ATC TC

Primer fur den TPCN1-Kanal

Primer zur Klonierung der cDNA-Einzelfragmente desTPCN1-Kanals

Vorderes Fragment (Hindlll / EcoRl, Klonierung in p cDNA3)

TPCN1_5f
TPCN1_8r

Hinteres Fragment (EcoRI / Xhol, Klonierung in pcDNA3)

TPCN1_1f

TPCN1_20r-Xhol

TTA GAA ATG CCT CTG ATG GAA
ATG CTT TGA GGT GAA ATT CCC A

CAG ACA GCA TTG GIT TGA TGA G

GIG GGG TTT CIT CCT AGI GGI CTC GAG CCT CAT ACC AGA

CAC AGA CAC

Primer fur Nachweis-RT-PCRs

TPCN1_3f
TPCN1_4r

Primer zur Amplifikation von cDNA, Plasmid-DNA oder zur Sequenzierung

CAC AAC TGG GAG ATG AAT TAT CA
TTG AAG GIG TCG AAC ACC ACG

TPCN1_7f

TPCN1_of

TPCN1_10f
TPCN1_11r
TPCN1_13f
TPCN1_13r
TPCN1_14f
TPCN1_15f
TPCN1_16r
TPCN1_17r
TPCN1_18r
TPCN1_19f
TPCN1_21f
TPCN1_22f
TPCN1_23r

TCC TCA TCT TCA AAG GGA TTA A
TCA TCG AGG CCA TTG TGG TG
CTT TCC AGA TGI CAT GAT GCC
GIT GAC AAC GGI GAG CTC AAA G
AAC ACC AGC ACA GIG GCC G
CAT AGA AGA GGC TGG CTIT GAC
CTG AGI CTG AAG ATG TAC CAG
TGG GAA TTT GAC TTG CTC AGG
CCA AGC AAC AGC AGG TTT GGA
ATC CTC ATA CCA GAC ACA GAC A
TTC AAA TAC CAC CAC CAT GAG
GAG CTA CCGC TGI GCA GAC C
GAG CTA CCGC TGI GCA GAC C
GAC GEC GCG TAC CTT AGA AG
GCC GAA TGC CGI' GAC CAA G
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Primer zum Anbringen eines myc-Tags an das 5-Endder TPCN1-cDNA-Sequenz

TPC1 _Hind_myc f GAG GAC CGC AAA GCT TGC CAC CAT GGA ACA AAA ACT CAT
CTC AGA AGA GGA TCT GAT GGC TGT AAG TTT AGA TGA
TPCN1_24r CAG GAA AAT GCA GCG TAG TGC

Primer zum Anbringen der GFP-Sequenz an das 5’-Endder TPCN1-cDNA-Sequenz

GFP_Hindlll_f GCT AGC GCT AAA GCT TGC CAC CAT GGT GAG CAA GGG CAA G

OLf GFP_TPCN1 GGA CGA GCT GTA CAA GAT GGC TGT AAG TTT AG
OLr_GFP_TPCN1 CTA AAC TTA CAG CCA TCT TGT ACA GCT CGT CC
TPCN1_24r s. 0.

Primer zur Klonierung der TPCN1-cDNA-Sequenz in denPflanzenvektor pSAT-1564

T1_pf_Hind3_f CCA TTC CCA AGC TTG CCG CCA CCA TGG CTG TAA GIT TAG
T1 pf Kpnl_r CGG GCC CGC GGT ACC TGG TGA CAG TCT GGG AGC GCT GGC

Primer zur Klonierung der Sequenz fir diein situ Hybridisierungs-Sonde

TPCN1 Xbal 10f CTA GIC TAG ACT TTC CAG ATG TCA TGA TGC C
TPCN21_8r s. 0.

Primer fur den TPCN2-Kanal

Primer zur Klonierung der TPCN2-cDNA-Sequenz in denVektor pcDNA3

TPCN2-Kpnl-Kozak GGC TGT GGT ACC GCC ACC ATG GCG GCA GAA GAG CAG C
TPCN2_14r_Xhol GCC GCT CGA GAG GCC AGC ATC TCT GTIC CTG

Primer fir Nachweis-RT-PCRs

TPCN2_3f GAC AAC AAC TCA CCT GTA TGT G
TPCN2_A4r TGC CGA CTA ATG GIC TCGC CAA

Primer zur Amplifikation von cDNA, Plasmid-DNA oder zur Sequenzierung

TPCN2_1f CAT CCC CAA CAT AAA GCC AAT
TPCN2_7f ATC TTG TAC TAC CTG CTG GAG
TPCN2_8r CGT AGC GCT TAT AGG CTT CCA
TPCN2_10f ATG CTG CTG TTC ACC ATT GGT
TPCN2_12f CGG CCT GIT ACA TTG GIG GG
TPCN2_13r ACG AGG TTC CCC AGG TAG TC
TPCN2_15f GGA CAT GAC ACG ACT GAT GAA
TPCN2_16f CTT CCT GCT GCA GAA TTC CTC
TPCN2_17r CCG TAT GAT ACA CAA ACG GTA C
TPCN2_18f CGC TGA GCC TTG CTIT GIG AG
TPCN2_19r CTG GAG GCG AGG ACT TCG TA
TPCN2_20f GAA ATC TCT ACA GAC CTC ACT G
TPCN2_21r CAC CTC GGA ACA GGT TGA TC
TPCN2_22f ATC AGA GIG GCT TCC TTG CTG

TPCN2_23f CTT CTG CCA CTA GGT GCT CC



Anhang 129

TPCN2_24r GCA CAC GIT GGC AGA CGI TC

Primer zum Test auf ein hypothetisches Zusatzexomi 5’-Bereich

TPCN2-5utr-test CGA GIT AGT GIC AAC ATA TTG

Primer zum Anbringen eines myc-Tags an das 5-Endder TPCN2-cDNA-Sequenz

TPCN2_Kpnl-mycf CCG GGG TAC CGC CAC CAT GGA ACA AAA ACT CAT CTC AGA
AGA GGA TCT GAT GGC GGC AGA AGA GCA cC
TPCN2_11r GIG AGG TCA GIG CIT CTG GAA

Primer zum Anbringen der GFP-Sequenz an das 5’-Endder TPCN2-cDNA-Sequenz

GFP-Kpnl-f CCG GGG TAC CGC CAC CAT GGT GAG CAA GGG CGA G
OLf GFP_TPCN2 GGA CGA GCT GTA CAA GAT GGC GGC AGA AGA GCA GC
OLr_ GFP_TPCN2 GCT GCT CTT CTG CCG CCA TCT TGT ACA GCT CGT CC
TPCN2_11r GTG AGG TCA GTG CTT CTG GAA

Primer zur Klonierung der TPCN2-cDNA-Sequenz in denPflanzenvektor pSAT-1564

T2_pf_Bgllif GGA GGA GGA AGA TCT GCC GCC ACC ATG GOG GCA GAA GAG
CAG C

T2 _pf_Kpnir GAT CCC GGG CCC GCG GTA CCT CCT GCA CAG ATG CAA GTG
TGG G

Primer zur Insertion eines HA-Tag in die cDNA-Sequaz des TPCN2 in pcDNA3

T2-HA_OL _rev GIC GGG AAC ATC GTA TGG GTA AGT CIT TG GAA GGA AGA
TGG G
T2-HA_OL _for TAC GAT GIT CCC GAC TAC GCA GAT GIG CGC TAC CGI TC

Primer zur Erstellung der TPCN2-AAA-Mutante

T2_QC-aaa_for CAG ACC TCA CTG TTC GCT GCT GCT CTG GGG GCC CGI GC
T2_QC-aaa_rev GCA CGG GCC CCC AGA GCA GCA GCG AAC AGT GAG GIC TG

Primer zur Erstellung der TPCN2-Mutanten ohne N- bav. ohne C-Terminus

T2-ohneNT_Kpn_f CAG GGG TAC CGC CAC CAT GTA TTA CTC GAA CGT CTG CCA AC

GFPT2_QC_NTw_f CTC GGC ATG GAC GAG CTG TAC AAG TAT TAC TCG AAC GTC
TGC CAA CG

GFPT2_QC_NTw_r CGT TGG CAG ACG TTC GAG TAA TAC TTG TAC AGC TCG TCC
ATG CCG AG

T2 QC NTweg f CCA AGC TTG GTA CCG CCA TGT ATT ACT CGA ACG TCT GCC
AAC G

T2 QC NTweg r CGT TGG CAG ACG TTC GAG TAA TAC ATG GTG GCG GTA CCA
AGC TTG G

T2 ohne CT_Xho r GCC GCC TCG AGT CAG TGG AGA AAG TTC TCC AGA AG

Primer fur Southern-Blot-Sonden zur Untersuchung de PAC-Klone

T2_Ex7_BamHI_for COG CGG ATC CCA GGG CTG AAA ATC CTC AGG
T2_Ex7_EcORI_rev GTC CGG AAT TCG CTT AAG CGG GGT CAT GAC A
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Primer fir das TPCN2-Targeting

Primer zur Klonierung der homologen Bereiche des TEN2-Targetingvektors

Klonierung der 5’-Homologie

T2 5 1f CTT GCT TGT GAG GAG GTA GG Beginn Fragment 1

T2 _32r_Kpnl-Ndel AAT GGG AAT TCC ATA TGG GTA CCC TGC Ende Fragment 3
AGG GCT TCC GGG CC

Klonierung der 3’-Homologie

T2_Xbal_30f: CTA GTIC TAG AAC TAG GIT TCT GCC CTT Beginn Fragment 5
TGA AG

T2 _22r-Ascl_Xhol GGA ATC GGC CTC GAG GGC GCG CCG ACA  Ende Fragment 7
GTC ACA CCA CTA GAG G

Klonierung des zentralen Bereichs mit Exon 7

T2_Fr4 _Not-Sal_ f GGT TGC GGC CGC CGG AAG TCG ACC TGC Beginn Fragment 4
AGC TCT TGG AGC CTT C

T2_31r_FRT-Xbal CTA TCT AGT CTA GAG AAT AGG AAC TTC Ende Fragment 4
CTG CAG GAG GAA CTT TCC AG

Primer flr die Sequenzierung des Targetingvektors

T2 5 2r TAC TGT TCC CAC ATG CTA GGC
T2 5 3f CAA GAA TGT TGT GIC ATC CCT T
T2 5 4r GCT CAC CTG GCC ATT TCT GG

T2 5 6r TAG CTT CAC ACA GTG TAA GAG G
T2 5 7f TCC TTC TAT AAA CTA AGT TTA CGG
T2 5 8r CCT GGA CAT AGC CCT TAA ACG
T2 3 of GTC CAC CCT GIT TTC TGA GC

T2 3 12r GCT AGA AGA TGA GAA CAG GCC
T2 5 13f AAG AGA ATG GTT GTA TAG CCA TC
T2 5 14r CTG GAT AGA CTC TGT TTT GIG C
T2 5 15f AGG TGC TAG GIG TCT TGA TGG
T2 5 16r CAC ACA GGG ACA TAA CAA CTA C
T2 5 17r CAA ACA GGC ACA GAA TGC TTG
T2 5 18f ACT GCA CTG CAC TGC ACT GC

T2 5 19r GAC AGA ATG AAT CAG GAT ATG C
T2 5 20r CAG AGT TAG TTT GAA GCC AAG C
T2 3 21f TTG AGG TTG GAC TTT GAA CAG G
T2 3 23f GIC TAT GTA TGC ATA TCT GTA GG
T2 3 24f GTG ACG ATG TGT TGA CAG TGG
T2 3 25f TAC TAG CTT CCC ACT CCA TGC
T2 3’ 26r CTC ACA CAC TCA AGC CAA ACC
T2 3 27r ATG ACA CAG TCT GIG AGA TGG
T2 3’ 28r GAC AGA CAT GGA GAC ACA TCC
T2 3" 29r CGG AAA GAC AGT GCT TAG CAC

Primer zur Sequenzierung der Hilfsvektoren

pBS_HV-seq_for CTG TTG GGA AGG GCG ATC G
pBS_HV-seq_rev  GIG AGT TAG CTC ACT CAT TAG G
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Primer fir Southern Blots

5-So_TPCNZ2_f
5-So_TPCNZ2_r
3-So_TPCN2_f
3-So_TPCN2_r
5-So_T2neu_for
5’-So_T2neu_rev
3’-So_T2neu_for
3’-So_T2neu_rev

CGG TGC ATG TGI GTA TTC TC
TCC ATC TAT ACA CAC ACA AGG
CCA GAG TTG GIT GIT CAG AAC
CCG TGA GCT TCC ATC ATG AGC
CAT GIG TGG CTT AGT GIG AGG
CTA TTG AGC CAG GAA GCA TCC
CAA AGA GGT AAG TAG GIC TGG
CTG AGT CAT GCC TGG CAA GG

Primer fur Test-PCRs der Stammzellklone

T2-33f TCA GAC ATT ACA GAC TCA GAC C

NeoSegRev TTT GIC ACG TCC TGC ACG AC

T2-35f ACT GAA GGC TCT TTA CTA TTG C

T2-36r GAT GAG ACC TTG TCA AGA TCG

6.2 Peptidsequenzen fur die Herstellung polyklonateAntikdrper
Antigen Aminosauresequenz

TPCNL1 CAAQQ PPGSR QRSQT VT

TPCN2 CDI LE EPKEE ELMEK LHKHP

6.3 Verwendete Antikorper

Primarantikorper

Antikérper  |Spendertier  |Verdinnung Hersteller
anti-TPCN1 | Kaninchen 1:1000 Western Blot selbsgéstellt
anti-TPCN2 | Kaninchen 1:1000 Western Blot selbst hergestellt
1:1000 Immuncytochemie
anti-Myc Maus 1:1000 Western Blot Cell Signaling
1:1000 Immuncytochemie
1:200 ColP
anti-GFP Maus 1:2000 Western Blot Clontech
1:500 Immuncytochemie
anti GST Maus 1:500 ColP Amersham
anti-HA Maus 1:1000 Immuncytochemie Cell Signaling
anti-Lampl | Kaninchen 1:250-1:1000 Immuncytochemiebcam
anti-Calnexin| Ziege 1:25 — 1:200 Immuncytochem|e nt&&ruz Biotech.
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Sekundarantikorper

Antikérper  |Spendertier | Konjugat Verdinnung Hersteller

anti-mouse Esel HRP 1:2000-1:500( Amersham

anti-rabbit Esel HRP 1:2000-1:5000 Amersham

anti-rabbit Esel AMCA 1:100 Jackson ImmunoResearch
anti-goat Esel Cy2 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-mouse Esel Cy2 1:200 Jackson ImmunoResearch
anti-rabbit Esel Cy3 1:400 Jackson ImmunoResearch
anti-mouse Ziege Cy5 1:400 Jackson ImmunoResearch

6.4 Sequenzen der aus Maus-Gehirn-cDNA klonierten londdanéle
6.4.1 Sequenz des VGCNL1

Die im Rahmen dieser Arbeit klonierte cDNA-Sequstimmt exakt mit der in der Gene-
Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.org) abgelegten Segueunter der Acession Number

NM_177393 Mus musculus sodium leak channel, non-selectiviefiNanRNA Gberein.

6.4.2 Sequenz des TPCN1

1 ATGGCTGTAAGTTTAGATGACGATGTGCCGCTCATCCTGACCTTGGACGAGGCTGAGAGT
1 M A V S L D D D VvV P L I L T L D E A E S
Exon 3
61 GCTCCGCTGCCTCCTTCGAACAGCCTGGGCCAAGAGCAGCTGCCCAGCAAAﬁéTGGGGGC
21 A P L P P S N 5 L G Q E Q L B S K G G
121 AGCCACAGCATCCACAACTCCCAGGTCCCCAGTCTGGTCTCCGGAGCGGACAGCC e
41 S H S I H N S Q VvV P S L VvV S G A D S P P
181 TCCAGTCCCACCGGACACAACTGGGAGATGAATTATCAAGAGGCGGCAATCTACCTCCAG
61 S S Pp T G H N W E M N Y Q E A A I Y L Q
Exon 4
241 GAAGGTCAGAACAACGACAAGTTCTTCACCCACCCCAAGGATGCCAGAGCGCTGGLCGGLC
81 E G Q N N D K F F T H Pp K D A R A L A A
301 TACCTCTTCGTCCACAACCACTTCTTCTACATGATGGAGCTGCTCACGGCCCTGCTCCTG
101 Yy L ¥ V H N H F F Y M M E L L T A L L L
181 Exon 5
361 CTGCTGCTGTCGCTGTGCGAGTCCCCCGCTGTCCCCGTGCTCAAGCTGCACACTTACFTC
121 L L L 3 L C E 8 p A V P V L K L H T Y|V
421 CACGCCACGCTGGAACTCTTTGCCCTCATGGTGGTGGTATTTGAACTCTGCATGAAATTG
141 H A T L E L ¥ A L M V V V F E L C M K L

1S2
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Exon 6
481 CGGTGGCTGGGCTTCCACACGTTCGTCCGGCACAAACGTACCATGGTCAA%XCGTCCGTC
161 R W L G F H T F V R H K R T M VvV K|T S Vv
1S3
541 CTCGTGGTGCAGTTCATCGAGGCCATTGTGGTGCTGGTTCGGCAGACGTCCCACGTGCGG
181 L vv Q F I E A I V V L V R O T S H V R
601 GTGACCCGGGCACTACGCTGCATTTTCCTGGTGGACTGTCGCTACTGTGGCGGTGTACGG
201 v T R A L R C I F L Vv D C R Y C G G V R
Exon 7 1S4
661 CGCAACCTGCGGCAGATCTTCCAGTCTCTCCCACCCTTCATGGACATCCTCCTGTTGCTG
221 _K N L R Q I F Q S L P P F M D I L L L L
Exon 8 1S5
721 CTCTTCTTTATGATCATCTTTGCCATCCTCGFTTTCTACTTATTCTCCACAAATCCTTCC
241 L F F M I I F A I L G F Y L F S T N P S
Exon 9
781 GACCCCFACTTCAGCACCCTGGAGAACAGCATCGTCAACCTGTTCGTTCTCCTGACCACA
261 D PlY F S T L E N S I v N L F V L L T T
Exon 10 pore loop 1
841 GCCAﬂETTTCCAGATGTCATGATGCCCTCCTACTCCCGGAACCCCTGGTCCTGCGTCTTC
281 A N F P D V. M M P S ¥ S R N P W S cC V F
Exon 11
901 TTCATTGTATACCTCTCCATTGAGCTGTACTTCATCATGAACCTGFTCCTGGCCGTGGTG
301 ¥ I VY L S I E L Y ¥ I M N L|L L A V V
1 S6
961 TTCGACACCTTCAACGACATTGAAAAGCACAAGTTCAAGTCTTTGCTGCTGCACAAACGG
321 F D T F N D I E K H K F K S L L L H K R
Exon 12
1021 ACCGCCATCCAGCATGCCTACGGCCTGCTTGCCAGCCAACG%XGGCCGGCTGGCATCTCC
341 T A I Q H A Y G L L A S Q RIR P A G I S
1081 TACAGGCAGTTCGAAGGCTTAATGCGCTTCTACAAGCCCCGGATGAGTGCAAGGGAACGC
361 Yy R Q F E G L M R F Y K P R M S A R E R
Exon 13
1141 TTCCTGACTTTCAAGGCCTTGAACCAGAGCAACACGCCTCTGCTCAGFCTGAAGGACTTC
381 F L T F K A L N OQ S N T P L L S L K D F
Exon 14
1201 TATGATATTTACGAAGTCGCTGCTCTGCAGTGGAAG‘ECAAAGAGAAACAGACAGCATTGG
401 y b I Yy E V A A L Q W KIA K R N R Q H W
Exon 15
1261 TTTGATGAGCTCCCCCGGACAGCCTTCCTCATCTTCAAAGGGATTAACATCCTTGTGAAT
421 F D E L P R T A F L I F K G I N I L V N
Exon 16
1321 TCCAAGGCCTTCCAGTATTTCATGTFCTTGGTGGTGGCTGTCAACGGTGTCTGGATCCTG
441 s K A F Q Y F M Y L. V.V A V N G V W I L
Exon17  11'$1
1381 GTGGAGACATTCATGTTGAAAG’ETGGGAATTTCACCTCAAAGCATGTGCCCTGGAGTTAC
461 vV E T F M L K G G N F T 8 K H VvV P W S b 4
Exon 18
1441 CTCGTGTTTCTTACCAFCTATGGAGTTGAACTGTTCATGAAGGTGGCTGGCCTGGGCCCT
481 L v L T I ¥ G V E L F M K VvV A G L G P
11 S2 Exon 19
1501 GTGGAGTACCTGTCCTCTGGATGGAACCTFTTCGATTTCTCGGTCACGGCATTCGCCTTC
501 v E Y L S S G W N L F D F S V T A F A F
1S3
1561 CTGGGACTGCTCGCACTGACGCTCAACATGGAACCCTTCTATTTCATTGTGGTCCTGCGT

521 . 6 L LA L TJL NME P F Y F I V V L R
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Exon 20
1621 CCCCTTCAGCTGCTGAﬂETTATTTAAACTGAAGAAACGCTACCGCAACGTGTTGGACACC
541 P L Q L L L ¥ K L K K R Y R N V L D T
Il S4 Exon 21
1681 ATGTTTGAGCTGCTGCCGCGGATGGCCAGFCTTGGCCTCACGCTGCTCACCTTCTACTAT
5601 M F BE L L P R M A S L G L T L L T F Y Y
1741 TCCTTCGCCATCGTGGGCATGGAGTTCTTCAACGGGCGGCTGACCCCCAACTGCTGCAAC
581 S F A I V G M E F F N G R L T P N C C
1801 ACCAGCACAGTGGCCGACGCCTACCGGTTCATCAACCACACTGTGGGCAATAAGACCAAG
601 T s TV aADA AY®RTFTI@M@HETTVGQMEKTK
Exon 23
1861 GTAGAGGAAGGCTACTACTATCTCAACAACTTTGACAACATCCTCAACAGCTTC%EGACC
621 vV E E G Y Y Y L N N F D N I L N S F A
Exon 24P0r€ loop 2
1921 TTGTTTGAGCTCACCGTTGTCAACAATTGGTACATCATCAT%EAAGGCGTCACCTCGCAG
041 L ¥ E L T VvV V N N W Y I I MIE G VvV T S 0
Exon 25
1981 ACGTCCCACTGGAGCCGCCTGTACTTCATGACCTTTTACATAGTGACCAT%ETGGTGATG
661 T S H w S R L Y F M T F Y I v T M|V V M
11 S6
2041 ACCATTATCGTGGCCTTCATCCTGGAGGCCTTCGTCTTCCGCATGAACTACAGCCGCAAG
681 T i I vV A F I L £E A F V F R M N Y S R K
Exon 26
2101 AGCCAGGACTCGGAAGECGACAGTGGCATCGTCATCGAGAAGGAAATGTCCAAGGAGGAG
701 S Q©Q D S E D S G I VvV I E K E M S K E E
2161 CTTATGGCCGTCCTGGAGCTTTATCGTGAGGAGCGAGGCACCTCCTCTGACGTGACCCGG
721 L M A V L E L Y R E E R G T S S D V T R
Exon 27
2221 CTGCTGGACACCCTCTCTCAGATGGAGAAATACCA%EAAAATTCCATGGTGTTTCTGGGA
741 L . b T L S O M E K Y Q| N S M V F L G
Exon 28
2281 CGGCGATCGAGAACCAAAAGTGACCTGAGTCTGAAGATGTACCAGGAGGAGATCCA%EAG
761 R R S R T K S D L S L K M Y Q E E I QI E
2341 TGGTACGAGGAGCATGCCCGGGAACAGGAGCAGCAGAAGCTCAGGGGCAGCGTGLCCCGGL
781 W Y E E H A R E Q E QO QO K L R G S V P G
2401 CCTGCAGCCCAGCAGCCCCCTGGCAGTCGCCAGCGCTCCCAGACTGTCACCTAG
801 P A A Q Q P P G S R Q R S o T VvV T %

Die waagerechten Linien kennzeichnen die Transmansiegmente, die gepunkteten
Linien kennzeichnen diBore Loopsund die Kreise markieren die Glycosylierungsstelle

Die Exongrenzen sind ebenfalls eingezeichnet.
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6.4.3 Sequenz des TPCN2

1 ATGGCGGCAGAAGAGCAGCCCCTTCTGGGCCGGGACCGAGGCAGTGGCCAGGTCCACTCC
1 M A A E E Q P L L G R D R G S G Q V H s
Exon 2
61 ﬂaTGCTGCAGCCGATCAGGAGCTCTGCATAGACCAGGCTGTGGTCTTCATTGAAGACGCC
21 G A A A D Q E L C I D Q A V V F I E D A
Exon 3
121 ATAAAGFACCGCTCCATCTACCACCGCATGGATGCTGGTTCATTGTGGCTTTACCGCTGG
41 I KIly R $ I Y H R M D A G S L W L Y R W
Exon 4
181 TATTACTCGAACGTCTGCCAACEFGTGCTGGGCTTCATCATTTTCCTGATCCTGATCTTG
6l Y ¥y S N VvV C Q v L G F I I F L T L I L
181
241 GCTTTTGTGGAGGTCCCATCTTCCTTCACAAAGACTGCAGATGTGCGCTACCGTTCCCAG
81 A F V E V P §$S S F T K T A D V R Y R S Q
301 CCCTGGCAGCCGCCCTGTGGCCTGACCGAGACGATCGAGGCGTTCTGCTTGCTTGCCTTC
101 Pp w @ Pp P C G L T E T I E A F C L L A F
Exon 5 1S2
361 CTGGTTGACCTCTCTGTGAAGFCCTACTTGGTTGGGCAGGCCCAGTTGCAGCAGAACCTG
121 LVDLSVKGYLVGQAQLQQNL_
421 TGGCTGCTGGCCTACTTTATGGTGCTGGTTGTGTCTGTGGTGGACTGGATCGTTTCGCTG
141 w L L A Y ¥ M V L V V S V V D W I V S L
1S3 Exon 6
481 AGCCTTGCTTGTGAGGA%ECCCTGCGGATGCGCCGGCTGCTCCGCCCCTTCTTCCTGCTG
161 s L A C E EI/P L R M R R L L R P F F L L
1S4
541 CAGAATTCCTCCATGATGAAGAAGACCCTGAAGTGTATACGGTGGTCGCTACCAGAAATG
181 Q N S S M M K K T L K C I R W S L P E M
Exon 7
601 GCCAGFCTCGGGCTGCTGCTGGCCATCCACCTGTGTCTCTTCACCATCATTGGGATGCTG
201 A S v G L L L A I H L C L F T I I G M L
Exon 8 1S5
661 CTGTTCACCATTGGTGAGAAGFATGAAGCACAGGACCAGGAGAGGCTGGCCTACTTCCGG
221 LFTIGEKDEAQDQERLAYE“"E"
721 AACCTTCCAGAAGCACTGACCTCACTCCTAGTGCTGCTGACGACTTCCAACAACCCTGAT
241 N L P E A L T S L L V L L T T S N N P D
Exon 9 pore loop 1
781 GEGATGATCCCTGCGTATACTCAGAACCGGGCCTTTGCTCTCTTCTTCATAGTCTTCACC
261 N M_____I_PAYTQNRAFALFFIVFT
Exon 10 1S6
841 TTGATAGGAAGCTTGTTTCTGATGAACCTGCTGACAGCCATCATCTATAATCAGTTCCGT
281 L I 6 S L ¥F L. M N L L T A I I Y N Q F R
Exon 11
901 GGCTACCTAAT%XAATCTCTACAGACCTCACTGTTCCGGCGGCGACTGGGGGCCCGTGCA
301 G Yy L MIK S L ¢ T™ SsS L F R R R L G A R A
Exon 12
961 GCCTACGAAGTCCTCGCCTCCAGGGCCGGGCCAGCTGGAACCACCCCTGAGTHXGTTGGG
321 A Y B V L. A S R A G P A G T T P E vV G
1021 GTGAATCCTGAGACCTTCCTGCCAGTGCTTCAGAAAACGCAGCTGAACAAAACCCACAAA

341 v N P E T F L P V L 0 K T 0 L N K T H K
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136

1081
361

1141
381

1201
401

1206
421

1321
441

1381
461

1441
481

1501
501

1561
521

1621
541

1681
561

1741
581

1801
601

1861
621

1921
641

1981
661

2041
681

2101
701

2161
721

Exon 13
CAAGCCATTATGCA%XAGGTGCAGTCCTATGAAGGCCGCCCAATGCTGGCTGATGAGTTC
Q A I M QIK V. Q s ¥ E G R P M L A D E F

Exon 14
CAGAAACTCTTCGATGAGGTTGACAAAGGTTTGGCCAAAGAGFGCCCGCTGAAGCCCCAA
Q K L ¥ D E VvV D K G L A K EIR P L K P Q

TACCAGTCTCCATTTCTGCAGACTGCCCAGTTCATCTTTAGCCACCACTACTTCGACTAC
Yy 0 s p F L QO T A QQ F I F S H H Y F D Y

Exon 15
CTGGGGAACCTCGTCGCTCTGGGAAACCTCTTGTCTATTTGTFTGTTCCTGGTGCTGGAC
L 66 N L VA L G N L L S I ClIV F L V L D

Il $1 Exon 16
TCAGACCTGCTGCCTGGGGAACGTGATGACTTTGTCCTGGG%XTTCTTGACTACATCTTC
s b L L p G E R DD VF V L G|I L D Y I F

ATCTTGTACTACCTGCTGGAGCTGCTGTTTAAGGTGTTCGCGCTGGGCCTGCCAGGCTAC
I L ¥ Yy L L E L L F K V F A L G L P G Y
I1'S2 Exon 17
CTGTCCTACCATAGCAATGTGTTTGATGGCCTCCTCACCATCATCCTGCTGFTTTCGGAG

L S Y H s N v F D G L L T I I L LIV S E
1S3 Exon 18
ATTTGCACCCTGGCTGTATACCGATTGCCGCACTCAGGATGGAAGCCAGAGCAGTATGGC
I C T L A VvV Y R L P H 5 G K P E QO Y G

CCACTGTCGCTCTGGGACATGACACGACTGATGAACACACTGATTGTGTTTCGCTTCCTG
P L S L w D M T R L M N T L I VvV F R F L
Exon 19 Il S4
CGCATCATCCCCAACATAAAGCCAATGGCTGAGGTAGCCAACACCATCCTGGGCCTAATC
R I I P N I KIp M A E V A N T I L G L I

Exon 20
ccTAACTTGAGGGCATTTGGTGGGATCCTGGT%ETGGCATACTATGTGTTTGCCATGATC
P N L R A F G G I L V|V A Y Y V F A M I

1 S5 Exon 21
GGGATCAACCTGTTCCGAGGTGTCATCGTGCCTCCTGGAAACAGCAGFCTGGTTCCCGAC
G I N L FRGUVIV&®P?®E®P?Ge@s s L v P oD

AACAACTCAGCTGTATGTGGAAGCTTTGAGCAGCTAGGTTACTGGCCCAACAACTTTGAC
NSAVCGSFEQLGYWPNNE____I_)___
Exon 22
GACTTTGCTFCTGCTTTGATCACACTGTGGAACGTGATGGTGGTGAACAATTGGCAGGTG
D F AIA A L I T L W N V M V V N N W Q V

pore loop 2 g0 23
ATCCTGGAAGCCTATAAGCGCTACGCAGGCCQETGGTCAATGGTGTATTTTGTGCTATGG
I L E A Y K R Y A G W s M VvV Y F V L W

Exon 24
TGGCTGGTGTCCTCTGTTATCTGGATCAACCTGTTTCTGGCTCTTCTTCTGGAG’XACTTT
W L V S S V I W I N L F L A L L L EIN F
11 S6
CTCCACAGATGGGACCCTCAAGGTCATAAGCAGCTCCTTGTTGGGACCAAGCAGATGTCT
L H R W D P Q G H K Q L L. v T K QQ M S

Exon 25
GTGGAGCTCATGTTCAEFCATATCCTAGAAGAGCCCAAGGAGGAGGAACTGATGGAGAAG
vV E L M F D I L E E P K E E E L M E K

CTACACAAACACCCACACTTGCATCTGTGCAGGTGA
L H K H P H L H L C R *
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6.5 Vergleich der murinen TPCN-Kanal-Sequenzen mitler Sequenz
des TPCN1 audArabidopsisthaliana

MTPCNZ eeeeveenennn. MA LCID 31
mTPCN1 MAVSLDDDVPLILTLDE . SHSIHNS 47
araTPCN]  swwsmwswmisnes maws SERITHGTPEFQ 32
MTPCN2 i i 2| U STYHRMDASLWLYRWYYSNVCQR 68
mTPCN1 PSILVISGADS PPSSPTGHNWEMNYJQEAAT Y LOEGONNDKFFTHPKDARA 97
araTPCN1 ALVPLREDG. . o v LPVEILDQSSFGESARYYFIFTRLDL 72
11
MTPCN2 vLGFIIHLIL 1] Hssrifdraovrysfd. ... . .. QPWQPPCGLTE 111
mTPCN1 LAAYLFVANHFFYMMELLTALLLLLLSIJESP . . . . AVPVLKIHTYVH 143
araTpcN1l  IwsLNYERLLENEREDRLweEKN PR PSIOKDRDY Y Y LGELPYTNAES T T 122
1S2 1S3
mTPCN2 TERA A sviey Lvidoadtonrwifiay FMyIvY 161
MTPCN1 FRiMvVVEE RWLGFHTFVREKRTMVKIT SV LVY] 193
araTPCN1 MUA T L VHTFFPISYE[GSRIFWT SRLNLVKVAQVV T 172
1S4
mTPCN2 LACEEP. . ... pFFIJLON . . SSM 204
mTPCN1 RQTSH. .. ... i TF1{VDCRYCGG 237
araTPCN1  YLSPLAFDFLPERIAPYVRVLIFILS..IRE 220
1S5
mTPCN2 T T IGE LLviLty 254
mTPCN1 L1 HEME TR Lo AL Hs e LEVLLT 279
araTPCN1  ALW FASWIA DT MFILFT 263
o — 156
mTPCN2 rsNNPDVMIPAYfTONRAFAL FETVAIL Ids it piv it TvnofRe i 304
mTPCN1 TaNEe DvMMElv s RNl E R TV YL T B FIMN L LLAVVEDIENDIER 329
araTPCN1  [[SNNPDVfIPAYKSSRWSSVFEVLYWLIGYEVINLILAVVYDSERECR 313

mTPCN2 KsroTs carapvEvIASRAPAGITPELVGVNEETHIPVIOe 354
mTPCN1 HKFKSL AIQHAYGLLAS RRPAGISYEEEEG ..... RF 374
T

araTPCN1  [{ovSGMDOMKRRMLEKREGLI[SDKNGE .|IDKNQIC TKLEFEQLTNYR 362
.............. . ST St

mTPCN2 LNKraroAiMorfdos vEGRPMLADE oKfiFDEVDRGLAKERPLKHo YOS P 404

mTPCN1 SR RER FLIFKALNOSNTPLLS LKDF EV WKAKR|. NRQHWFDE 423

araTPCN1  IiSKEEFALIFDELPDTRDFKINKDEFADLICOATRRFOKEE . . ViBlsI{FEH 410

EF-Hand 2
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1l $1
mTPCN2 DTADHTFSHHYFDYLGN . LVALGNL c ...Fijvidsofeld. Erp 449
mTPCN1 PRI AF LI fKGINILVNSK. FMY ILVET NET 472
araTPCN1  [FPQTYHSALS QLRAFVRSP ISfHILT FIAVVVET DIEESSA 460
11 S2
mTPCN2 DFVLGILD THILYMLET 499
mTPCN1 VPWSY LT YGVEL 516
araTPCN1 WQVAE LEM 504
Il S4
mTPCN2 EICT PHSGWKPEQYGPL& TRvNTrvFRFLRIT e 549
MTPCN1  AFAHLOLIRLTIN............ prYFIVVLRRL L LRIFKLKKRY 554
araTPCN1 FITP...DENTFESNGEWIRYLLLARMLRLIRILMvIRY] 551
mTPCN2 agfianfr Lo T ehRa v oz 598
mTPCN1 FELLERMASY LrpNCaANish 604
araTPCN1 FIAIFITLIBS{LMPY vNpl. EureE 599
pore loop 2
mTPCN2 PDNNSAVCG. . . . . . FAAALT TLWNVMVVNNWQV T 642
mTPCN1 YRFINHTVGNKTK TINSEVTLFELT NNM@II 654
araTPCNL  ET......c...... Y PNGMVTLENL{T 636
mTPCN2 vald. Hus) HLATLE POGH 691
mTPCN1 vrsrs|. Hisk TVAFILEA SRKS 702
araTPCN1  [EsfvKpy] ST VAFVLEAFFTELDLEEEEK 686
mTPCN2 LLVGT MFR ..... e MEKL 722
mTPCN1 DSEVDS EL ME 7862
araTPCN1 CQGQPDS . VDT 716

mTPCN2 KHPHLBHIXIRI: : s.56 s 954 s55 s 556 85 588 654 883 amas 954 ais 731
mTPCN1 ONSMV SRT SLKMYQEEIQEWYEEHAREQEQQKLRGSVPGPA 802
araTPCN1 HMLGDE S PE C S T S Dl - « « vt vt et et e oo e o e oeneneneneneanen 733
MTPCNZ =~ sssswme s sms gme s 731
mTPCN1 AQQOPPGSRQRSQTVT 817
araTPCN]  sswewvwe s ses smms 738

Die Umrahmungen zeigen Sequenzabschnitte mit miene$0% Ubereinstimmung, die
waagerechten Linien kennzeichnen die Transmembgaresge und die gepunkteten
Linien markieren di¢’ore Loops Sequenzmotive fir N-Glycosylierungen sind duniaaig

und putative ER-Rickhaltesignale in der TPCN2-Segsend hellgrau hervorgehoben.
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6.6 Sequenz des TPCN2-Targetingvektors

BssH Il Not | Start der TK-Kassette
1 GCGCGCGCGGCCGUTCTAGAATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCT
61 GGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCT
121 CGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTC
181 GCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCG
241 TGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACC
301 GCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTC
361 GCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGLCGGGLTC
421 AGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAG
481 CGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCAGGCTGCGC
541 GTTCTCGCGGCCATAGCAACCGACGTACGGCGTTGCGCCCTCGCCGGCAGCAAGAAGCCA
601 CGGAAGTCCGCCCGGAGCAGARAAATGCCCACGCTACTGCGGGTTTATATAGACGGTCCCC
661 ACGGGATGGGGAAAACCACCACCACGCAACTGCTGGTGGCCCTGGGTTCGCGCGACGATA
721 TCGTCTACGTACCCGAGCCGATGACTTACTGGCGGGTGCTGGGGGCTTCCGAGACAATCG
781 CGAACATCTACACCACACAACACCGCCTCGACCAGGGTGAGATATCGGCCGGGGACGCGG
841 CGGTGGTAATGACAAGCGCCCAGATAACAATGGGCATGCCTTATGCCGTGACCGACGCCG
901 TTCTGGCTCCTCATATCGGGGGGGAGGCTGGGAGCTCACATGCCCCGCCCCCGGCCCTCA
961 CCCTCATCTTCGACCGCCATCCCATCGCCGCCCTCCTGTGCTACCCGGCCGCGCGGTACC

1021 TTATGGGCAGCATGACCCCCCAGGCCGTGCTGGCGTTCGTGGCCCTCATCCCGCCGACCT
1081 TGCCCGGCACCAACATCGTGCTTGGGGCCCTTCCGGAGGACAGACACATCGACCGCCTGG
1141 CCAAACGCCAGCGCCCCGGCGAGCGGCTGGACCTGGCTATGCTGGCTGCGATTCGCCGCG
1201 TTTACGGGCTACTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGTGCGGCGGGTCGTGGCGGGAGG
1261 ACTGGGGACAGCTTTCGGGGACGGCCGTGCCGCCCCAGGGTGCCGAGCCCCAGAGCAACG
1321 CGGGCCCACGACCCCATATCGGGGACACGTTATTTACCCTGTTTCGGGCCCCCGAGTTGC
1381 TGGCCCCCAACGGCGACCTGTATAACGTGTTTGCCTGGGCCTTGGACGTCTTGGCCAAAC
1441 GCCTCCGTTCCATGCACGTCTTTATCCTGGATTACGACCAATCGCCCGCCGGCTGCCGGG
1501 ACGCCCTGCTGCAACTTACCTCCGGGATGGTCCAGACCCACGTCACCACCCCCGGLCTCCA
1561 TACCGACGATATGCGACCTGGCGCGCACGTTTGCCCGGGAGATGGGGGAGGCTAACTGAA
1621 ACACGGAAGGAGACAATACCGGAAGGAACCCGCGCTATGACGGCAATAAAAAGACAGAAT
1681 AAAACGCACGGGTGTTGGGTCGTTTGTTCATAAACGCGGGGTTCGGTCCCAGGGCTGGCA
1741 CTCTGTCGATACCCCACCGAGACCCCATTGGGGCCAATACGCCCGCGTTTCTTCCTTTTC
1801 CCCACCCCACCCCCCAAGTTCGGGTGAAGGCCCAGGGCTCGCAGCCAACGTCGGGGLGGL
1861 AGGCCCTGCCATAGCCACTGGCCCCGTGGGTTAGGGACGGGGTCCCCCATGGGGAATGGT
1921 TTATGGTTCGTGGGGGTTATTATTTTGGGCGTTGCGTGGGGTCAGGTCCACGACCCAAGC

Ende der TK-Kassette Not |
1981 TCTAGAACTAGTGGATCATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAIGCGG

Hind Ill SmnderSZHomob%e,Fmgmem1
2041 CCGCAAGCTTICATCCACTGTGACAGCTCTGACCACAATGCCATGCTTCCTCAAAAGCACT
2101 CAGAACCTTGGGAGGTAGTAATGGGCAGAGAGGCAGGAACAGGTTGGTTTGGCCTTCACA
2161 GATCTGCTAGGGTATGCTGGGAAGGTGGGTGCACTGGTGGGAATTGAATAGAGGGTCTAA
2221 CAGTAGTGCAGGGGACTTAGTGGAACCCAGAAGGGTGATGGGAAGTAACACTTGGGGCCC
2281 TAGAGAAGCTGCAGAGCTGGCTTGTCCTCTGCCCTCTGGGTTGGTCCTGTCTGGTAAGGA
2341 CAGCCAGTGATGTATAGCTCTCTCTTATCACCAGCCTGTAGCCTCCCCTAGACCCGACTG
2401 GGAGCTGCTGGGGATGCATGGGTGGTGGGACCCAGCAGAGGCTGACGGGAGATGGAGGCA
2461 TCGTTCCATGCTGITTGATGTCTTTATCTCCTATGTCCACTCAGGACAGTGTAAGGTGCA
2821 CCTCTCGTGTAAGGTGCAGCTCCTCTTCTGATTGAGGAAGAAGTGCCCATGCCTTCCTGG
2581 AAGAGGAAGAGAATGGTTGTATAGCCATCATTTCTTACTCATGCTTCCTAAGGGTCTCTC
2641 GGCTGGCCACCAACCATACCTGCACCAAGGATGCTTGTGTAGTGCCAGGGAGACAGACAA
2701 GGGAAAGAGGCTCTCAAGATGCACAAAACAGAGTCTATCCAGTGAATGAGTCACAGCCAC
2761  AGAGCAGTCCTGCTGTCTAACTAGTTTTTATAACATCCCTTATAGCCCGCTGCTGTCCCT
2821 GTGCCTTGTTAGCTGGCTAGGTTTGTCATGGTGACCAAGACCTTTACCCCTAGATGTGGG
2881 TCCTCTGCCTGGTTTTGGTTTGTTTTTGTTGTTGTTATTGTTGTTTGTTCTTTGCTTTTT
2941 TTTTTGTTTGTTTGTTTTTTTTGTTTGTTTGTTTTTTCAAGACCGGGTTTCTCTATAGCC
3001 CTGGCTGTCCTGGAACTCATTTTGTAGACCAGGCTGGCCTTGAACTCAGAAATCCGCCTG
3061 CCTCTICTTIGCTITTTTAAATACAAGAATGTTGTGTCATCCCTTGCCAGGGCCTATGGGT
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8121 CTTGTGCACACTGGTCACATGTTCTACAGCTGAGTCACTCTTCACAGCCGGAGTCTTCCC
3181 TAGAGGTCCCTTAGTGCCCTGTCCTGTCTTCTGAACTTGGGTATTCTCCCTTTAGACAAG
3241 TTTGGATCCCACTTGGTGGGGCCAGTGTGTGTCCTTGGTGGCCTCTGCCTTTGGAAATGG
3301 ATACTTCCAGACTAATAGAGCCTAGCATGTGGGAACAGTAAAAAAGTGAGACCCTTCCTG
3361 CAGGCCTCAGATCTGACGGCCTCCCTACATGAAGGTTCCTCTGCCTTCTGAGGTGGTGGG
3421 AATTGCTCACTGAGTCATTTCCAAGTTCCAGGGCAGTGGTGCGTGACGAGACACTGTGGA
3481 CAGCAGGATGGAACATGGCTACGTGGAGAGGACACGGTGCTGTTTGTCACCAGGGGTCAT
3541 GTAGGGCCTTGTGCTGGGCTCTGATTCTGCATGGTGAATGTGTCGTTGGCCCCAGTTAGA
3601 GCCTTTACTCCTGTCCTGGTGGCCATGTCGTGTGTAGCTGAGGTCAGAGGCTCAGCATTT
3661 GTAGGACCCACTGAGTTGATATGCTGATTAAACACTTCTGGGCCCCAAGCATTCTGTGCC
3721 TGTTTGGAGGGGCCTGTCCATGTACGTCTTCCAAATCCCTTGTTCCCAATCCTCCACATC
3781 TCTGCATAACACTTTCTGCTCTCAGGAATCAGGTCCAGTTAGCAGGACCCCTGCCTGCCA
3841 CCTCTCTCTGAGGGACTTTTTTACCTAAGGATGTCATGCCACAAGAAGTCTATCTCTGAT
3901 TAGGTTGCTATGTCACCCAGAACCTCTGCAGCTAGCAGGACCCTCTTGAAGCACTCCACA
3961 GGTGCTAGGTGTCTTGATGGGGAAGACCAGACTCCTGGGGTGCAGCTTTGGTTCCTATCC
4021 AGTGAAGTCCTCCTGACGGAGTGACACGGGGTCTGCCAGGCCCTGGTGCTTGTGACACCT
4081 CCCCACCCCTGCCTGGGTGCTTACCTCCACTCTGAGATTTGGGCTGTGATTCTCAATGTG
4141 GTATGTGGACAGCCTTGGAGATAGTCACATGGATGTACCTTCTCTCATCCTTAGTCTGTG
4201 CACTGATAGGCCCAAGCAGCCAGCAGGACTATAAGTAGTTGTTATGTCCCTGTGTGTCAG
4261 GCAGGAAGTGGTCCAGGCTCCTGGAGGGATAATGACTGTCAGGAGGGCTAGGGAACCTTG
4321 GGATTCTGGGCTGCTACTGTGGGTGGTATATGGTGTTCTGGGGAGCTGAGGGCACTGATC
4381 TCTCAGTCATGAGAGCCAGGCAGGGCATCTGGAGTTGGGCCAGAGCCCTGAGCACTTTTC
4441 TGGTTGTTGCCATTCCTGTTGCCTGCTCAATCTGTTICTGGCTGTTCTGEGGTECTTCTG
4501 TATGAGCACAGCCTAGGAGGACCAACAAACCCTCAGAAGGGTCCCTTAGGAGCCTGTCAT
4561 GTGTTGGTGTTGGTATGCCCTTACACCAGGTGCTAGAAAGAGGCTTCCAATAGATAATAT
4621 CAATCTGACAGGTGCTATGATGGACAGGAAGCCAGGACAGTGAGTAGTGATTAGGGAGGC
4681 ATTAGGCCAAGGTACGAGAAAGGCCGTGAGCTGTCAACAGTGTAACCCTTGGGCTCAGGA
4741 TGGCTGGAGTGGTGGACAGGGACTACTTCCTTCTCCAGGTTCTGGAATCCCTGGAAGAAA
4801 GATATGAATGGTCCTGGCCCAGTGCACAGTTTCCTATTGTTGTCTTTAGCCCCTGCGGAT
4861 GCGCCGGCTGCTCCGCCCCTTCTTCCTGCTGCAGAATTCCTCCATGATGAAGAAGACCCT
4921 GAAGTGTATACGGTGGTCGCTACCAGAAATGGCCAGGTGAGCACGGGGCCTGGAAGCTGC
4981 AAGCCAGGCCAGTCCAGAGGATGGGTATGGTTGGGGCAGCTGAAAAAGTAGCTTTTATTC
5041 ACTTGATGTAATTGTCATGTCAGAGGCTTACCGCTGAATAAGCTCATACTTTCTAGTTCT
5101 TTCTGAACTCAAGCTGGTTCAACTCAGCTGTTCTGATTCAAACTCTTCTCCAAGCTGACT
5161 GATTCAACCTTGCTTCTCTCAGCTTCTCACTGAATAACATTGCTTGGCTTCAAACTAACT
5221 CTGGTAATTTGTTCTAATCTTCTGGCTCCTTATTATCTGGCTTCAATTGCCCCTGCTGAT
5281 CTGCACTGAATGGCATGAACTCACAAAGGAACTCAGCTCCACCGCATGGCACTGCACTGC
5341 ACTGCCCTGACCCCCAGCTGACTGAGTGAGCTCAGCTCCAATGCACTGCACTGCACTGCC
5401 CCCCAGCTGACTGAGTGAGTTCAGCTCCACTGCACTGCACTGCACTGCCCCCCAGCTGAC
5461 TGAGTGAGCTCAGCTCCACTGCATTGCACTGCACTGATCCCCAGCTGACTGAGTGAGCTC
5621 AGCTCCACTGTACTGCACTGCACTGATCCCCAGCTGACTGAGTGAGCTCAGCTCCACTAC
5581 ACTGCACTCACTGCACTGACTGACTCTATTCTCTCCCTGATCCACCTTTAACCCGCCTCT
5641 CCTGTGTCTTCCCATGAGAGTTGGGCATATCCTGATTCATTCTGTCAAATCTTTCTCAGA
5701 TTCATCACTTTATCTACCCCTTAATTAATTAGATGTCACTTTCAAACATGACTGCTTCCT
5761 TCTATAAACTAAGTTTACGGACATTGTTTAGGATTAAAGGTGTGTGTTAAGGGTGTGTCT
5821 GCATTCCAGCCAGAGGAGCCATGTTGCTGAATTAAAATTCTTCTCCAGGCAGCCCTCTGG
5881 ATACTCCCAGTCCAGCATCCTTCAGGGGTCAGCGGGCAGTGTTTGGGATCCTGATCAGAC
5941 TTGTTCAGACATTACAGACTCAGACCTCCCATGCCTAATCCAGATGGCTCGTTTCTGACT
6001 TGTTTCTCCATGGTTGTCTGTACAGCTTCAGTTCAGCTTCCTCTTACACTGTGTGAAGCT

Pstl Kpnl Ndel Erste LoxP-Sequenz
6061 ATGCTGGCCCGGAAGCCCTGCAG CATATGATAACTTCGTATAGCATACATTATA
Sall Pstl Start des zentralen Bereichs, Fragment 4

6121 CEARGTTATGTCGACCTGCAGCTCTTGGAGCCTTCAACTCCCCAGATCCCTCCTAAGCCC
6181 CCTTGGCTCCGGCCAGTGAAAATGTCACCCATGCCCTCCGTCTGCCTCCAGTCCCTTTCC
6241 TGGTAGGCCACTTGGGTGACTTCCTGCTGTCCAGCCCAAAAGGATGGAAGTGACCTCTGT
6301 CCTCTGTGTCCTGGTCCATGGCATGTCCCTGGGGTTGTGTCCTACCACAAATAGAGAAGT
6361 CAGCAGGGGTAGGCGTGGCTTCAGGTCCCTGTCCCAGGGCTGAAAATCCTCAGGAGAGGA
6421 GGGGACCCTGTGCCCATGCTTGAGGCCATGGGCAGGATGATGTCCTACCTCTCTGGGGTG
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6481 TGGCCTGTGCTGTGTTGTGCTAAGCACTGTCTTTCCGCAGTGTCGGé%%E%QGCTGGCCA
6541 CCCACECTETETCTCTTCACCATCATTEECATCCTECTETTCACCATTEETEGAGRAGGTAA
6601 GTGTGACCTTGGCTGGAGGTGGGGCTCACAGGCCTGCCTGCTCTCAAGTAGCCCGAGTAG
6661 CCACCTGTAACAGACCAGGAAGTGTGTCATGACCCCGCTTAAGCCCAGGGCCTGTCTTCC
6721 CATTGCTGGCGCCTTTGTCCACCCTGTTTTCTGAGCTGGCTGCCTCCTCCATGCAGGAGG
6781 GTTCCTTCACTGACGGTGGCTTGAAGGTTCCTCAGCCAGGGCTGCCCTCCTGGCGCTTGT
6841 TCCAAGCCCCAGCAATCCTTGCCTGAATTCCTGGCCGCTGACTCTGGCTGAAACCCTAGA
6901 ACTTATCGCCATGGGGAGGTGTCCACCTGCCCATCTGTGGGGACATCTTCCTTGATTGTC
6961 CCTCTTTAGGTTCTGTCTCTCCTCACGTTTAAGGGCTATGTCCAGGCCAGGTCACTGTCC
7021 TCCAGCCTGGGCCATCCTCTATCTCTGCATCTGCTGTGGGGTACAGCAAGTGTGGTCATG
7081 GCTGGGTTTCCTGAGAGTGAGGTGACATAATCAAGCTGTGCTGCCAGGATGGGGGAAGAA
7141 AAGATAGATAGTCTCAGTGTCTGTATGTGAGTATACATGTCTATGCATTAGTCTGTGTCT
7201 GGATGTGTCTCCATGTATATGTATGAGTGTTTTTGTGTCTCTCTCTATATATCTGAGTGT
7261 GTCTGTCTGTGTGCATGTCTTGGATATGCCTTGATGTCTGTAGATGGGTATATCTCTGTG
7321 TGCATGTCTGGATGTGTCTCCATGTCTGTCTCTGTCTTTATTTCCATGTCTTTGTGTGGT
7381 GTCTCTATGTTTGTGTTTATAGGTGTCTCCATGATGTATCCACTGAGTATTTGGGTCTAT
7441 GTATGCATATCTGTAGGGGGGTAGGGGCAGTGGTTGAACCGCTTGCCACACCCTTGAGAC
7501 CTCGGTGTGACTTCCCATGACCATGGCACTGCTCTTTCTCAGAACCTGGGTTAAGCAGGC
7561 AGAGTGGAGCCAGCAGTGGCCATAGCCTCAGCCTCAAGATGAGTGTGTGGATCTCTCACA

Pst | Erste FRT-Sequenz
7621 GTTGTGCTATATCCAGAGCTACTGGAAAGTTCCTCCTGCAGGAAGTTCCTATTCICTAGA

Start der Neomycin-Resistenzkassette i |
7681 AAGTATAGGAACTTCTTAATTAAGTTTTCGAGGGCCCCTGCAGGTCAATTCTACCGGGTA
7741 GGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGCCCCGCTGGGCACT
7801 TGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCACCGGTAGGCGCCAA
7861 CCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCCCCTAGTCAGGAAG
7921 TTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGAAGTAGCACGTCTC
7981 ACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGTAGGCCTTTGGGGC
8041 AGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCTGGGAAGGGGTGGG
8101 TCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCGAAGGTCCTCCGGA
8161 GGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTTCTCCTCTTCCTCA
8221 TCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGCCAATATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCA
8281 CGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGAC
8341 AATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTT
8401 TGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATC
8461 GTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGG
8521 AAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGC
8581 TCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCC
8641 GGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGAT
8701 GGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGC
8761 CGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGATGATCTCGTCGTGACCCA
8821 TGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGA
8881 CTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATAT
8941 TGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGC
9001 TCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAGTTCTTCTGAGGGGATCG
9061  ATCCGCTGTAAGTCTGCAGAAATTGATGATCTATTAAACAATAAAGATGTCCACTAAAAT
9121 GGAAGTTTTTCCTGTCATACTTTGTTAAGAAGGGTGAGAACAGAGTACCTACATTTTGAA
9181 TGGAAGGATTGGAGCTACGGGGGTGGGGGTGGGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCTTT
9241  ACTGAAGGCTCTTITACTATTGCTTTATGATAATGTTTCATAGTTGGATATCATAATTTAA
9301  ACAAGCAAAACCAAATTAAGGGCCAGCTCATTCCTCCCACTCATGATCTATAGATCTATA
9361 GATCTCTCGTGGGATCATTGTTTTTCTCTTGATTCCCACTTTGTGGTTCTAAGTAAACGA

Ende der Neo. Zweite FRT-Sequenz Nde | Xhol
9421 AGTTCCTATTCCIGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTCCATATECTCGAGAT
Zweite LoxP-Sequenz Aba ) Xba | Start der 3’-Homologie

9481 AACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT CTAGGTTTCTGCCCTTTGAAG
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9541 GGGAACCAGGCTGAGCAGGATGAGGCTTGTGTAATTGAGGGCGACATTCCGCCACGATCT
9601 TGACAAGGTCTCATCGCCTGACCTCTGTCATCATTGGGAGGCTGTGAGGACTGACCCATG
9661 CTGAGTTCCTTGTTCATTTCCAACCTTGCCACCCTGGCCTGGGGAACAGGTTGAGAGCCT
9721 GTTGCATGTCCAGGCCCAGCTTGGGGTCTCCAGACTTGTGCCCTCTGAGGACGCAGCACC
9781 CCACCTTGTCTGAGCCCCTTCTGTAGGTGTTGCCTATAGCTAGCCTGCTTGCTATCCGCA
9841 TCCTGCTCACCACATTGGAGCTGGAGTTTGGCATGTGATTACACAGTGCTTCATTCCCAT
9901 CTCACAGACTGTGTCATCAGGGCTGTGACGATGTGTTGACAGTGGGCTGGGTGGGAACCC
9961 AGGGCTCCCTCTGCTGCCACAGGCTCATGGCTCAGAAGAGCCCACACAGCCTGTGGAAGC
10021 AGTAGAATTTTTTTTTTAGGGTGTTGCAAGAGACCTGCTGGGAGATGGGTCAGGCCTGGG
10081 GCTCCTGCTTTGGAGGCCTCTCATCGCCCTTAAGCCTCAGTGTCCTTGTCTGTAAACTGA
10141 GGCAGGTGCATGCAGTCTGCTTTCTGTGTGTCACTGTCTGCTGTTTACATTGCTGTCCAC
10201 ATTCTGGCTGGGTAGGCACAGGGTGGCTCCAGGGATAACACTGAGTTCAGGATTCTGGAG
10261 CTGAGGTTTCTTTTGGGCAGATGCACTGCCCAAGTTTGCTAAGCACCATGTCAGGACTCT
10321 GCAGGAAGGTCAGAGGGTGGGAGCCCAGGCATGGCTACCCTGCTGTCTGCTATGGTAAGG
10381 CACAGCTGTGTGGATAAGGCCTCTGAGTTCCAAGGGCCTCTGCTTCAGGAGCAGTGAGGT
10441 CTCTCCCAGGAGTCCCATCCCACATCACTAGAAATACCCAGTGTGGCAGCCTTCTTGAGG
10501 CCATACTTTCCAGTCTGGGTCTTTGCCTGCCCTGCCCCCTGGCTCTTCCTCACTGTGCAC
10561 ACAATGTCTGACAAGTGCCAGCCAAGGAGTCTGGCTGGTCCCTCCTATGGTTGCTTGGCT
10621 GCCAGGCTGCTGTGCTCCGCTAGGCTGGCTCAGGGTTTTACTGGGTTCTGAATAGGCCAT
10681 TATGGTGGTAAGCCTGCTTAGATGCCTGCAGGCCCAGAGTCCTGACCTGTCTAGTGGTGA
10741 GTACAGCAGAGCCTGCTGGGAAGTAATAGACAGATAGAGGGTGCTGACCCCACCCCTTGC
10801 TCTGTGGATGGTCCTGGCTGAGGGACTGAATGGAGCTGCATTATATTAAGACCTCAGCTG
10861 GGAGACATAGGTCCAGATGGCTACCTCATCTGCTCTCAGGATGAAGCACAGGACCAGGAG
10921 AGGCTGGCCTACTTCCGGAACCTTCCAGAAGCACTGACCTCACTCCTAGTGCTGCTGACG
10981 ACTTCCAACAACCCTGATGGTGCGTGTGGGGGCTGGGAGGGGCAGGGAACCTGGCCTGGG
11041 ATGGCCGGTGGGGAGGCTGAGTTGTGGTTTGGCTTGAGTGTGTGAGCCCTTTTCATTAGT
11101 ATGGGGATATGATACTAGCTTCCCACTCCATGCCTTTCCCCTCACCCTTTGGCAGTTTTG
11161 GTCCCTTCCAGTCCCTTCTTTCTTTCTTCATTCCCTTTATCATGTCACTTTTTTCCTTGG
11221 AGAAACTGAAAGTGTCTGGTAGTTTGTGGTGATGTGATGTTAGTCAGCAGTTCCTATGGT
11281 GACCTCTTTGGGGCTTAGCTACACTCCCGCTCACTGCCTGGGCCTGCTGTGAGGTGCTCG
11341 CCATTCAGGAGCATCAAGTGTGAGAGCTTCCTGGTCTTAGCAGGCCATGGTTGGGTGCTA
11401 CCAGGTCCTCCCAACTCTTCTCACATGGGCCGTGCCAGGATGGCAAGCCTACAGTCCTTC
11461 TGAGCTCTGCTGTGGCCCAGCCACTGTGGCTATGCCATTTACCCTGGTCTTAGGTCTTCT
11521 CACAACCTTGGTGACCTATCTCTAGGGCAGCTTGGGATTCCCAACCCAGAAGTGCTGTTT
11581 AGCCTTACCCCGAGCCAGCCACTGTAGGAGAGCTGTGTGGCTTTGGGGCGTGGTCACAGG
11641 GAGGCCCACCAGGGAAGGTATCCCAGGCAGTACTGTAAGGGTTTGAGGTTGGACTTTGAA
11701 CAGGAAGTTCTCAGTTGCTCTGTGAGGTCTGGTGAGGAGGGGTCAGAATGGAACCGGGGT
11761 CAGCGGCTGCAGCGTATGTTTAATCTCAGATTCTTTCTTTGTCTCAGTGATGATCCCTGC
11821 GTATACTCAGAACCGGGCCTTTGCTCTCTTCTTCATAGTCTTCACCTTGATAGGTAAGTG
11881 CCTGTGGGATTGTGTGCCACTGGGCAGCGCTCACCCATGCATGACAGGATCCCCATGTTC
11941 AGGAGTGGCTGGCTGTAGCTGGTCCCTGCTTTCTAACTCTCCTAGGCTTGCTTCTGTAAC
12001 TTTGCCTCAGTCTACTCTCACCCTGGAATTTCCCCTCCCCAACTCCCTTTAACTGGACCT
12061 TGGCCTGTTCTCATCTTCTAGCTTTCTCTCATCCCCCAGACCTTTACCTTCACCTGACCT
12121 CTCAGAGAGTATATCCCCATCCTGTAATTTCACCTCAGCCCGTCTTCCTGTAGCTTCACC
12181 TCAGCATGCTCCCAACTTAGGGCTTCATCTCAGGTTGAACACCTATGACTTCATCTCAGT
12241 GTGCTCCCCACCCCAGCTTCATCTTAGCATGCCCTCCCCACTCTCCCCTTGGTGACATGT
12301 GACCCTTGATGGCCCTGTCTGATCTATCAGTGGCTAGGTATGCTTGACCTCACCCCACCT
12361 CACCCCGTTGATGGACAAGGATGCAGGAGTCTGGAGGTTGGGTGTGTCCCCTGCTGTGAG
12421 GCAGAAGGGAACTCTGTGAACTTGACTGTGGTCAGTCATCCCGTGCTCCTAGCCATTGTA
12481 CCCAGGCTTGCTGAGACCTTTGAGCCTGGGGACAGTTGTGGTCCTTGGCTGCTTCAGGCT
12541 CTGCTCCACTGTCCTCTGGTCAGTTCTATTGTTTTGTTTTTTGTTTGTTTCCTTTCACAG
12601 GAAGCTTGTTTCTGATGAACCTGCTGACAGCCATCATCTATAATCAGTTCCGTGGCTACC
12661 TAATGGTGAGCCACCCTGTGTCACTGTGGGGCTATGCCAGAGCTAGCCTCAGAGGCCAGG
12721 CAAAGTAGGCCTTGAGTCTACTGACCCTGGTGGGAGGGGAAGCCAGTTGCCATCTTCTGT
12781 GGACCAGTTCAGAAACACTGTCTCTGCTATGGGCTGTTTCAGTAGCACAGGTGTTGCCAT
12841 GGTTACCCAGGGTTTCCTTCCCTGCCCTTCCATACCCAAGAGGAAAACACCTAGAGACCG
12901 CAACTTCTGGGGTGTCTGTTATACCTCCTAAATACACAGAGAGGAAATGTAGACCTTAGA
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12961 GCAGTTGTTCTTAACCTATGGGTCACGACCCCTTGGGGGTGATGAACGACCTTTTTGAAG
13021 GGAGTGCATATCAGTTATCCTGCATATCATATATTTACATTAAAGTTCCTAATGAAAGTA
13081 ATTTTATGGTTGGGGGTCATCACAACATGAGAAACTGTATTAAAGGGCCACTGGGCTTCC
Ende der 3’-Homologie Ascl BssHII pBluescript
13141 TCCTTTGAGAACTGTCCCCTCTAGTGGTGTGACTGTCIGGCGCGCCGCGCGCTTGGCGTAA
13201 TCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA
13261 CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTA
13321 ATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAA
13381 TGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCG
13441 CTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAG
13501 GCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAA
13561 GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTC
13621 CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA
13681 GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCG
13741 ACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCT
13801 CATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGT
13861 GTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAG
13921 TCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGC
13981 AGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTAC
14041 ACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA
14101 GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC
14161 AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
14221 GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCA
14281 AAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGT
14341 ATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCA
14401 GCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACG
14461 ATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCA
14521 CCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGT
14581 CCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGT
14641 AGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCA
14701 CGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACA
14761 TGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGA
14821 AGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACT
14881 GTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
14941 GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCG
15001 CCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTC
15061 TCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGA
15121 TCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAAT
15181 GCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTT
15241 CAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGT
15301 ATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTAAA
15361 TTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTT
15421 TTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAG
15481 GGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACG
15541 TCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAAT
15601 CAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCC
15661 GATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGA
15721 AAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACAC
15781 CCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACT
15841 GTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGAT
15901 GTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAA
15961 CGACGGCCAGTGA

Folgende Sequenzabschnitte sind farbig gekennzsgtichoxP-Sequenzen (hellblau), FRT-
Sequenzen (grin), Exon Nr. 7 (grau), Restriktionsgtstellen fir Southern-Blot
Analysen (orange), sonstige relevante Restriktidmsigtstellen (gelb).
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