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1 EINLEITUNG

Licht, das ins Auge einfallt, durchdringt zunéchst den optischen Apparat aus Hornhaut, Linse und
Glaskorper und trifft dann auf die Retina. Die Retina ist ein spezialisiertes neuronales Netzwerk, das
visuelle Reize in Nervenimpulse umwandelt. Der Aufbau der Retina ist relativ einfach. Drei Arten von
hintereinander geschalteten Neuronen - Photorezeptoren, Bipolarzellen und retinale Ganglienzellen -
bilden die funktionelle Grundeinheit. Tausende dieser Einheiten sind parallel zueinander angeordnet
und Ubertragen die visuellen Informationen in vertikaler Richtung; Gber Horizontal- und Amakrinzellen
erfolgt zusatzlich eine laterale Verschaltung. Die Axone der Ganglienzellen leiten die optischen Reize
schlief3lich Gber den Nervus opticus (Sehnerv) an das Gehirn weiter.

Die Ubertragung visueller Informationen beginnt mit der Absorption der Lichtreize durch die
Photorezeptoren. Man unterscheidet generell zwei Arten von Photorezeptoren, Stabchen fiir das
skotopische Sehen (Dammerungssehen) und Zapfen fiir das photopische Sehen (Farbensehen).
Innerhalb der Retina werden die sensorischen Erregungen dann Uber so genannte Béandersynapsen,
spezialisierte Synapsen der Photorezeptoren und Bipolarzellen, Ubertragen. Diese Bandersynapsen
koppeln Licht abhéangige Anderungen des Membranpotentials an eine graduelle Freisetzung des
Neurotransmitters Glutamat®. Im Dunkeln liegt das Membranpotential dieser Zellen bei ca. -40 mV;
unter diesen Bedingungen wird Glutamat kontinuierlich in hoher Menge ausgeschiittet. Lichtreize
fuhren Uber eine Signalkaskade zur Hyperpolarisation und damit Hemmung der Glutamatfreisetzung.
Eine Schlisselrolle in der synaptischen Transmission spielt Calcium, welches durch
spannungsgesteuerte Calciumkanéle in die Zelle stromt und die Exozytose des Neurotransmitters
auslost (Abb. 1-1).

A B

_.—-_'_'_-_-_-——_——-_-_-_'_'—-—__

Abb. 1-1 A Anatomischer Aufbau des retinalen Netzwerks. Photorezeptoren (Ph), Bipolar- (BP) und
Ganglienzellen (GC) Ubertragen visuelle Informationen in vertikaler, Horizontal- (HC) und Amakrinzellen (AC) in
lateraler Richtung. B In den B&ndersynapsen der Photorezeptoren und Bipolarzellen wird Glutamat in
Abhangigkeit des Membranpotentials freigesetzt. Fir die kontinuierliche Neurotransmitterfreisetzung im Dunkeln
sind spannungsgesteuerte lonenkanale nétig. Sie gewahrleisten im Dunkeln einen permanenten Ca“'-Einstrom in
die Synapsen.
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Spannungsgesteuerte Calciumkanéle (Cavs) sind Membranproteine, Gber die Calcium entlang seines
elektrochemischen Gradienten spannungsabhangig in die Zelle stromt. Diese Kanale sind
hochmolekulare Komplexe, die strukturell aus mindestens drei Untereinheiten bestehen. Die
Haupteigenschaften der Calciumkanale - ihr pharmakologisches und elektrophysiologisches Profil -
werden von der lonen leitenden a;-Untereinheit des Kanals bestimmt. Diese weist strukturelle
Homologien mit spannungsabhangigen Natrium- und Kaliumkanalen auf und besteht aus vier
homologen Domanen (I - 1V) mit jeweils sechs Transmembransegmenten. Die Kanalpore wird vom
funften und sechsten Segment und der dazwischen liegenden Porenschleife gebildet. Daneben

existieren noch einige Untereinheiten mit modulatorischen Effekten wie 8 und a,0 (Abb. 1—2)7'9.

A

\ O (I8
0000000006070, /06060006

C

Abb. 1-2 A Membrantopologie spannungsgesteuerter Calciumkanéle. Kanalkomplex mit porenbildender a;-
Untereinheit und modulatorischen a,0- und B-Untereinheiten. Die ai;-Untereinheit (blau) umfasst ca. 1800 - 2300
Aminoséuren und besteht aus vier homologen Domé&nen (I - 1V), die Uber intrazelluldre Schleifen (Loops)
miteinander verbunden sind. Der Klarheit halber ist nur der Loop zwischen Doméne | und Il dargestellt (griin). Der
a20-Komplex besteht aus zwei, Uber Disulfidbricken verlinkten, Polypeptiden: der transmembrandren ©-
Untereinheit (ca. 150 Aminosauren, gelb) und der extrazellularen a-Untereinheit (ca. 930 Aminosauren, orange).
Die intrazellulare B-Untereinheit (ca. 460 - 600 Aminosauren, rot) komplettiert den Kanalkomplex. Sie bindet mit
hoher Affinitat an den I-ll-Loop (griin) der a;-Untereinheit. Der N- und C-Terminus ist in schwarz dargestellt.
Quelle: Van Petegem et Minor. 2006. B Schematische Darstellung der a;-Untereinheit. Jede Domane (I - V)
besteht aus sechs Transmembransegmenten (S1 - S6). Die Porenregion befindet sich zwischen dem fiinften und
sechsten Segment, Segment vier besitzt viele positiv geladene Aminosdurereste und bildet den
Spannungssensor.
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Insgesamt gibt es jeweils vier verschiedene (- und a,8-Untereinheiten. (-Untereinheiten sind
cytosolische Proteine, die aus zwei hoch konservierten Domanen und drei variablen Regionen
bestehen. Sie binden mit hoher Affinitdt an die a;-Untereinheit des Kanals (I-ll-Loop). a0-
Untereinheiten bestehen aus der extrazellularen a,-Untereinheit, die Uber Disulfidbriicken mit der
transmembranéren &-Untereinheit verbunden ist. Die modulatorischen Untereinheiten beeinflussen
u. a. die Stromamplitude und die kinetischen Eigenschaften der lonen leitenden a;-Untereinheit des
Kanals®.

In Sé&ugern existieren zehn verschiedene a;-Untereinheiten (Abb. 1-3); Cav-Kanale werden in
Abhangigkeit ihrer a;-Untereinheit, die auch den Spannungssensor (S4, Abb. 1-2 B) enthélt und damit
die zur Aktivierung notige Depolarisation bestimmt, in zwei Gruppen eingeteilt: die low voltage-
activated (LVA)- und die high voltage-activated (HVA)-Kanale. Die LVA-Kanéle werden schon bei
vergleichsweise geringer Depolarisation des Membranpotentials aktiviert, bei den HVA-Kanélen sind
dagegen héhere Membranpotentiale nétig. LVA-Kanéle, die man auch T-Typ-Kanédle nennt, besitzen
damit eine niedrige Aktivierungsschwelle, HVA-Kanéle eine hohe.

L — Cav1.1
Cav1.2
1 Gavi’3

HVA

PR -

Abb. 1-3 Phylogenetischer Stammbaum der spannungsgesteuerten Calciumkandle gemaR ihrer a;-
Untereinheit. L-Typ-Kanale: Cavl.1 - Cavl.4, P / Q-Typ-Kanal: Cav2.1, N-Typ-Kanal: Cav2.2, R-Typ-Kanal:
Cav2.3, T-Typ-Kanéle: Cav3.1 - Cav3.3.

HVA-Kandle teilt man nach ihrer Sensitivitdt gegentiber Dihydropyridinen (DHP) in zwei Gruppen ein.
Die L-Typ-Kanéle sind DHP-sensitiv, die P / Q-, N-, und R-Typ-Kanale DHP-insensitiv. L-Typ
Calciumkanadle werden auflRerdem durch Calciumantagonisten vom Phenylalkylamintyp und
Benzothiazepintyp blockiert.

Uber den Einstrom durch Calciumkanale werden neben der Ausschiittung von Neurotransmittern wie
z. B. Glutamat in der Retina auch zahlreiche weitere physiologische Prozesse wie z. B.
Muskelkontraktion, Sekretion, Hormonfreisetzung sowie Genexpression und Zelldifferentierung

vermittelt”°.
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Zu den am besten charakterisierten Calciumkanélen zahlen die L-Typ Calciumkanéle. Sie zeigen eine
weite Verbreitung im Herz- und Skelettmuskel, im zentralen und peripheren Nervensystem sowie in

endokrinen Geweben (Tabelle 1-1).

Tabelle 1-1 Ubersicht — Gewebeverteilung und Physiologie / Pathophysiologie der L-Typ Calciumkanéle.

Kanal Splicevariante Gewebe Physiologische Funktion Pathophysiologie
Cavl.l Skelettmuskel ’ Elektromechan. Kopplung, Maligne Hyperthermie®*,
Ca*-Homgostase’ Hypokaliam. period,

Paralyse Typ 1"

Cavl.2a Herz’ Aktionspotential’ Timothy Syndrom™*™*,

Cavl.2 Cavl.2b Glatte Muskulatur” Elektromechan. Kopplung’ Knockout-Mause
Cavl.2c Neurone’ Synaptische Plastizitat’ mit multiplen
Phanotypen”'>™®

Cavl.3 Gehirn, Niere, Hormon-Freisetzung, Knockout-Méause sind
Pankreas, Herz’ Transkription, taub, mit Sinusknoten-

synaptische Integration’ Dysfunktion®’

Cavl.4 V.a. Retina"*® Neurotransmitter- CSNB2"*%,
Freisetzung”**% CORDX3%,

AIED®

Der L-Typ Calciumkanal Cav1.4 ist in Bandersynapsen exprimiert und nimmt eine zentrale Rolle in der

synaptischen Transmission ein®®2%2424%9

. Mutationen im kodierenden Gen (CACNA1F, Chromosom
Xp11.23), die zu Aberrationen oder dem Verlust des Cavl.4-Proteins fuhren, kbnnen beim Menschen
schwere Erkrankungen hervorrufen. Ganz allgemein spricht man bei Erkrankungen, deren Symptome
auf die Fehlfunktion eines lonenkanals zurtickgefiihrt werden kénnen, von channelopathies. Im Falle
des Cavl.4 ist eine dieser channelopathies die CSNB vom Typ 2 (congenital stationary night
blindness 2), eine angeborene, nicht progressive Form der Nachtblindheit”**?***, Ein Krankheitsbild,
das ebenfalls auf Mutationen im CACNAL1F-Gen beruht, ist die CORDX3 (x-linked cone-rod
dystrophy). Dabei handelt es sich um eine X-chromosomal-gebundene Stabchen-Zapfen-Dystrophie

vom Typ 3 mit progressivem Verlauf'®**

. Eine weitere retinale Erkrankung, die auf Cavl1.4-Mutationen
zuriickgeht, ist die Aland Island eye disease (AIED, Forsius-Eriksson-Syndrom)”.

Die Symptome der genannten Krankheiten reichen dabei von relativ milden Formen der Nachtblindheit
bis zu schweren Formen, bei denen zusatzlich Myopie bzw. Hyperopie, Nystagmus, Visusverlust und
Dystrophie der Photorezeptoren auftreten kdnnen. Transgene Mauslinien, bei denen das Gen fir den
Cavl.4-Kanal ausgeschaltet ist, zeigen ebenfalls einen CSNB-&hnlichen Phéanotyp. Die
Elektroretinogramme der Knockout-Tiere weisen auf eine Beeintrachtigung in der Neurotransmission

zwischen Stabchen und Bipolarzellen hin?3%3!,

Ob dem Cavl.4-Kanal weitere physiologisch
essentielle Rollen zukommen, ist beim derzeitigen Wissensstand noch offen.

Bei Patienten ist das klinische Bild nicht immer nur auf das visuelle System beschrankt; es bestehen
auch Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen Mutationen im Cavl.4-Genlokus und

neurologischen Erkrankungen wie mentale Retardierung, Autismus oder Epilepsie®* 3.
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Der Cavl.4 unterscheidet sich in wichtigen biophysikalischen Eigenschaften von anderen HVA-
Kanalen. Zum einen sind dies die relativ niedrige Aktivierungsschwelle des Kanals nahe dem
typischen Photorezeptorpotential von ca. -40 mV und die sehr schnelle Aktivierungskinetik. Das
hervorstechendste Merkmal des Cavl.4 ist die langsame Inaktivierung des Kanals, ein Prozess der
den Calcium-Einstrom durch den Kanal begrenzt.

Grund der langsamen Inaktivierung ist der relativ breite window current des Kanals, ein Bereich, in
dem der Kanal zwischen offenem und geschlossenem Zustand wechselt ohne zu inaktivieren
(Abb. 1-4).

1.0 4 L 1.0
0.8 - L 0.8
b3 E
g 0.6+ -0.6
- —
T 0.4- -04 O
0.2 4 L 0.2
0.0 - - 0.0
1 1 1 ]
-80 -40 0 40
V., [mV]

Abb. 1-4 Schematische Darstellung des window current des Cavl.4. Experimentell I&sst sich der window
current des Cavl.4 als Uberlappender Bereich (orange Flache) der normalisierten steady-state-Inaktivierungs-
(rote Kurve) und -Aktivierungskurve (schwarze Kurve) bestimmen. G: Leitfahigkeit, I: Strom, Vm:
Membranpotential.

Man nimmt an, dass die genannten Eigenschaften v. a. das langsame Inaktivierungsverhalten von
grundlegender Bedeutung fiir die Ubertragung sensorischer Informationen innerhalb der Retina sind.
Auf diese Weise kdnnen Cavl.4-Kandle im Dunkeln einen lang anhaltenden prasynaptischen
Einstrom von Calcium in Bé&ndersynapsen gewdhrleisten. Die daran gekoppelte kontinuierliche
Glutamatfreisetzung ist fir die physiologische Funktion der Retina essentiell.

In meiner Arbeit habe ich mich nédher mit der Inaktivierung des Cavl.4 beschaftigt. Generell werden
spannungsabhangige Calciumkanale durch eine Depolarisation zunachst aktiviert (Abb. 1-5). Eine
langanhaltende Depolarisation fuhrt dann zur Inaktivierung des Kanals. Den Mechanismus bezeichnet
man als spannungsabhéangige Inaktivierung (voltage-dependent inactivation, VDI). Vom inaktiven
Zustand, in dem kein Calcium durch den Kanal strémt, kann der Kanal erst durch eine
Hyperpolarisation wieder in den geschlossenen, aktivierbaren Zustand uberfiihrt werden. HVA-Kanéle
verfigen neben der VDI noch Uber einen  zusatzlichen, hoch  konservierten
Inaktivierungsmechanismus. Dieser beruht auf der Eigenschaft von Calciumionen ihren eigenen
Einstrom durch einen negativen Feedback-Mechanismus selbst zu limitieren. Diesen, im Vergleich zur
VDI, schnelleren Vorgang nennt man Calcium-abhangige Inaktivierung (calcium-dependent

inactivation, CDI).
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Der Cavl.4 unterscheidet sich von anderen HVA-Kandlen durch seine sehr langsame
spannungsabhangige Inaktivierung und das komplette Fehlen einer Calcium-abhéngigen Inaktivierung
(Abb. 1-5).

Cavl.4

Depol.
C - >0
& |
Z
(04 Caz*

< 0

Abb. 1-5 Schematische Darstellung der verschiedenen Zustandsformen von HVA-Kandlen. Eine
Depolarisation uberfiihrt den geschlossenen Kanal (C, closed) in den offenen Zustand (O, open). Eine
langanhaltende Depolarisation fuhrt zur spannungsabhangigen Inaktivierung (VDI), Calcium beschleunigt die
Inaktivierung (Calcium-abhéngige Inaktivierung, CDI). Vom inaktivierten Zustand (I, inactivated) wird der Kanal
Uber eine Hyperpolarisation wieder in den geschlossenen, aktivierbaren Zustand Uberfuhrt (links). Der Cavl.4
nimmt eine Sonderstellung unter den HVA-Kanélen ein: er zeigt eine sehr langsame VDI, und besitzt keine CDI
(rechts).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war es nicht bekannt, worauf das Fehlen der CDI im Cavl.4
zurlckzufiihren ist. Funktionelle Bereiche, die in anderen Calciumkanélen CDI vermitteln, sind jedoch
weitgehend bekannt. Am Besten untersucht ist die Inaktivierung bei dem, mit dem retinalen Kanal
nahe verwandten, kardialen L-Typ Calciumkanal Cav1.2.

Schlusselstrukturen fir die Inaktivierung liegen im Cavl1.2 im proximalen C-Terminus***®. Drei
Segmente spielen dabei eine besonders wichtige Rolle: das EF-Hand-, prelQ- und 1Q-Motiv*. Das
EF-Hand-Motiv ist eine allosterische Domane, die sowohl fur die spannungsabhéangige als auch die

36424447 Durch Depolarisation wird der Kanal zunéchst

Calcium-abhéngige Inaktivierung bedeutend ist
aktiviert, eine anhaltende Depolarisation 18st schlief3lich eine Konformationsdnderung des EF-Hand-
Motivs aus, das dadurch mit anderen Kanalbereichen interagieren kann. Dies fuhrt zur Inaktivierung
d. h. zum SchlieBen des Kanals (VDI). Kontrovers diskutiert wird in diesem Zusammenhang die
Funktion des cytoplasmatischen Linkers zwischen Domane | und I, der womdéglich wie ein Pfropf, als

so genannter pore occluder, die Kanalpore spannungsabhangig verschlieRt*®°.
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Bei der CDI ist die Inaktivierung durch Calciumionen beschleunigt. Der Calciumsensor Calmodulin
(CaM), der vier Calciumbindungsdomanen, zwei weniger affine (N-lobe) und zwei hochaffine (C-lobe)
aufweist, bindet an das 1Q- und prelQ-Motiv*®3"**,

Im Cavl.2 ist Calmodulin auch in seiner Calcium-freien Form, als Apocalmodulin (ApoCaM) am C-
Terminus praassoziiert. Nach dem Offnen des Kanals stromt Calcium in die Zelle, bindet an
praassoziiertes Calmodulin und induziert ebenso wie bei der VDI eine Konformationséanderung des
EF-Hand-Motivs®?. Der Porenschluss erfolgt allerdings, getriggert durch Calcium, wesentlich schneller

(Abb. 1-6).

A C

Cavl.2

100 ms

Abb. 1-6 Mechanismus der CDI am Beispiel des kardialen Calciumkanals Cavl1l.2. A Der Calciumkanal
Cavl.2 ist im Herzen exprimiert und wesentlich beteiligt an der Ausbildung des kardialen Aktionspotentials.
B Stromspuren in der Anwesenheit von Ba>* (schwarze Spur) und Ca®* (rote Spur). Die Inaktivierung wird durch
ca* spezifisch beschleunigt (CDI vs. VDI). C Modell des Cavl.2. Schlisselstrukturen fiir die Uber ca’* | caM
(orange) vermittelte CDI liegen im proximalen C-Terminus (EF-Hand-, prelQ- und 1Q-Motiv).

Der kardiale Cavl.2 bendtigt CDI, um z. B. die Aktionspotentialdauer im Herzen zu begrenzen und
damit eine toxische Uberladung der Zelle mit Calcium zu verhindern. Die Bedeutung dieses
Ruckkopplungsmechanismus zeigt sich in einer Erkrankung, die sich Timothy-Syndrom nennt. Diese
Multisystemerkrankung beruht auf gain-of-function-missense-Mutationen im Cavl.2-Gen, die zu einer
deutlichen Reduktion der VDI und CDI fithren***,
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Symptome des Timothy-Syndroms sind kardiale Arrhythmien, komplexe Entwicklungsstérungen wie
Syndaktylie (Verwachsung der Finger und Zehen) und oftmals mentale Retardierung (Abb. 1-7). Die
betroffenen Patienten weisen aulzerdem eine Immundefizienz und haufig neurolgische Symptome wie
Autismus und Epilepsie auf. Das kardiale Krankheitsbild ist u. a. gepragt von einem long QT-Syndrom
und ventrikularen Tachyarrhythmien. Diese Symptome lassen sich direkt aus der verlangsamten
Inaktivierung des Kanals, dem langeren Calcium-Einstrom wahrend der Plateauphase des
Aktionspotentials und der dadurch verzdgerten Repolarisation ableiten. Aufgrund der schweren

kardialen Symptomatik versterben die Patienten im Durchschnitt bereits mit 2 ¥ Jahren™*®,

Affe'cth Vpblymbrpmcvvwﬂ' !lachﬁcalr{‘
A h il
k‘ ﬁ/\ ;\ »k J \ \

| \
)\/\l W,!H J

Affﬂected, ‘polymorphic ventr. tathytardia‘

Abb. 1-7 Symptomatik des Timothy-Syndroms. Die Erkrankung beruht auf Mutationen im Cav1.2-Gen, die zu
einer verlangsamten Inaktivierung fuhren. Die Patienten leiden an komplexen Entwicklungsstérungen wie
Gesichtsdysmorphien (oben), Syndaktylie der Finger und Zehen (unten), long QT-Syndrom und ventrikularen
Tachyarrhythmien (Mitte). Quelle: Splawski et al. 2004, 2005.

Die beim Timothy-Syndrom beschriebenen Mutationen (G406R, G402S) liegen am C-terminalen Ende

des Segments sechs der Domane 1'%,
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Dieser Bereich sowie andere Strukturen, die im Cavl1.2 CDI vermitteln, sind auch im retinalen
Calciumkanal konserviert®’. Im Gegensatz zum kardialen Calciumkanal befindet sich jedoch am Ende
des C-Terminus im Cavl.4 eine inhibitorische Domé&ne von ca. 100 Aminoséauren (Inhibitor der
Calcium-abhangigen Inaktivierung, ICDI), die durch Bindung an proximale Bereiche die CDI

53-54

abschaltet (Abb. 1-8). Die Ergebnisse von Co-Immunpréazipitationen weisen darauf hin, dass dabei

besonders die Interaktion zwischen der ICDI und dem EF-Hand-Motiv wichtig ist.

A B

Cav1l4

100 ms

Abb. 1-8 Modell des retinalen Calciumkanals Cav1.4 A Stromspuren in der Anwesenheit von Ba** (schwarze
Spur) und ca** (rote Spur). Es liegt keine CDI vor. B Schlisselstrukturen, die im Cavl.2 CDI vermitteln (EF-
Hand-, prelQ- und IQ-Moativ), sind auch im Cavl.4 konserviert. Die ICDI am Ende des C-Terminus des Cavl.4
agiert als inhibitorische Doméane. Durch Bindung an proximale Bereiche (v. a. an das EF-Hand-Motiv) schaltet sie
die CDI ab.

Die Bedeutung der ICDI zeigt sich darin, dass durch die Deletion der entsprechenden Doméne

(Cav1.4AICDI), die durch Ca®* / CaM induzierte CDI wieder hergestellt werden kann (Abb. 1-9).

A B

wf Cav1.4AICDI ?’

100 ms

Abb. 1-9 Modell des trunkierten retinalen Calciumkanals Cavl.4 (Cav1.4AICDI) A Stromspuren in der
Anwesenheit von Ba®* (schwarze Spur) und Ca®* (rote Spur). Die Deletion der ICDI induziert CDI.
B Schematische Darstellung des trunkierten Kanals Cav1.4AICDI.
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Die Koexpression dieser trunkierten Kanal-Variante (Cav1.4AICDI) mit der ICDI, schaltet die CDI
wiederum aus, was die Vermutung zulasst, dass die ICDI als autoinhibitorische Einheit fungiert.

Anhand weiterer Trunkationsvarianten der ca. 2000 Aminosduren umfassenden aj;-Untereinheit
konnte schlie3lich ein Sequenzbereich von 23 Aminoséauren (1930 - 53) identifiziert werden, der von

°%% In Anwesenheit dieser Aminosauren zeigt der

besonderer Bedeutung fiir die Funktion der ICDI ist
Kanal wie in seiner Wildtypform keine CDI, werden sie deletiert, inaktiviert der Kanal Calcium-

abhangig.

Durch Einfigen der ICDI lasst sich auch in anderen L-Typ-Kandlen (Cavl.2 und Cavl.3) die
beschleunigte Inaktivierung in Anwesenheit von Calcium abschalten®***. Die ICDI ist damit eine

weitere, fur die Regulation der L-Typ Calciumkanéle wichtige, funktionelle Proteindoméne.
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1.1 Zielsetzung der Arbeit

Der genaue molekulare Mechanismus, wie die inhibitorische Domane des retinalen Cav1.4 Kanals die
Calcium-abhangige Inaktivierung unterbindet, war zu Beginn meiner Arbeit noch unklar. Im
Wesentlichen existierten zwei unterschiedliche Modelle.

Eine Hypothese beschreibt ein kompetitives Modell, in dem die ICDI den Calciumsensor Calmodulin
vom C-Terminus verdrangt und dadurch keine CDI mehr stattfinden kann®*. Eine andere
Modellvorstellung besagt, dass sowohl die inhibitorische Doméne als auch CaM gleichzeitig am Kanal
gebunden sind und die Wechselwirkung der ICDI mit dem EF-Hand-Motiv, das eine zentrale Rolle in
der Vermittlung der CDI anderer L-Typ Calciumkandle einnimmt, fir das Fehlen des

Inaktivierungsmechanismus verantwortlich ist>.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zwischen diesen beiden Modellen zu differenzieren.

Im Besonderen sollten zwei Fragen geklart werden:

1. Ist Calmodulin, trotz des Fehlens der Calcium-abhangigen Inaktivierung, konstitutiv an den C-
Terminus des Cavl.4 gebunden und wenn ja, welche Bedeutung nimmt der Calciumsensor in

der Regulation des retinalen Calciumkanals ein?

2. Lasst sich die Interaktionsdoméane der ICDI innerhalb des proximalen C-Terminus naher
charakterisieren und welche Schliisse lassen sich daraus auf den Mechanismus der ICDI

ziehen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

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

2.1 Chemikalien und L6ésungen

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck, Roth,
Sigma-Aldrich oder Biorad bezogen und entsprachen der Qualitat ,pro analysi® oder ,flr
molekularbiologische Zwecke®. Fur die Herstellung aller Lésungen wurde generell hochreines
entionisiertes Wasser (Reinstwassersystem Easypure UV / UF, Werner GmbH) verwendet. Bei
Anwendungen, bei denen eine sehr hohe Reinheit wichtig war, wie z. B. bei PCRs oder Arbeiten in der

Zellkultur, wurden die Losungen zuséatzlich autoklaviert.

2.2 Arbeiten mit DNA

2.2.1 Amplifikation und Isolierung von Plasmiden

Plasmide sind ringformige, doppelstrangige DNA-Molekile, die in Bakterien extrachromosomal
vorkommen und autonom replizierbar sind. Davon abgeleitet werden in der Molekularbiologie
synthetisch hergestellte Plasmide, so genannte Vektoren, verwendet, um DNA zu amplifizieren oder
zu exprimieren. Essentielle Bestandteile von Klonierungsvektoren sind der bakterielle
Replikationsursprung (origin of replication), ein Antibiotika-Resistenzgen zur Selektion und ein
Polylinker, auch multiple cloning site (MCS) genannt, der Erkennungssequenzen fir eine Vielzahl von
Restriktionsenzymen tragt. Diese Schnittstellen schneiden die Vektorsequenz in der Regel nur einmal

und ermdglichen so die Klonierung von DNA-Fragmenten.

2.2.1.1 Verwendete Plasmide

pcDNA3 (5,4 kb, Invitrogen)

Wesentliche Bestandteile dieses eukaryotischen Expressionsvektors sind ein Cytomegalievirus-
Promoter (CMV-Promoter), der eine starke, konstitutive Expression gewahrleistet, und ein Ampicillin-
Resistenzgen. In dieser Arbeit diente der pcDNA3 Vektor vor allem der heterologen Expression der L-
Typ Calciumkanale Cavl.4 und Cavl.2 fir die Elektrophysiologie, sowie verschiedener
Kanalfragmente fir die FRET-Messungen.
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pPIRES2-EGFP (5,3 kb, Clontech)

Der bizistronische Vektor pIRES2-EGFP besitzt neben einem CMV-Promoter und einem
Selektionsgen fur Kanamycin auch eine IRES-Sequenz (internal ribosome entry site). Sie liegt
zwischen der MCS und einem fir EGFP (enhanced green fluorescent protein) kodierenden Bereich
und ermdglicht Gber zwei offene Leserahmen die gleichzeitige Expression zweier Proteine, namlich
die des eingefligten Genes und des grin fluoreszierenden Proteins. Anhand letzterem lasst sich eine
Aussage zur Effizienz der Transfektion machen. Der Vektor pIRES2-EGFP wurde fiir die Expression
der a;-Untereinheit des Cav1.4 verwendet. Bei den anschlieRenden Patch-Clamp-Messungen konnten

transfizierte Zellen so leicht anhand der griinen Fluoreszenz identifiziert werden.

pECFP-C1 (4,7 kb, Clontech)

Der ebenfalls Kanamycin resistente pECFP-C1 Vektor tragt die Sequenz fir ECFP (enhanced cyan
fluorescent protein), einer cyan fluoreszierenden Variante des EGFP. Die MCS befindet sich zwischen
dem flr die Fluorophore kodierenden Bereich und dem Stopp-Codon. Bei der Expression entstehen
so N-terminale ECFP-Fusionsproteine. Dieser Vektor diente als Template fir DNA-Amplifikationen;
eine Mutante des Vektors (A206K) wurde auf3erdem bei FRET-Messungen aufgrund der Expression

von reinem, monomerem ECFP als Negativkontrolle verwendet.

pPEYFP-C1 (4,7 kb, Clontech)
Dieser Vektor enthalt die Gensequenz des gelb fluoreszierenden Proteins (EYFP, enhanced yellow
fluorescent protein), einer weiteren EGFP-Variante. Der Aufbau und die Verwendung dieses Vektors

entsprechen dem des pECFP-CL1.

2.2.1.2 Kultivierung kompetenter E. coli

Transformationskompetente E. coli vom Stamm XL1 Blue MRF (Stratagen) wurden in Glucose
haltigem, autoklavierten Luria-Bertani-Medium (LB+) kultiviert. Der Flussigkultur bzw. den Agar
haltigen Petrischalen wurde aul3erdem das, den jeweiligen Klonierungsvektoren entsprechende,
Selektions-Antibiotikum zugesetzt. Die Inkubation der Flissigkulturen erfolgte bei 37°C in einem
Schittelinkubator (CERTOMAT® IS, B. Braun Biotech International) bei 225 rpm, die der Agarplatten
bei 37°C im Brutschrank (Heraeus).

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

Pepton 109 Agar 159
Hefeextrakt 59 (LB+)-Medium ad 1000 ml
NacCl 59

Glucose 19

H,O ad 1000 ml

pH7,2-75
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2.2.1.3 Transformation kompetenter E. coli

Die Transformation der E. coli wurde nach dem Protokoll von Sambrook und Russel (2001)
durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils ein 100 pl Aliquot transformationskompetenter E. coli auf Eis
aufgetaut; nach Zugabe eines Ligationsansatzes von 10 - 15 pl bzw. 10 - 50 ng Plasmid-DNA bei
Retransformationen erfolgte eine Inkubation fur weitere 30 min auf Eis. AnschlieRend wurde der
Transformationsansatz einem Hitzeschock (45 sec, 42°C) unterzogen und nochmals 2 min auf Eis
gestellt. Danach wurden 900 pl SOC-Medium dazupipettiert und das 1,5 ml Reaktionsgefald 1 - 1,5 h
bei 37°C und 225 rpm geschiittelt. Schlie3lich wurde die Kultur 2 min bei 3000 rpm abzentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und das resuspendierte Pellet auf Antibiotikum haltigen Agarplatten
ausgestrichen. Die Platten wurden tber Nacht (16 - 20 h) im Brutschrank bei 37°C inkubiert und im

Anschluss bei 4°C aufbewahrt.

SOC-Medium

Pepton 2049
Hefeextrakt 59
NacCl 10 mM
KCI 2,5mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 20 mM
Glucose 20 mM
H,O ad 1000 ml

2.2.1.4 Alkalische Lyse im kleinen Maf3stab (Miniprep)

Mit einer Plasmid-Préparation im kleinen Malistab werden die nach einer Transformation
gewachsenen Bakterienkolonien auf Integration der richtigen Plasmid-DNA uUberprift. Einzelne
Kolonien wurden dabei von der Agarplatte gepickt und mit jeweils 7 ml Antibiotika haltigem (LB+)-
Medium versetzt. Nach Kultivierung tiber Nacht bei 37°C und 225 rpm wurden die Zellsuspensionen
abzentrifugiert (3500 rpm, 10 min) und die Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse isoliert.

Zur ldentifizierung korrekter Bakterien-Klone wurde anschlieBend jeweils 1 pl der erhaltenen DNA flr

einen Restriktionsverdau verwendet (2.2.3.1).

2.2.1.5 Alkalische Lyse im Gromaf3stab (Maxiprep)

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA in grof3erem Malf3stab und mit hdherer Reinheit wurde mit 100 - 200
ml Kulturen gearbeitet. Die Inkubation der Bakterienklone erfolgte nach den oben beschriebenen
Standardbedingungen (2.2.1.2). Fir die Isolation des Plasmids wurde das PureYield™ Plasmid
Midiprep System (Promega) verwendet, das ebenfalls auf dem Prinzip der alkalischen Lyse beruht.
Durch die Aufreinigung Uber eine Silikat-Membran-Saule ist die erhaltene DNA wesentlich sauberer

als DNA aus Minipraparationen.
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2.2.1.6 Quantifizierung von DNA

Fur die Quantifizierung der gewonnenen Plasmid-DNA wurde ihre spezifische Absorption bei einer
Wellenlange von 260 nm mit einem Eppendorf BioPhotometer bestimmt. Uber das Lambert-Beersche-
Gesetz kann damit eine Aussage Uber die DNA-Konzentration getroffen werden. Bei einer
Schichtdicke von 1 cm entspricht eine optische Dichte (OD,g) von 1 einer DNA-Menge von 50 pg / pl
(doppelstrangige DNA). Das Verhaltnis von OD,g, und ODa,gy sollte ungefahr zwischen 1,7 und 2
liegen, wesentlich niedrigere Werte deuten auf Proteinkontaminationen hin, héhere Werte auf einen
hoéheren Gehalt an RNA bzw. einstrngiger DNA. Aus dem Verhaltnis ODyg zu OD,3y erhdlt man
aullerdem eine Aussage Uber Kontaminationen mit Peptiden, aromatischen Verbindungen, Phenolen
und Kohlenhydraten, da diese Verbindungen bei 230 nm absorbieren. Der Quotient ODygo / OD33

sollte gréRRer als 2 sein.

2.2.2 Auftrennung und Aufreinigung von DNA

In der vorliegenden Arbeit wurden DNA-Fragmente mittels Gelelektrophorese getrennt. Die negativ
geladenen Nucleinsduren wandern im elektrischen Feld zum Pluspol und werden in Abhangigkeit von
der angelegten Spannung, der Zusammensetzung des Gels sowie der Form und GroRe der DNA-
Fragmente aufgetrennt.

Zusétzlich zu den Proben wurde ein universeller GroRenstandard fir DNA-Fragmente (1 kb DNA
Ladder, invitrogen) aufgetragen. Der verwendete Gel-Ladepuffer (6x Dye) enthielt die Farbstoffe
Bromphenolblau und Xylencyanol, die den Verlauf der Elektrophorese anzeigten. 1x TBE diente als
Elektrophorese-Laufpuffer. Nach Isolierung der DNA (2.2.2.3) aus den entsprechenden Gelen folgten

mehrere Aufreinigungsschritte.

6x Dye 10x TBE

Ficoll Typ 400 18 g Tris HCI 0,9M
0,5MEDTApH 8 24 mi Borsaure 0,9M
10x TBE 60 ml EDTA pH 8,0 20 mM
H,O ad 100 ml

Bromphenolblau 3ml Elektrophorese-Laufpuffer

(50 ng /mi) 1x TBE (1 T 10x TBE + 9 T H,0)
Xylencyanol 3ml

(50 ug / ml)

Je nach GréRRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente kam entweder die horizontale Elektrophorese

mittels Agarosegelen oder die vertikale mittels PAGE-Gelen zum Einsatz.
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2.2.2.1 Agarose-Gelelektrophorese

Das Standardverfahren zur Auftrennung von DNA war die Elektrophorese in Agarosegelen. Abhangig
von der Fragmentgrél3e wurden dabei Gele mit einer Konzentration von 0,7 - 2% Agarose (peqGOLD
Universal-Agarose, Peqglab) verwendet. Die Agarose wurde zunachst in 1x TBE aufgekocht und nach
Abkiihlung Ethidiumbromid (100 mg / ml in H,O, Endkonzentration 0,8 pg / ml), ein DNA-Interkalator
zur Sichtbarmachung der DNA unter UV-Licht (Gel Doc 2000, Biorad), zugegeben. Die Elektrophorese
erfolgte bei 100 - 135 V.

2.2.2.2 PAGE-Gelelektrophorese

Fir die Auftrennung von sehr kleinen DNA-Fragmenten (< 400 bp) wurden 5% Polyacrylamid-Gele
verwendet. Gele mit einer Dicke von 0,75 mm fir analytische Zwecke, 1,5 mm dicke Gele fur
préaparative Zwecke. Die Laufstrecke betrug in beiden Fallen 15 cm. Die vertikale Elektrophorese der
PAGE-Gele erfolgte 10 min bei 100 V, dann in der Regel 50 min bei 260 V.

Im Anschluss wurde das Gel 10 min in Ethidiumbromidlésung (Endkonzentration 0,8 pg / ml) gefarbt,

gefolgt von einem Waschschritt mit H,O, um Uberschiissiges Ethidiumbromid zu entfernen.

5% Polyacrylamidgel
Rotiphorese Gel 40 3,75 ml
(Acrylamid / N,N’-Bisacrylamid = 29:1,

40% waéssrige Losung)

10x TBE 3 ml
H,O ad 30 ml
TEMED 20 pl
APS (20%ige Losung in H,0) 70 pl

2.2.2.3 Isolierung von DNA aus Gelen

Zur Isolierung von DNA aus Gelen wurden die entsprechenden Banden unter UV-Licht mit einem
Skalpell ausgeschnitten. Im Falle von Agarosegelen erfolgte die Isolierung und Aufreinigung mit einem
Kit nach Anweisung des Herstellers (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham
Biosciences). Bei praparativen PAGE-Gelen wurde eine Elektroelution durchgefuhrt. Die
ausgeschnittene DNA-Bande wurde mit 300 ul 1x TBE luftblasenfrei in einen Dialyseschlauch (Sigma)
gegeben und unter Kihlung 2 - 3 h bei 145 mA in einer horizontalen Elektrophoresekammer
(Laufpuffer 1x TBE) eluiert. Der Puffer des Dialyseschlauchs, in dem sich nach der Elution die DNA

befand, wurde im Anschluss in ein Reaktionsgefal3 Gberfihrt; es folgte eine DNA-Fallung (2.2.2.4).
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2.2.2.4 Prazipitation von DNA

DNA aus wassrigen Losungen wurde zum Zweck der Aufreinigung bzw. Aufkonzentrierung in Ethanol
geféllt. Dabei wurde die Losung mit dem 0,1 fachen Volumen einer 3 M Natriumacetat-L6sung (pH
5,2) und dem 2,5 fachen Volumen 100%igem Ethanol (-20°C) versetzt, gemischt und zur Fallung der
DNA fur 10 min bei -80°C inkubiert. Nach dem anschlieRenden Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm
fir 10 min bei 4°C wurde der Uberstand verworfen, das Pellet mit 100 pl 70%igem Ethanol gewaschen
und erneut zentrifugiert (13000 rpm, 5 min). Zum Schluss wurde die DNA 3 - 5 min in einer

Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Heraeus) getrocknet und in der gewiinschten Menge Wasser geldst.

2.2.2.5 Phenol-Chloroform-Extraktion

Um besonders reine DNA zu erhalten, wurde vor der Fallung zusétzlich eine Phenol-Chloroform-
Extraktion durchgefuhrt. Dadurch wurden Proteine, die moglicherweise bei sich anschliel3enden
Arbeitsschritten stéren konnten, entfernt. So wurden z. B. Restriktionsenzyme vor einer
anschlieBenden Dephosphorylierung der Vektor-DNA (2.2.3.2) aus dem Reaktionsansatz extrahiert
oder nach einer PCR (2.2.4) die DNA-Polymerase vor einem Restriktionsverdau entfernt. Die zu
fallende Lésung wurde dazu zunachst mit autoklaviertem H,O ad 300 pl verdiinnt und dann mit dem
gleichen Volumen einer Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol-Mischung (25:24:1, Roth) versetzt,
geschittelt und 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Proteine sammelten sich dabei in der unteren
organischen Phase. Die obere Phase, die auch die DNA enthielt, wurde abgenommen und mit 300 pl
Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert. Die in der oberen Phase enthaltene DNA wurde im
Anschluss gefallt (2.2.2.4).

2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA

Die Klonierung von DNA-Fragmenten beinhaltet neben der oben beschriebenen Amplifikation und
Aufreinigung auch die Linearisierung des Vektors und die Generierung des zu klonierenden DNA-
Fragments (insert) mit anschlieBender Ligation. Fur die Umsetzung dieser einzelnen Schritte wurden
verschiedene enzymatische Modifikationen angewandt. Die dabei verwendeten Enzyme wurden,

sofern nicht anders vermerkt, von der Firma New England Biolabs bezogen.

2.2.3.1 Restriktionsverdau

Enzymmenge, Zusammensetzung der Puffer und Reaktionsbedingungen des Restriktionsverdaus
entsprachen den Angaben des Herstellers. Verwendet wurden dabei Restriktionsendonucleasen vom
Typ II, die die DNA innerhalb ihrer spezifischen Erkennungssequenz palindromisch spalten. Dabei
entstehen zueinander komplementare 5’- bzw. 3’-Uberhd&ngende, kohasive Enden (sticky ends).
Ausgangsmaterial fur den Restriktionsverdau war entweder Plasmid-DNA oder Giber PCR amplifizierte

DNA-Fragmente.
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2.2.3.2 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation des nach einem Restriktionsverdau linearisiert vorliegenden Vektors zu
verhindern, wurden 5’-Phosphatgruppen durch Behandlung mit CIP (calf intestinal phosphatase), einer
Phosphatase aus Kalbsdarmen, abgespalten. Dazu wurde der Restriktionsansatz nach dem Verdau
zunéchst einer Phenol-Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Fallung unterzogen (2.2.2.4,
2.2.2.5), die DNA in Wasser resuspendiert und nach Zugabe des geeigneten Puffers und 1 ul CIP (10

Einheiten) fir mindestens 1,5 h, in manchen Fallen Gber Nacht, bei 37°C inkubiert.

2.2.3.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Verknipfung der kompatiblen Enden des linearisierten Vektors und des zu klonierenden DNA-
Fragments wurde die T4-DNA-Ligase eingesetzt. Dieses Enzym ligiert unter ATP-Verbrauch die
Enden doppelstrangiger DNA, indem es die Bildung einer Phosphodiesterbindung zwischen einer 5'-
Phosphat- und einer 3’-Hydroxylgruppe katalysiert. Als Ergebnis entstehen ringférmige Plasmide, die
die gewiinschte DNA-Sequenz des inserts enthalten. Fir die Ligation wurde der Vektor mit einem
zwei- bis mehrfachen Uberschuss an insert-DNA, ATP-haltigen T4-Ligasepuffer und 1 pl T4-DNA-
Ligase (400 Einheiten) Gber Nacht bei 16°C oder alternativ 2 - 3 h bei 25°C im Wasserbad inkubiert.

2.2.4 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente in dieser Arbeit der Generierung von DNA-Fragmenten
(inserts) zur Klonierung. Ebenfalls zum Einsatz kam die Overlap-PCR. Eine weitere Sonderform der
PCR, Quikchange genannt, wurde angewandt, um in DNA-Plasmiden einzelne oder mehrere Basen
zu mutieren. Das PCR-Standardprotokoll wurde nach Bedarf den jeweiligen Bedingungen angepasst.
Fur samtliche Reaktionen wurde ein Thermocycler T1 (Biometra) verwendet.

Die Synthese der Primer tGbernahm die Firma MWG-Biotech.

2.2.4.1 Standard-Klonierungs-PCR

Fir die Standard-Klonierungs-PCR wurde die Phusion-Polymerase (Finnzymes) mit dem
entsprechenden Reaktionspuffer (HF-Puffer) verwendet. Dieses Enzym besitzt im Gegensatz zu
vielen anderen Polymerasen Exonukleaseaktivitat, d. h. sie erkennt und korrigiert Synthesefehler.
AulRRerdem verfiigt sie Uber eine sehr hohe Synthesegeschwindigkeit (30 - 60 Basen / sec).

Die Reaktionsbedingungen mussten in zwei Punkten spezifisch fir jede PCR angepasst werden. Zum
einen richtet sich die Temperatur fir die Primeranlagerung (annealing) nach der spezifischen
Schmelztemperatur der verwendeten Primer. Zum anderen ist die Elongationszeit abhéangig von der

GroRe des zu amplifizierenden DNA-Fragments der Ausgangs-DNA (template).
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Standard-PCR-Protokoll:

Reaktionsansatz

Primer forward (10 pmol / pl) 2,5l
Primer reverse (10 pmol / pl) 2,5 ul
5x HF-Puffer 10 pl
Template 15-30ng
dNTPs 8 ul
Phusion-Polymerase 0,5 ul
H,O ad 50 pl

Reaktionsbedingungen:

Initiale Denaturierung 98°C 3 min

Denaturierung 98°C 30 sec

Annealing 52 - 60°C 30 sec 20 - 40 Zyklen
Elongation 72°C 30 - 60 Basen / sec

Finale Elongation 72°C 5 min

Im Anschluss wurde das PCR-Produkt in der Regel gefallt, einem Restriktionsverdau unterzogen und

wie bereits beschrieben isoliert, aufgereinigt und im Anschluss zur Ligation verwendet (2.2.2, 2.2.3).

2.2.4.2 Overlap-PCR

Neben der Standard-Klonierungs-PCR kam haufig auch die sogenannte Overlap-PCR zum Einsatz.
Mithilfe dieser Variante der PCR kann ein Polynukleotidstrang durch Deletion einer bestimmten DNA-
Sequenz verkirzt werden. Zunéachst wurden dabei zwei herkdmmliche PCRs (2.2.4.1) durchgefuhrt,
jeweils mit einem flankierenden und einem mutagenen Primer mit Uberhdngendem Ende. Letztere
waren zueinander komplementdr, wodurch zwei DNA-Fragmente mit teilweise Uberlappender
Sequenz entstanden. Die zwei neu synthetisierten Fragmente wurden im Anschluss als
Matrizenstrénge in der Overlap-PCR eingesetzt, als Primer dienten die beiden flankierenden Primer.
Die beiden PCR-Produkte wurden dadurch zu einem Strang verbunden, der im Gegensatz zum

Ausgangstemplate die gewlinschte Deletion aufweist.

2.2.4.3 Quikchange-PCR

Eine weitere Sonderform der Polymerase-Kettenreaktion ist die Quikchange-PCR. Dieses Verfahren
kann eingesetzt werden, um in einem Plasmid, einzelne Basen zu mutieren, zusatzlich einzufiigen
oder zu deletieren. Bendtigt wird dazu ein doppelstrangiger DNA-Vektor mit dem gewtinschten Insert
und zwei Primer (25 - 45 bp), die komplementér zu den beiden DNA-Strangen sind und etwa in der
Mitte, flankiert von ca. 10 - 15 Basen, die entsprechende Mutation enthalten. Wéhrend der PCR
werden diese Primer dann verlangert, die Ausgangs-DNA wird im Anschluss durch einen
enzymatischen Verdau abgebaut. Die PCR wurde mit dem Quikchange Il XL Site-Directed

Mutagenesis Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
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Quikchange-PCR-Protokoll:
Reaktionsansatz

Primer forward (10 pmol / pl) 1l

Primer reverse (10 pmol / pl) 1l

10x Reaction Buffer 5ul
Template 10-100ng

dNTPs 1l
QuikSolution 3ul

H,O ad 50 pl

+ PfuTurbo DNA-Polymerase 1l
Reaktionsbedingungen:

Initiale Denaturierung 95°C 1 min
Denaturierung 95°C 50 sec
Annealing 55 -60°C 30 sec 18 Zyklen
Elongation 68°C 1 min / kb
Finale Elongation 68°C 7 min
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2.3 Kultur und Transfektion eukaryotischer Zellen

Samtliche Arbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank (Laminar Air Flow, HERAsafe HS18,
Heraeus) unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Alle verwendeten Medien und Standard-Lésungen

wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

2.3.1 Kultur von HEK293-Zellen

Zur heterologen Expression der Calciumkanale wurde in dieser Arbeit die Zelllinie HEK293 (human
embryonic kidney, ATCC Nr. CRL-1573) verwendet. Es handelt sich dabei um, durch Transfektion mit
dem Adenovirus Typ 5, immortalisierte Zellen. Die Kultur fand in 75 cm*-Flaschen (Sarstedt) in einem
Inkubator (Heraeus) bei 37°C und 10% CO, statt. Als Kulturmedium wurde DMEM-Medium
(Dulbecco’s modified eagle medium) mit 1000 mg / | D-Glucose unter Zusatz von 10% FBS
(Biochrom) und Antibiotika (100 Einheiten / ml Penicillin G, Biochrom, und 100 pg /ml Streptomycin,
Biochrom) verwendet. Beim Erreichen einer Konfluenz von etwa 80%, was einem Kultur-Zeitraum von
2 - 3 Tagen entsprach, wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurden die HEK293-Zellen, nach einem
Waschschritt mit PBS, durch Trypsinisierung (EDTA-Trypsin-Losung, 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA)
vom Boden der Kulturflasche abgeldst, in Medium resuspendiert, vereinzelt und im Verhaltnis von
etwa 1:10 passagiert. Alle 3 Wochen wurde ein neuer Gefrierstock aufgetaut (Lagerung -196°C) und

in Kultur genommen.

PBS

NacCl 40,0 g
KCI 1049
Na,HPO, x 12 H,O 1459
KH,PO, 12¢g
H.0O ad 5000 ml

pH 7,4 einstellen

EDTA-Trypsin-Lésung
Stocklésung (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA) 10 ml
PBS ad 100 ml

2.3.2 Transiente Transfektion mit Fugene

Die transiente Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte sowohl fir die Elektrophysiologie- als auch fir
die Fluoreszenz-Messungen mit Fugene 6 (Roche) nach dem Prinzip der Lipofektion gemanR der
Herstellervorschrift. Das Verhaltnis DNA (ug) zu Fugene (ul) betrug in der Regel 3:1, das Verhaltnis
Fugene (ul) zu Reaktionsmedium (ul, DMEM ohne Zusétze) 1:10.
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2.3.2.1 Transfektion fiir die Elektrophysiologie

Je nach Transfektionszeitpunkt wurden ungefahr 0,5 - 3 x 10° Zellen in jedes Well einer 6-Wellplatte in

2 ml Medium ausgesat. Frihestens 4 - 6 h bzw. spéatestens 48 h spéater erfolgte die Transfektion.

2.3.2.2 Transfektion fir FRET-Messungen

Einen Tag vor der Transfektion wurden ca. 5 - 7,5 x 10* Zellen auf Poly-L-Lysin beschichtete ibiTreat

Trager (u-Dish, 35 mm, low, ibidi) in 400 pl Medium ausgesat.

2.3.3 Transiente Transfektion mit Calciumphosphat

Zur Proteingewinnung fur die Co-Immunpréazipitation wurden Zellen auf 10 cm Kulturschalen bis zu
einer Konfluenz von ca. 70% kultiviert und im Anschluss mit der Calciumphosphat-Methode
transfiziert. Pro Platte wurden bis zu 30 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Nach Verdiinnung der DNA auf
400 pl H,O, wurden 100 pl 2,5 M CaCl, und dann 500 pl 2x BBS tropfenweise zugegeben. Nach
zweimaligem Invertieren des Reaktionsgefafes wurde der Ansatz fir 12 min bei Raumtemperatur
inkubiert und schlieRlich tropfenweise auf der 10 cm Platte verteilt. Zunachst erfolgte dann eine
Inkubation fir ca. 16 h Uber Nacht im 37°C Brutschrank bei einer CO,-Begasung von 3%. Am
nachsten Morgen wurde das Medium gewechselt und die Zellen bis zur Lyse (2 - 3 Tage) bei 37°C
und 10% CO, weiter kultiviert.

2,5 M CaClp
CaCl,x 2 H,0 7,359
H,0 ad 20 ml

2x BBS (BES-buffered solution)
BES (N,N-Bis-(2-hydroxyethyl)-

2-amino-ethansulfonsaure) 0,533 ¢
NacCl 0,818 g
Na,HPO,4 x 2 H,0 0,013 g
H,0 ad 50 ml
HEPES 5mM

mit NaOH pH 6,95 einstellen
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2.4 Arbeiten mit Proteinen

Arbeiten mit Proteinen wurden, wenn moglich, bei 4°C durchgefuhrt, um eine Denaturierung oder

Degradation der Proteine zu verhindern.

2.4.1 Quantifizierung von Proteinen

Die Quantifizierung der Proteine fand photometrisch (BioPhotometer, Eppendorf) nach der Methode
von Bradford statt. Dazu wurden 5 ul der Proteinlésung mit 95 pl 0,15 M NaCl und dann mit 1 ml
Coomassie-Lésung gemischt und im Anschluss 2 min bei Raumtemperatur inkubiert.

Der zugesetzte Farbstoff Coomassie Brillantblau G250 bildet in saurer Losung Komplexe mit
Proteinen. Durch diese Bindung verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm.
Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist daher ein Mal fur die Proteinkonzentration der Lésung.
Zur Kalibrierung des Photometers wurde eine Standardreihe mit unterschiedlichen Proteinmengen
BSA (1 - 30 pg in je 100 pl 0,15 M NacCl) vermessen.

Coomassie-L6sung

Coomassie brillant blue G250 50 mg
EtOH 95% 25 ml
H3PO,4 85% 50 ml
H.0 ad 500 ml

Lagerung der filtrierten Losung bei 4°C
2.4.2 Co-Immunprazipitation

Zum In-vitro-Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen wurde die Co-Immunprazipitation (Co-IP)
verwendet. Man geht dabei generell folgendermalRen vor: das Protein A wird mit einem spezifischen
Antikorper prazipitiert, aufgereinigt und Uber Western-Blot auf eine Membran Ubertragen. Ist es
mdglich, auf dieser Membran das Protein B nachzuweisen, so stellt dies einen Nachweis fur die

Interaktion von Protein A und B dar.

2.4.2.1 Proteingewinnung durch Lyse

HEK293-Zellen wurden, wie bereits beschrieben, mit Calciumphosphat transfiziert (2.3.3) und 2 - 3
Tage nach der Transfektion geerntet. Fur die Lyse der Zellen wurde zunéchst das Kulturmedium
abgesaugt, einmal mit 10 ml PBS gewaschen und pro 10 cm Platte 1 ml Zell-Lysepuffer mit
Proteaseinhibitoren (Complete® EDTA-free, Roche) zugegeben. Zum Ablésen der Zellen wurden die
Platten bei 4°C fiir 15 min geschiittelt und im Anschluss unter mehrmaligem Auf- und Abpipettieren in
ein 1,5 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt. Nach einem 15 minltigem Zentrifugationsschritt bei 4°C
(13000 rpm) wurde der Uberstand mit den gelésten Proteinen in ein neues GefaR Uberfiihrt, das
Prazipitat mit den Zelltrtmmern wurde verworfen. Der Gehalt des Proteinlysats wurde vermessen

(2.4.1), die Proteinldsung entsprechend aliquotiert und fur die Co-IP eingesetzt.
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Zell-Lysepuffer

Tris HClI pH 7,4 50 mM
NacCl 150 mM
EDTA 1mM
Triton X-100 50 mM

2.4.2.2 Experimentelle Durchfihrung der Co-Immunprézipitation

Fur die Co-Immunprazipitation wurde pro Ansatz 500 ug Protein eingesetzt und mit 40 ul einer 1:1-
Suspension aus Protein-A-Sepharose Beads (Amersham) und Zell-Lysepuffer vermischt. Nach
Zugabe eines spezifischen Antikérpers wurde der Ansatz mit Proteaseinhibitoren haltigem Zell-
Lysepuffer auf ein Volumen von 500 pl aufgefillt und Gber Nacht bei 4°C tber Kopf rolliert.

Nach der Inkubation wurde bei 2600 g zentrifugiert und so die Protein-Antikdrper-Sepharose-
Prazipitate sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen. Es folgten ungefahr drei Waschschritte.
Wobei die Zusammensetzung des Waschpuffers (Konzentration an KCI) fiir das jeweilige Prazipitat
individuell ermittelt wurde. Im Anschluss wurden die Proteine wie im Folgenden beschrieben

denaturiert, elektrophoretisch aufgetrennt und geblottet (2.4.3, 2.4.4).

Waschpuffer

Tris HCIpH 7,4 20 mM
MgCl, 5mM
DTT 0,5mM
Glycerin 20%
KCI X mM

2.4.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Lammli.

Das Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) lagert sich mit seiner negativen Ladung an
Polypeptidketten an und zwar jeweils ein Molekil SDS an zwei Aminosaurereste. Dadurch ist das
Ladungs-GrolRen-Verhaltnis fur alle Proteine praktisch gleich und die Auftrennung héngt lediglich von
der GréRRe und nicht von der Nettoladung der Proteine ab.

Vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proben nach Zugabe von Lammli-Puffer 5 min bei 97°C
denaturiert. Als GroBRenmarker diente der Proteinstandard Kaleidoscope Protein Ladder (Biorad). Die
Elektrophorese fand in einer Elektrophoreseapparatur (Protean 3, Biorad) bei 100 V in 1x

Elektrophoresepuffer statt.
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4x Trenngelpuffer

Tris-Base 18,2 g
SDS 049
H,O ad 100 ml

mit HCI auf pH 8,8 einstellen, sterilfiltrieren

4x Sammelgelpuffer pH 6,8

Tris-Base 3,029
SDS 0,29
H,O ad 50 ml

mit HCI auf pH 6,8 einstellen, sterilfiltrieren

Trenngel (7 - 10%) Sammelgel

Rotiphoresegel 30 3,5-7,5ml Rotiphoresegel 30 0,65 ml
4x Trenngelpuffer pH 8,8 3,75 mi 4x Sammelgelpuffer pH 6,8 1,25 ml
H,O 7,75-3,75 ml H,O 3,05 ml
TEMED 10 TEMED 5ul
APS (20%ige Losung in H,0) 30 pl APS (20%ige LAsung in H20) 25 ul
6x Lammli-Probenpuffer 10x Elektrophoresepuffer

4x Sammelgelpuffer pH 6,8 7 mi Tris-Base 30,29
Glycerol 3ml Glycin 144,09
SDS 1lg SDS 10,0 g
Bromphenolblau 0,004 % H,O ad 1000 ml

H,O ad 10 ml
Lagerung bei -20°C

2.4.4 Western Blot

Nach elektrophoretischer Auftrennung erfolgte im Fall der Co-IP die Ubertragung der Proteine auf eine
mit Methanol aquilibrierte PVDF-Membran (Immobilon, Porengréf3e 0,45 um, Millipore) mit Hilfe eines
Tank-Blot-Systems (Mini Trans Blot, Biorad). Der Western-Blot fand in Transferpuffer unter Eiskiihlung
bei 300 mA statt. Die Dauer des Blottens richtete sich nach der Gré3e der zu Ubertragenden Proteine.
Danach wurde die Membran fir ca. 1 h bei 37°C getrocknet, dann kurz in Methanol hydrophilisiert und
fur 1 h bei Raumtemperatur in Blockierlésung geschwenkt. Nach dem Blockieren wurde die Membran
zweimal mit TBST gewaschen und schliel3lich Uber Nacht bei 4°C mit dem Priméarantikérper in
Blockierldsung inkubiert (horizontaler Rollierer). Am nachsten Tag folgte, nach zwei finfmindtigen
Waschschritten, die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (1 h, RT). Nach funf weiteren
Waschschritten & 5 min erfolgte die Detektion (Hyperfim ECL, Amersham) des nachzuweisenden

Proteins Gber Chemilumineszenz mittels dem ECL-Kit (Amersham).

Transferpuffer 10x TBS pH 8

MeOH 100% 20 mi Tris-Base 12,19
10x Elektrophoresepuffer 100 ml NaCl 80,23 g
H,O ad 1000 ml H.O ad 1000 ml
Blockierlésung TIBST

5% Milchpulver in 1x TBST 0,1% Tween 20 in 1x TBS
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2.45 Konstrukte

Die fur die Co-IP und den anschlieBenden Western-Blot verwendeten Konstrukte wurden in den
Expressionsvektor pcDNA3 (2.2.1.1) kloniert. Alle Kanalfragmente der aj;-Untereinheit des Cavl.4
(GenBank accession number AJ579852)* wurden Gber PCR (2.2.4.1) amplifiziert und enthielten N-
terminal einen Myc-Tag. Explizit sind dies, der komplette und nach dem IQ-Motiv trunkierte C-
Terminus des Cavl1.4: CT1.4/5A und CT1.4R1610Stop/5A. In diesen Konstrukten ist die CaM-Bindung
durch die Mutation der im 1Q-Motiv liegenden Aminosauren 11592 - F1596 in Alanine unterbunden®>’.
Neben den 5A-Konstrukten wurde aulerdem die Wildtyp-Sequenz des trunkierten C-Terminus
(CT1.4R1610) fur die Co-IP verwendet. CaM;»3, wurde analog zu den Kanalfragmenten Uber PCR

kloniert, wobei N-terminal Uber den 5’-Primer ein Triple-Flag-Tag eingefiigt wurde.
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2.5 Elektrophysiologie

2.5.1 Experimentelle Durchfihrung

Soweit nicht anders vermerkt wurden HEK293-Zellen mit fir die a;-Untereinheit des Cavl1.4 (GenBank
accession number AJ579852)>° oder Cavl.2b (GenBank accession number X55763)% codierenden
Expressionsvektoren, zusammen mit dquimolaren Mengen der entsprechenden Untereinheiten (Bz.fg,
a,0%) transfiziert (2.3.2.1). Je nach Calciumkanal wurden die transfizierten Zellen nach 2 - 3 Tagen
mit PBS gewaschen, trypsinisiert (2.3.1) und auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaser einer 24-
Wellplatte in 1 ml Medium ausgesat. Die elektrophysiologischen Messungen erfolgten bei
Raumtemperatur in der whole-cell-Konfiguration. Fir die Daten-Akquise wurde ein Axopatch 200B
Verstarker und das Computerprogramm Clampex 8.2 (Axon Instruments) benutzt. Die Auswertung der
Patch-Clamp-Daten erfolgte ebenfalls mit Clampex 8.2 und zuséatzlich mit der Origin 6.1 Software.

Die Pipetten fir die Messungen wurden aus Borosilikat-Glaskapillaren mit einem &ufReren
Durchmesser von 1,5 mm und einem inneren Durchmesser von 1,17 mm (Harvard Apparatus)
hergestellt. Das Ziehen der Pipetten erfolgte an einem horizontalen Pipettenziehgerat (DMZ-Universal
Puller).

Folgende Bad- und Pipettenlésungen wurden fur die whole-cell-Messungen verwendet:

Badlosung 10 mM Ba* bzw. Ca**

NacCl 102 mM
BaCl, x 2 H,0 bzw. CaCl, x 2 H,0 10 mM
CsCl 54 mM
MgCl, x 6H,0 1mM
Tetraethylammoniumchlorid 20 mM
HEPES 5mM
Glucose x 1 H,0 10 mM

mit NaOH pH 7,4 einstellen

Pipettenlésung

CsCl 112 mM
MgCl, x 6H,0 3mM
MgATP 3mM
EGTA 10 mM
HEPES 5 mM

mit CsOH pH 7,4 einstellen

Fur Messungen unter milder Calcium-Pufferung wurde die EGTA-Menge der Pipettenlésung von 10
mM auf 0,5 mM reduziert. Calcium- und Bariumstrome (lc, und Ig;) wurden von derselben Zelle

aufgenommen. Der Austausch der Badlésungen erfolgte Gber eine Perfusionpipette.
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2.5.2 Patch-Clamp-Protokolle

Zur Messung der Membranstrome kamen zwei verschiedene Spannungsprotokolle zur Anwendung,
die sich in der Dauer der Einzelpulse unterschieden (350 ms vs. 5 s). Das Standardprotokoll bestand
aus Spannungsspriingen zwischen -80 und +70 mV mit 10 mV Spannungsdifferenz zwischen den

einzelnen Pulsen. Das Haltepotential betrug -80 mV.

2.5.3 Datenanalyse

Alle Ergebniswerte wurden, sofern nicht anders vermerkt, als Mittelwert +SEM angegeben; n steht fir
die Anzahl der Experimente.

Bei der statistischen Auswertung wurden zwei Gruppen anhand des t-Tests fiir gepaarte Stichproben
nach Student miteinander verglichen. Zum Vergleich mehrerer Gruppen wurde der ANOVA-Test (F-
Test), gefolgt vom Dunett-Test, durchgefuhrt. P-Werte kleiner als 0,05 wurden als signifikant
angesehen.

Zur Berechnung der Stromdichte wurde die maximale Stromamplitude bei der maximalen
Aktivierungsspannung (Vmax) auf die Kapazitat (C,,,) der Zelle normiert.

Bei der Bestimmung der halbmaximalen Aktivierungsspannung (Vos a) wWurden [-V-Kurven
aufgenommen und die Leitfahigkeit G (chord conductance) berechnet. G = lax / (Vi - Viev)-

Die Leitféahigkeit G ist definiert als der Quotient der maximalen Stromamplitude () und der
Triebkraft beim jeweiligen Spannungspuls (Vi - Viy). Die Triebkraft ihrerseits stellt die Differenz
zwischen Spannungspuls (V,,) und Umkehrpotential (reversal potential, V) dar. Das Umkehrpotential
ist diejenige Spannung, bei der durch den Kanal kein Nettostromfluss stattfindet. Ermittelt wird es als
Schnittpunkt der I-V-Kurve mit der x-Achse (I = 0 pA).

Leitfahigkeitskurven wurden durch nonlinear curve fitting unter Verwendung der Boltzmann-Gleichung
berechnet: G = Gnax / (1 + exp (Vos, act - Vi) / Kact). Dabei ist Gnax die maximale Leitfahigkeit, V., das
Membranpotential und k,; die Steigung der Aktivierungskurve (slope factor).

Als MaR fur die Inaktivierung der Calciumkanéale wurden so genannte Rzoo bzw. Rsggo-Werte bestimmt.

R stellt das Verhaltnis (ratio) der Peakamplitude zum Reststrom nach 300 bzw. 5000 ms dar.

2.5.4 Konstrukte

Fir die Expression der murinen Cav1.4 a;-Untereinheit bzw. davon abgeleiteten Mutanten wurde je
nach Versuchsaufbau der bizistronische Vektor pIRES2-EGFP oder im Falle der Uberexpression mit
Calmodulin der Vektor pcDNA3 (2.2.1.1) verwendet. Letzterer diente aulerdem der Expression der
Cavl.2b a;- (Wildtyp und 5A-Mutante) sowie der B.a- und a,0-Untereinheit.

Fir die Calmodulin-Uberexpression wurde das Fusionspeptid CFP-wtCaM (pcDNA3) verwendet.

Im Cavl1.2/5A bzw. Cavl.4/5A Konstrukt wurde die CaM-Bindung durch die Mutation der im 1Q-Motiv
liegenden Aminosauren 11649 - F1653 bzw. 11592 - F1596 in Alanine unterbunden®®®’.
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2.6 FRET-Messungen

2.6.1 Grundlagen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers

Der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer, kurz FRET genannt, stellt einen physikalischen Prozess
dar, der erstmals 1946 von Theodor Férster beschrieben wurde. Das Phdnomen kann zwischen zwei
Farbstoffen beobachtet werden, die zur Fluoreszenz beféhigt sind. Unter Fluoreszenz versteht man
die Eigenschaft, Licht einer bestimmten Wellenlange zu absorbieren und schliellich in einem langeren
Wellenlangenbereich wieder zu emittieren. Die Absorption von Photonen durch die Fluorophore fiihrt
zur Anhebung der Elektronen vom Grundzustand (Sy) in elektronisch angeregte Zustande (S;, S,). Die
Ruckkehr in den Grundzustand erfolgt vom tiefstiegenden angeregten Zustand (S;) durch die
Emission von Strahlung (Abb. 2-1). Die bei der Emission abgegebene Energie ist dabei kleiner

(langerer Wellenlangenbereich) als die bei der Anregung aufgenommene Energie (stokes’ shift).

Exzitation Emission

So

Abb. 2-1 Jablonski-Termschema: schematische Energiezustéande einer Fluorophore. Durch die Absorption
von Photonen werden die Elektronen elektronisch angeregt und in einen héheren Energiezustand angehoben (S;,
S»). Nach energetisch verlustreichen Zwischenstufen erfolgt die Riickkehr von S; in den Grundzustand (So) unter
Emission von Licht (Fluoreszenz). Strahlende Ubergénge sind mit farbigen Pfeilen dargestellt, strahlunglose mit
gestrichelten.



MATERIAL UND METHODEN 39

Die Form des Emissionsspektrums ist dabei generell unabhangig von der Exzitationswellenlédnge
(shape invariance, Kasha’s rule); lediglich die Amplitude der Emission wird durch die Wellenlange der
Anregung bestimmt (Abb. 2-2).

= = = CFP-Exzitation
= CFP-Emission

Intensitat

300 400 500 600
Wellenlédnge [nm]

Abb. 2-2 Abhéangigkeit der Emission von der Anregungswellenlange am Beispiel des CFP. CFP-
Exzitations- (blaue, gestrichelte Kurve) und -Emissionsspektrum (blaue Kurve). Die Form des
Emissionsspektrums ist unabhangig von der Exzitationswellenlédnge (lila, gestrichelte Pfeile, shape invariance),
nur die Amplitude veréndert sich (schwarze Pfeile).

Findet FRET statt, wird die Energie des angeregten Farbstoffs (Donor) nicht in Form von Fluoreszenz
abgegeben, sondern strahlungslos (ohne Abgabe eines Photons), uber Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen, auf eine zweite Fluorophore (Akzeptor) Ubertragen, die ihrerseits Licht einer
charakteristischen Wellenlange emittiert (Abb. 2-3).

L.
o

Exzitation onor-

mission

S, S,

Abb. 2-3 Jablonski-Termschema: schematische Energiezustdande bei FRET. Durch die Absorption von
Photonen werden die Elektronen des Donors elektronisch angeregt und in einen hdheren Energiezustand
angehoben (S1, Sy). Nach energetisch verlustreichen Zwischenstufen, wird die Energie nicht in Form von Donor-
Emission abgegeben, sondern strahlungslos auf den Akzeptor Ubertragen (FRET); die Rickkehr von S; in den
Grundzustand (So) erfolgt unter Emission von Licht durch den Akzeptor. Strahlende Ubergénge sind mit farbigen
Pfeilen dargestellt, strahlunglose mit gestrichelten, FRET ist durch den blau-griinen Pfeil dargestellt.
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Fir das Zustandekommen von FRET mussen die FRET-Partner gewisse Voraussetzungen erfillen.
Zum einen muss, um eine Energietbertragung tberhaupt zu ermdglichen, das Emissionsspektrum
des Donors mit dem Anregungsspekirum des Akzeptors Uberlappen (Abb. 2-4). Erflllt wird dieses
Kriterium z. B. von dem Fluorophorenpaar CFP (cyan fluorescent protein) und YFP (yellow fluorescent
protein). Bei den cyan und gelb fluoreszierenden Proteinen handelt es sich um Derivate des GFP

(green fluorescent protein, griin fluoreszierendes Protein), die Uber modifizierte Spektraleigenschaften

verflgen.
- ; = = = CFP-Exzitation
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Abb. 2-4 Uberlappung des Donor-Emissionsspektrums mit dem Akzeptor-Exzitationsspektrum am
Beispiel des FRET-Paares CFP / YFP. Normalisierte Exzitations- und Emissionsspektren von CFP (blau) und
YFP (gelb). Die Uberlappung (rote Flache) des CFP-Emissionsspektrums (blaue Kurve) mit dem YFP-
Exzitationsspektrum (gelbe, gestrichelte Kurve) ist eine wichtige Voraussetzung fir FRET.

Neben den Uberlappenden Spektren, sind zum anderen die grofe Néhe von Donor und Akzeptor,

sowie ihre raumliche Orientierung von grundlegender Bedeutung.
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Zwischen zwei, an FRET-Fluorophoren gekoppelten Proteinen, findet FRET nur statt, wenn die beiden
Molekile interagieren und die angehéngten Fluorophoren dadurch ebenfalls in unmittelbare Né&he
zueinander gebracht werden (Abb. 2-5). Der Abstand zwischen den FRET-Partnern sollte im Bereich

unterhalb von ca. 100 Angstrém (100 A, < 10 nm) liegen.

Exzitation Emission

Kein FRET

Exzitation Emission

Abb. 2-5 Schematische Darstellung von FRET. FRET findet nur statt, wenn sich die beiden Fluorophoren CFP
(FRET-Donor) und YFP (FRET-Akzeptor) in groRer raumlicher Nahe zueinander befinden (R < 100 A, unten).
Nach Anregung des Donors, kann dann die emittierte Energie, aufgrund der Uberlappenden Spektren der CFP-
Emission und der YFP-Exzitation, strahlungslos auf den Akzeptor Ubertragen werden. Der angeregte Akzeptor
emittiert daraufhin Licht des YFP-Emissionsspektrums (unten). Findet kein Energietransfer statt, entspricht das
emittierte Licht dem Wellenlangenbereich der CFP-Emission (oben).

Die Effizienz des Energietransfers ist dabei abhéngig vom Energieanteil des Donors, der durch
Resonanz auf den Akzeptor Ubertragen wird. Sie liegt definitionsgeman zwischen 0 und 1.

Die FRET-Effizienz (E) ist neben dem Abstand (R) der beiden Molekille auch vom so genannten
Forster-Radius (Ro) abhangig. Dieser beschreibt den Abstand der Fluorophoren zueinander, bei dem
die Energielibertragung zu 50% erfolgt. Der Forster-Radius variiert je nach verwendeten FRET-
Partnern und liegt typischerweise im Bereich von 20 - 80 A (fiir CFP / YFP 49 A).

E=Ro’/ (R’ + RY
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Der geringe Abstand, der fur den Energietransfer notig ist, macht FRET zu einem wichtigen Werkzeug
der Biochemie, um Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Auf diese Weise kdnnen
Interaktionen in lebenden Zellen oder auch mit aufgereinigten Proteinen gezeigt werden. Weitere
Anwendungsbeispiele fir FRET sind neben Interaktionsstudien die Aufklarung von

Signaltransduktionswegen und die Bestimmung von Konformationsanderungen.

2.6.2 Quantifizierung von FRET

Nach spezifischer Anregung des Donors, zeigt sich FRET in einer Reduktion der Emissionsintensitat
des Donors (donor quenching) und einer Erhdhung der Emissionsintensitat des Akzeptors (sensitized
emission) (Abb. 2-6). Diese charakteristischen Verdnderungen in den Emissionsintensitaten der
FRET-Partner macht man sich fur die meisten FRET-Auswertungen zu Nutze. Generell unterscheidet

man dabei zwischen destruktiven Messungen und nicht-destruktiven, ratiometrischen Messungen.

S| crp

S,

-

0 o

e

)

C

()

—

=

i T T 1
440 520 600

Wellenlange [nm]

Abb. 2-6 Charakteristische Veranderungen des Emissionsspektrums durch FRET. Emissionsspektrum nach
Donor-Anregung (CFP). Die blaue Linie stellt das Emissionsspektrum des Donors in Abwesenheit des Akzeptors
dar. Ist ein Akzeptor (YFP) anwesend und findet FRET statt, so fuhrt der Energietransfer zu charakteristischen
Anderungen (griine Linie). Die Emissionsintensitéat des Donors nimmt ab, die des Akzeptors zu (schwarze Pfeile).

In der vorliegenden Arbeit kamen zwei nicht-destruktive, ratiometrische Messungen zur Anwendung,

die die Bestimmung von FRET in lebenden Zellen ermdéglichen. Zum einen fir die steady-state-

Messungen die von David Yue etablierte Methode des Three-Cube-FRET**®*"; zum anderen wurde fiir

die kinetischen Messungen, die relative FRET-Anderung als fraktionelle Anderung der

Emissionsintensitaten berechnet®?®2,
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Die dabei benutzten Abkirzungen stehen fir folgende Messeinstellungen:

SEreT FRET-Filter: Donor-Exzitation — Akzeptor-Emission
Scep CFP-Filter: Donor-Exzitation — Donor-Emission
Svrp YFP-Filter: Akzeptor-Exzitation — Akzeptor-Emission

Die Buchstaben D und A z. B. in Sggrer, pa Sind Abkurzungen fur Donor und Akzeptor und geben an,
welche Zellen vermessen werden, d. h. ob sie Donor und Akzeptor (FRET-Préparat) oder nur Donor
oder Akzeptor (Kalibrierungspraparate) enthalten. Sgret, pa Ware demnach das FRET-Préparat (Donor
und Akzeptor werden exprimiert), das mit dem FRET-Filtersatz vermessen wird.

Beim Three-Cube-FRET wird FRET quantifiziert als FRET-Ratio (FR), welches definitionsgemal den
Anteil des Anstiegs der YFP-Emission durch FRET angibt (sensitized emission). Die prinzipiellen
Grundlagen des Three-Cube-FRET kénnen anhand des dargestellten Emissionsspektrums (Abb. 2-7)
erklart werden. Die YFP-Emission, die man bei FRET misst (griine Kurve, 5), ist nicht nur durch den
Energietransfer allein bedingt, sondern enthélt zusatzliche, FRET-unabhangige Komponenten, die

sich aus den Uberlappenden Spektren der FRET-Partner ergeben.
Die Komponenten der YFP-Emission (5) im FRET-Préparat nach Donor-Anregung sind (Abb. 2-7):

(1) FRET
(2) Donor bleed through

(3) Acceptor cross excitation

®
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Abb. 2-7 Komponenten der YFP-Emission bei FRET. Emissionsspektrum nach Donor-Anregung (CFP) vgl.
Abb. 2-6. Die YFP-Peak-Emission (schwarzer, gestrichelter Pfeil, 5) nach Donor-Anregung ist die Summe
verschiedener Komponenten. Der FRET-unabhangige Teil ist gekennzeichnet als YFP direkt (gelbe, gestrichelte
Kurve, 3). Die Komponente YFP total (gelbe Kurve, 4) setzt sich aus diesem Anteil und dem spezifisch durch
FRET bedingten YFP-Emissionsanstieg zusammen (griiner Pfeil, 1).
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Fur die Berechnung der einzelnen Komponenten der YFP-Emission bendtigt man Fluoreszenz-

Messungen von einem:

e FRET-Praparat
e Donor-Kalibrierungspraparat

e Akzeptor-Kalibrierungspréparat

Die Zellen des FRET-Praparats exprimieren CFP- zusammen mit YFP-Fusionspeptiden. Anhand der
Kalibrierungspraparate, die entweder CFP- oder YFP-Fusionspeptide alleine exprimieren, werden in
einem FRET-freien System Konstanten berechnet, die der Korrektur von bleed through und cross
excitation im FRET-Praparat dienen.

Ein grof3er Anteil der YFP-Emission in Abb. 2-7 stammt vom donor bleed through (2). Der donor bleed
through ergibt sich durch die CFP-Emission im Wellenlangenbereich der YFP-Peak-Emission,
aufgrund der Uberlappenden Emissionsspektren des Donors und Akzeptors. Um die YFP-Emission
um den donor bleed through zu korrigieren, bestimmt man zuné&chst die Konstante Rp; mittels dem
CFP-Kalibrierungspraparat; Rp; gibt den Anteil des donor bleed through bei der YFP-Peak-Emission
an (Abb. 2-8).

Rp1= Serer, 0/ Scre, b

= = = CFP-Exzitation
wm CFP-Emission
= = =YFP-Kanal

Intensitét
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Abb. 2-8 Bestimmung der Konstante Rp: zur Korrektur des donor bleed through. Exzitations- und
Emissionsspektren von CFP (blau). Die Konstante Rp: gibt den Anteil des donor bleed through an. Die Werte
Scrp, o UNd Sgret, b Stammen von Zellen, die nur CFP exprimieren (CFP-Kalibrierungspraparat). Nach CFP-
Anregung (lila, gestrichelter Pfeil) wird die Fluoreszenz bei der YFP-Peak-Emission (schwarze, gestrichelte Linie,
YFP-Kanal, Sgret, p) im Verhéltnis zur CFP-Peak-Emission (Scep, p) bestimmt (schwarze Pfeile).

Um die durch CFP bedingte YFP-Emission im FRET-Praparat zu berechnen, misst man zunachst die
CFP-Peak-Emission nach direkter CFP-Anregung (CFP-Filter, Scrp, pa) Und multipliziert diesen Wert
mit der Konstante Rp;. Substrahiert man die so erhaltene Emission von der Gesamt-YFP-Emission in
der FRET-Probe (Abb. 2.7, 5), so erhélt man Fap (Abb. 2.7, YFP total, 4).
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Fab = (Skrer, pa) - (Ro1) (Scee, pa)

Fap enthalt neben der spezifisch durch FRET bedingten Emission noch eine Komponente, die sich aus
der acceptor cross excitation (Abb. 2-7, YFP direkt, 3) ergibt.

Die detektierte acceptor cross excitation resultiert aus der direkten Anregung der YFP-Fluorophore
durch die CFP-Anregung bei der FRET-Messung. Sie ist bedingt durch die teilweise Uberlappenden
Exzitationsspektren der FRET-Partner. Zur Berechnung des Anteils der acceptor cross excitation

verwendet man das YFP-Kalibrierungspraparat und bestimmt die Konstante Ra; (Abb. 2-9).

Ra1= Serer, a! Svep, a
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Abb. 2-9 Bestimmung der Konstante Ra; zur Korrektur der acceptor cross excitation. Exzitations- und
Emissionsspektren von YFP (gelb). Die Konstante Ra; gibt den Anteil der acceptor cross excitation an. Die Werte
SereT, AUNd Syep, o Stammen von Zellen, die nur YFP exprimieren (YFP-Kalibierungspraparat). Das Verhaltnis der
YFP-Emission nach Anregung bei der CFP-Peak-Exzitation (CFP-Kanal, schwarze, gestrichelter Pfeil, Serer, )
zur YFP-Peak-Exzitation (lila, gestrichelter Pfeil, Svep, o) wird bestimmt.

Multipliziert man die Konstante Ra; mit der YFP-Emission, die man mit dem YFP-Filter (YFP-
Anregung und -Emission) im FRET-Préparat messen kann, so erhdlt man die um die acceptor cross
excitation korrigierte YFP-Emission. Bei der Vermessung der FRET-Probe muss bei der Berechnung
von YFP direkt (Abb. 2-7, 3) allerdings noch bertcksichtigt werden, dass man durch die YFP-
Exzitation auch einen sehr kleinen Teil des koexprimierten CFP anregt, der im Anschluss auch im
YFP-Emissionskanal mit erfasst wird. Misst man also die YFP-Emission (YFP-Filter), so stammt ein
kleiner Teil dieser emittierten Fluoreszenz vom koexprimierten CFP (donor cross talk). Dieser donor

cross talk muss in der YFP-Emission korrigiert werden.
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Der Anteil des CFP in der FRET-Probe, der falschlicherweise durch den YFP-Filter detektiert wird,

wird durch die Konstante Rp; erfasst (Abb. 2-10).

Rp2= Svrp, 0/ Scrp, b

= = = CFP-Exzitation
e CFP-Emission
= YFP-Kanal
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Abb. 2-10 Bestimmung der Konstante Rpz zur Korrektur des donor cross talk. Exzitations- und

Emissionsspektren von CFP (blau). Die Werte Scrp, p Und Syep, p Stammen von Zellen, die nur CFP exprimieren
(CFP-Kalibrierungspraparat). Uber Scep, p wird die CFP-Emission mit dem CFP-Filter bestimmt, Uber Syep, p die
Fluoreszenz, die von CFP mit dem YFP-Filter erfasst wird. Rp, berechnet sich aus dem Verhéltnis Syep, p zU

Scrp, D
Multipliziert man die Konstante Rp, mit der CFP-Emission, die man in der FRET-Probe tber den CFP-

Filter misst (Gesamt-CFP-Menge), erhalt man die durch das koexprimierte CFP bedingte YFP-
Emission. Substrahiert und man diesen Wert von Syep, pa (FRET-Probe, YFP-Filter), ist die YFP-
Emission um den donor cross talk korrigiert. Die anschlieBende Multiplikation dieser Emission mit Ra;

liefert F5 (Abb. 2-7, YFP direkt, 4).

Fa = (Ra1) ((Syrp, pa) = (Rp2) (Scrp, b))

Fa gibt somit die um die acceptor cross excitation und den donor cross talk korrigierte YFP-Emission
an. Die berechneten Komponenten Fyp und Fn (Abb. 2.7, YFP total und YFP direkt, 4 und 3)
unterscheiden sich lediglich durch den durch FRET bedingten Anstieg der YFP-Emission in Fap (Abb.
2-7, 1). Demnach berechnet sich das FR, das laut Definition den fraktionellen Anstieg der YFP-

Emission durch FRET darstellt, aus dem Quotient Fap / Fa .

FR= I:AD / FA = [SFRET, DA ~ (RDl) (SCFP, DA) / (RAZL) ((SYFP, DA) - (RDZ) (SCFP, DA))]

FR>1 — FRET
FR=1— Kein FRET

Das FR wurde in dieser Arbeit bei steady-state-FRET-Messungen berechnet.
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Fur kinetische Messungen, in denen FRET durch einen Stimulus induziert werden kann, ist es
moglich, die relative FRET-Anderung als fraktionelle Anderung (AR / R,) der Emissionsintensititen

darzustellen®*®®

. Betrachtet man das Emissions-Verhaltnis Akzeptor (Sgrer, pa) zU Donor (Scee, pa)
nach Donor-Anregung so zeigt sich FRET gemafld dem oben dargestellten Sachverhalt in einem

Anstieg dieses Ratios (Abb. 2-6).

R = Serer, pa/ Scee, pa

Als Stimulus kann z. B. Calcium bei Calciumsensoren dienen oder ganz einfach die Zugabe des
FRET-Akzeptors zu einer Donor-Proteinlésung. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der
intrazellularen Calcium-Konzentration auf das FRET-Signal zwischen Calciumkanal und Calmodulin
bzw. zwischen verschiedenen Kanalfragmenten untersucht. Da die kinetischen Messungen,
abgesehen von der Stimulusgabe, unter exakt den gleichen Bedingungen stattfinden, muissen
Geratekonstanten oder andere Einflussgrof3en, die sich z. B. durch die Fluoreszenzspektren der
FRET-Partner ergeben (bleed through, cross excitation, cross talk), nicht beriicksichtigt werden. Eine

aufwendige Kalibrierung des Systems wie im Falle des Three-Cube-FRET ist nicht nétig.

Daneben existieren noch eine Reihe destruktiver Moglichkeiten, FRET zu quantifizieren. Eine
Methode ist das acceptor photobleaching. Beim acceptor photobleaching bestimmt man die Donor-
Emission vor und nach selektivem Ausbleichen des Akzeptors. Der Vorteil dieser Methode besteht
darin, dass durch die Zerstérung des Akzeptors in ein und demselben Versuchsaufbau die CFP-
Emission zunachst unter Bedingungen, die einen Energietransfer erlauben und im Anschluss unter
Bedingungen, die FRET ausschlieen (donor dequenching), gemessen werden kann. Die FRET-
Effizienz wird dabei aus den relativen Fluoreszenzintensitaten des Donors, in Abwesenheit (Scep, p)

und Anwesenheit (Scrp, pa) des Akzeptors berechnet.

E=1-Scrp,0n! Scrp, D

Ein Nachteil des acceptor photobleaching liegt darin, dass eine vollstandige Akzeptor-Zerstérung ohne
Beeinflussung des Donors oft schwierig ist. Eine Reduktion der Donor-Konzentration durch donor
bleaching resultiert dann in einer falschlicherweise herabgesetzten FRET-Effizienz. Ein weiterer
Nachteil ist die teilweise sehr lange bleaching-Zeit. Aus diesen Griinden wurde das acceptor
photobleaching in dieser Arbeit nicht verwendet.

Eine andere Mdglichkeit, die Effizienz des Energie-Transfers im Sinne des acceptor photobleachings
zu bestimmen, besteht in der Behandlung einer aufgereinigten CFP-YFP-Proteinlésung mit der
Protease Trypsin. Die Endopeptidase spaltet Peptidbindungen selektiv nach den Aminoséuren Lysin,
Arginin und auch nach modifiziertem Cystein. Die Fluorophoren CFP und YFP werden aufgrund ihrer
Proteinstruktur nicht zersetzt. Durch Messen der Emissionsintensitaten einer CFP-YFP-Proteinlésung
vor und nach Trypsin-Behandlung, also unter Bedingungen, die FRET zunachst ermdglichen und

dann verhindern, kann somit ebenfalls eine Aussage zur FRET-Effizienz getroffen werden.
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2.6.3 Experimentelle Durchfuhrung

Fur die FRET-Messungen wurden HEK293-Zellen auf ibiTreat Tragern ausgesat und wie oben
beschrieben transfiziert (2.3.2, 2.4). Die Menge der Plasmid-DNA richtete sich nach der
Expressionsstarke der einzelnen Konstrukte (0,01 - 1,5 pg / dish). Ungefahr 24 - 36 h nach

Transfektion erfolgten die FRET-Messungen bei Raumtemperatur.

Die verwendete Badldsung hatte folgende Zusammensetzung:

FRET-Badlésung

NacCl 140 mM
KCI 5mM
MgCl, x 6 H,0 1 mMm
CaCl,x 2 H,0 2mM
Glucose x 1 H,0 10 mM
Na-HEPES 10 mM

mit NaOH pH 7,4 einstellen

Die Messungen wurden an einem inversen Epifluoreszenzmikroskop mit einem photometrischen
System zur dualen Emissionsaufnahme (iMIC 2010, Till Photonics) durchgefuhrt. Fir die steady-state-
Messungen wurde ein 60x Objektiv (UPlanSApo, OL / 1,35, Olympus) benutzt. Der verwendete
Multiband-FRET-Filtersatz (CFP / YFP-A-000, Semrock) umfasste einen Dualband-Exzitations-Filter
(Exzitationsbander 416 + 12,5 nm und 501 + 9 nm) und -Emissions-Filter (Emissionsbander 464 +
11,5 nm und 547 + 15,5 nm), sowie einen dichroiden Beamsplitter (Reflektionsbander 423,5 + 8,5 nm
und 502 + 9 nm, Transmissionsbander 466 + 17 nm und 549,5 + 19,5 nm). Die Fluoreszenzanregung
erfolgte mit einem Polychrom 5000 (Till Photonics, Anregungswellenlange + 7,5 nm). Die
Belichtungszeit betrug, soweit nicht anders vermerkt, 10 ms. Fur die Bildakquise wurde eine CCD-
Kamera (IMAGO-QE, Till Photonics) nebst DSP-Kontroller verwendet. Fir die Bildaufnahme und

-auswertung diente die TILLviSION 4.0 Software.

2.6.4 Datenanalyse

Die Auswertung der FRET-Daten bei den steady-state-Messungen erfolgte nach der Methode des
Three-Cube-FRET (2.6.2). Fur die Datenanalyse wurde dabei generell folgendermal3en vorgegangen:
Nach CFP- und YFP-Anregung und Aufnahme der entsprechenden Emissionsbilder wurden fiir die
Bildverarbeitung relevante Bereiche (regions of interest, ROIs) im Zytoplasma der Zellen markiert.
Zusatzlich fur jeden einzelnen Kanal (CFP, YFP) wurde die Autofluoreszenz bestimmt und als
Hintergrundwert von den entsprechenden ROIs abgezogen. Im Anschluss wurde das FR, wie bereits
beschrieben berechnet.

FR= I:AD / I:A = [SFRET, DA ~ (RDl) (SCFP, DA) / (RAl) ((SYFP, DA) - (RDZ) (SCFP, DA))]
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Alle Ergebniswerte wurden, sofern nicht anders vermerkt, als Mittelwert +SEM angegeben; n steht fur

die Anzahl der Experimente. Zur statistischen Auswertung siehe 2.5.3.

2.6.5 Konstrukte

Fur alle FRET-Konstrukte wurden, um eine Homo- und Heterodimerisierung der Proteine zu
vermeiden, monomere Varianten der Fluorophoren ECFP und EYFP, im Folgenden der Einfachheit

halber als CFP und YFP bezeichnet, verwendet®

. Zur Generierung der monomeren GFPs wurde
Uber die Quikchange-PCR (2.2.4.3) eine Mutation eingefugt, die den Austausch der Aminosaure
Alanin zu Lysin an Position 206 (A206K) zur Folge hatte.

Als Klonierungsvektor fiir alle FRET-Konstrukte diente, sofern nicht anders angegeben, der pcDNA3.
Samtliche Konstrukte, die sich vom Cavl1l.4 C-Terminus ableiten, wurden tber BamH | / Xho |
Schnittstellen kloniert und enthielten entweder N-terminal YFP und / oder C-terminal CFP, au3erdem
die Kozak-Sequenz GCC GCC ACC ATG, sowie am 3-Ende direkt vor der eingefiigten Xho I-
Schnittstelle ein Stopcodon. Zwischen der Fluorophore und dem Kanalfragment wurde in allen Fallen
ein Alanin-Linker (AAA) eingefigt.

Fir intramolekulare FRET-Experimente wurden Fragmente des C-Terminus des Cavl.4 N-terminal an
YFP und C-terminal an CFP fusioniert. Die folgenden Konstrukte wurden verwendet: YFP-CT1.4-CFP
stellt den kompletten C-Terminus des Cavl.4 (D1445 - L1984), flankiert von den beiden FRET-
Fluorophoren, dar. Die dazu analogen Konstrukte YFP-CT1.4A1493-1609-CFP und YFP-CT1.4A1445-
1609-CFP beinhalten die Deletionen Q1493 - G1609 bzw. D1445 - G1609.

Fur intermolekulare FRET-Experimente zur Aufklarung der ICDI-Interaktion wurden Fragmente des C-
Terminus des Cavl.4 N-terminal mit YFP getagged. Verwendet wurde der komplette C-Terminus des
Cavl.4, YFP-CT1.4 (D1445 - L1984), sowie drei trunkierte Varianten: YFP-CT1.4AICDI (D1445 -
T1883), YFP-CT1.4R1610Stop (D1445 - G1609) und YFP-EF (D1445 - 11492). Konstrukte, die sich
von der ICDI-Doméne ableiten, wurden C-terminal an CFP fusioniert. Die Bezeichungen der
verwendeten Konstrukte samt Sequenzbereich sind im Folgenden aufgefiihrt: ICDI-CFP umfasst die
komplette ICDI-Doméne (L1885 - L1984), die Konstrukte proxICDI-CFP (L1885 - K1929), midICDI-
CFP (Q1930-A1952) und distICDI-CFP (Q1953-L1984) den proximalen, mittleren und distalen Bereich
der ICDI-Domane; L-ICDI-CFP (11742 - L1984) und XL-ICDI-CFP (R1610 - L1984) sind zwei
Konstrukte, bei denen die ICDI-Domane in 5’-Richtung verlangert wurde.

Fur FRET-Experimente zur CaM-Interaktion wurden die folgenden Kanalkonstrukte verwendet: YFP-
CT1.4 (D1445 - L1984), YFP-CT1.4AICDI (D1445 - T1883) sowie als Positivkontrolle der komplette,
N-terminal an YFP fusionierte, C-Terminus des Cavl.2 (YFP-CT1.2, D1500 - L2166). In den
Calmodulin-Konstrukten wurde CFP N-terminal an CaM fusioniert. Bei den Klonierungsschnittstellen
handelte es sich um BamH | und Xba I. Im Konstrukt CFP-wtCaM befindet sich zwischen CFP und
Calmodulin ein Linker mit drei Alaninen. Das Konstrukt CFP227-CaM beinhaltet eine nach der
Aminosdure A227 trunkierte CFP-Variante, die uber den Linker CGC an CaM fusioniert wurde. Die
Expression dieser beiden Calmodulin-Varianten wurde, zur Vermeidung von unspezifischem FRET,
durch Veranderung der Kozak-Sequenz von GCC GCC ACC ATG zu GCC TCC TTT ATG

reduziert*>®*.
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Die Konstrukte CFPcp174 und CFPcp158 wurden, wie bei Mank et al. (2006) beschrieben, kloniert®®.
Dabei wurden die urspriinglichen N- und C-Termini des Wildtyp CFP durch den Linker GGTGGS
verbunden und, wie in Fig. 3-1 B dargestellt, neue N- und C-Termini eingefiigt. Eine durch Mutationen
in allen vier EF-Hand-Motiven bedingte Ca®*-insensitive CaM-Variante®® (CaM.3,) Wurde iiber einen
Triple-Alanin-Linker an CFP-wt bzw. ohne Linker an CFPcp174 fusioniert.

Als Negativkontrollen wurden die Vektoren pECFP A206K und pEYFP A206K zur Expression
monomerer Fluorophoren eingesetzt. Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer zur Klonierung der

aufgefuhrten FRET-Konstrukte sind im Anhang zusammengestellt.
2.7 Kinetische FRET-Messungen

2.7.1 Experimentelle Durchfuhrung

Die kinetischen FRET-Messungen erfolgten am oben beschriebenen Setup (2.6.3). Was die
experimentelle Durchfuhrung betrifft, wurden im Vergleich zu den steady-state-Messungen (2.6.4)
lediglich folgende Parameter verandert: es wurde ein 20x Objektiv (UPlanSApo, N.A. 0,75, Olympus)

fur die Datenaufnahme verwendet, au3erdem wurde die Belichtungszeit auf 100 ms erhoht.

2.7.2 Protokoll

Zu Anfang der Messung befanden sich die Zellen in der Standard-Badlésung (2.6.3), 10 s nach Start
der Aufnahme erfolgte die Perfusion mit 5 pM lonomycin-Lésung, nach weiteren 20 s wurde auf eine 5
mM EGTA-Lésung (0 mM Ca®*, 5 uM lonomycin) umgestellt. Die Aufnahmegeschwindigkeit bei
insgesamt 80 Bildern betrug 1 Bild / sec.

5 uM lonomycin-Lésung, pH 7.4

5 UM lonomycin (Calbiochem®, 1 mM Stammldsung gelost in DMSO)
in FRET-Badltsung

5 mM EGTA-L8sung

NaCl 140 mM
KCI 5mM
MgCl, x 6 H,0 1 mMm
Glucose x 1 H,0 10 mM
Na-HEPES 10 mM
lonomycin 5uM
EGTA 5mM

mit NaOH pH 7,4 einstellen
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2.7.3 Datenanalyse

Fur die Datenanalyse der kinetischen FRET-Messungen wurde die FRET-Anderung als fraktionelle
Anderung (AR / Ro) der CFP- / YFP-Emissionsintensitaten dargestellt (2.6.2)°*®. Das Ratio R ist dabei

folgendermafl3en definiert:

R = Serer, pa/ Scep, pa

Als Ausgangswert (baseline ratio, Ro) wurde der Quotient R, als Durchschnitt der ersten 10 sec vor

Stimulusgabe berechnet.

2.7.4 Konstrukte

Fur die kinetischen FRET-Messungen wurden die bereits unter 2.6.5 beschriebenen Konstrukte
verwendet. Explizit waren dies fur den CaM-Assay: YFP-CT1.4, YFP-CT1.2, CFP-wtCaM, CFP227-
CaM, CFPcpl74-CaM, CFPcpl74-CaM;,34 und CFP-wtCaMy,z4. Flr den ICDI-Assay: YFP-CT14AICDI
und ICDI-CFP, sowie fiir die CaM-Uberexpression Wildtyp CaM und Flag-CaM;,s, (2.4.5), beide im
Vektor pcDNA3.
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3 ERGEBNISSE
3.1 Calmodulin-Bindung am Calciumkanal Cav1.4

3.1.1 FRET-Messungen: Aufklarung der CaM-Interaktion mittels verschiedener CFP-Varianten

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war es, aufzuklaren, wie im Cavl.4 die Calcium-abhéngige-
Inaktivierung abgeschaltet wird. Eine mdgliche Erklarung kdnnte die fehlende Calmodulin-Bindung
sein®®. Um die CaM-Bindung am Kanal zu untersuchen, habe ich den Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer nach David Yue (Three-Cube-FRET, 2.6.2) in unserem Arbeitskreis etabliert. Da die
raumliche Orientierung der FRET-Fluorophoren das FRET-Signal entscheidend beeinflusst, wurden
FRET-Experimente mit verschiedenen modifizierten CFP-Varianten durchgefiihrt (2.6.5). Der FRET-
Donor CFP wurde in allen Fallen N-terminal an Calmodulin fusioniert. Fir die verschiedenen CFP-
Varianten entstanden so Fusionsproteine mit unterschiedlicher geometrischer Ausrichtung der
Fluorophore (Abb. 3-1). Verwendet wurde CFP in seiner Wildtypform (CFP-wtCaM), daneben eine
trunkierte Variante des Original-CFP (CFP227-CaM) und zwei circular permutated CFPs (CFPcpl158-
CaM und CFPcp174-CaM)®. In zirkularen Permutationen werden die urspriinglichen N- und C-Termini
Uber einen kurzen Linker verknupft und neue C- und N-Termini eingefiigt. Dadurch entstehen
funktionelle Fluorophoren mit derselben dreidimensionalen Struktur wie das Original-Protein, aber

mit unterschiedlicher geometrischer Ausrichtung zum fusionierten Protein, in unserem Fall

Calmodulin®®.

A B

CFPs h s =
wt [ 1-238 | \

227 [1-227 |

cp174 |[174-238]1-173 |
cp158 |[158-238  [1-157 |

) \ '}
% O
G174-D173 —

Abb. 3-1 Schematische Darstellung der CFP-Varianten. A Das Original-CFP (wt) weist 238 Aminosauren auf.
Im CFP-wt-Konstrukt ist die Fluorophore tber einen flexiblen Alanin-Linker an CaM fusioniert (CFP-wtCaM), in
der CFP227-Variante wurden die letzten elf Aminosauren der Fluorophore deletiert. Fir die cp-CFP-Konstrukte
(cpl74 und cp158) wurden die urspriinglichen C- und N-Termini des CFP Uber den Linker GGTGGS verknupft
und an den angegebenen Stellen neue C- und N-Termini eingefugt. B Kristallstruktur des GFP. Die Chromophore
befindet sich im Zentrum der B-Can-Struktur. Gekennzeichnet sind die C- und N-Termini der Wildtypform, sowie
die Positionen der neuen C- und N-Termini der mutierten Varianten (cp).
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Fur die FRET-Messungen wurden die verschiedenen CFP-CaMs mit dem an YFP fusionierten C-
Terminus des Cavl.4 bzw. einer vor der ICDI trunkierten Variante (YFP-CT14AICDI) in HEK293-
Zellen koexprimiert. Als Positivkontrolle diente die Koexpression mit dem C-Terminus des Cavl.2, bei
dem FRET bereits gezeigt wurde****

YEP (Abb. 3-2).

, als Negativkontrolle die Koexpression mit reinem monomeren

A

D1445 Q1493 R1610 11742 L1885 L1984
1.4WT IVS6 = EFE 1Q i < ICDI=COOH
B
1.4 WT eF—{q} CDI '
1.4,1CDI [vreH eF—{o}—— ) CaM
1.2 WT Q

YFP |

Abb. 3-2 Konstrukte fiir den CaM-Bindungsassay A Schematische Darstellung des Cavl.4 C-Terminus,
beginnend mit dem IVS6-Segment. B Schema der Koexpression zur Aufklarung der CaM-Bindung mittels FRET.
C-terminale Kanalfragmente wurden N-terminal mit YFP getagged. Die verwendeten CFP-Varianten, die N-
terminal an CaM fusioniert wurden, sind in Abb. 3-1 dargestellt. Als Negativkontrolle diente monomeres YFP.

Im Konstrukt CFP-wtCaM wurde CFP in seiner Wildtypform Uber einen Linker mit Calmodulin
verbunden. Die drei Alanine, die zwischen Fluorophore und dem CaM eingefiigt wurden, sollten dem
Fusionsprotein Flexibilitat verleihen***?. Fur den C-Terminus des Cav1.2 konnte fir diese CFP-CaM-
Variante ein signifikantes FRET-Signal (FR = 1,66 + 0,12, n = 20) beobachtet werden, das gut mit den
aus der Literatur bekannten Daten tbereinstimmt**®*
den C-Terminus des Cavl.4 kein FRET (FR = 1,08 £ 0,12, n = 8).

Als nachstes wurde die trunkierte Variante des CFP verwendet (CFP227-CaM), bei der durch Deletion

. Im Gegensatz dazu ergab die Auswertung fur

der letzten elf Aminosduren der Abstand zwischen CaM und der eigentlichen Chromophore in der
Mitte des CFP-Proteins verkirzt wurde. Zwischen CFP227-CaM und YFP-CT1.2 konnte auch in
diesem Fall FRET (FR = 1,79 = 0,08, n = 74) detektiert werden. Im Einklang mit bereits
veroffentlichten Werten, zeigte auch der um die ICDI verkirzte C-Terminus des Cavl.4 (YFP-
CT14AICDI) FRET (FR = 1,43 £ 0,08, n = 64)>*. Fir den kompletten C-Terminus konnte ebenso ein
kleines, allerdings nicht signifikantes, FRET-Signal (FR = 1,16 + 0,05, n = 120) ermittelt werden.

Um die rAumliche Orientierung der Fluorophoren weiter zu verbessern, wurden im néachsten Schritt
die circular permutated CFPs (CFPcp158-CaM und CFPcp174-CaM) eingesetzt®®. Die Ergebnisse fir
den C-Terminus des Cavl1.2 und der trunkierten Form des Cavl1.4 konnten auch mit diesen CFP-

Varianten reproduziert werden.
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Zudem konnte auch zwischen CFPcpl74-CaM und YFP-CT1.4 ein signifikantes FRET-Signal
(FR =1,39 + 0,07, n = 32) nachgewiesen werden. Der Wert war dabei signifikant unterschiedlich zur
Negativkontrolle und lag in der GrofRenordnung fur bereits berichtete FRET-Ratios zwischen CaM und
anderen Cav-Kanalen*®®* (Abb. 3-3).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Calmodulin tatsachlich am Cav1.4 gebunden ist, womdglich

allerdings in der Gegenwart der ICDI in einer verdnderten geometrischen Orientierung, die FRET

erschwert.
A B
%* % %
% % % _ (74)
(20)
1.8 A 1.8 A
o ]l (8 nd |
- 14 (v) - 14
1.0 +—L 1.0 -
CFP-wtCaM 1 CFP227-CaM
C D
1.8 1
e i
™ 1.4
1.0 A
CFPcp158-CaM 1 CFPcp174-CaM

Abb. 3-3 FRET-Messungen zur CaM-Bindung am C-Terminus des Cav1.2 und Cav1.4. A-D Ergebnisse der
FRET-Messungen mit CFP-wtCaM (A), CFP227-CaM (B), CFPcp158-CaM (C) und CFPcpl174-CaM (D). Eine
Bindung zwischen CaM und CT1.2 sowie CT1.4AICDI kann unabhangig von der verwendeten CFP-Variante
nachgewiesen werden (A-D). CaM-Bindung an den C-Terminus des Cavl.4 kann nur bei Verwendung von
CFPcpl174-CaM gezeigt werden (D). FR: FRET Ratio; Nummern in Klammern stehen fur die Anzahl der Zellen;
*p <0,05, * p<0,01, ** p<0,001, Signifikanz getestet gegen die entsprechenden Negativkontrollen.
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3.1.2 FRET-Messungen: Apo-CaM-Bindung am Cav1.4

Um aufzuklaren, ob die Interaktion zwischen CaM und dem C-Terminus des Cavl.4 unabhangig von
Calcium und einer damit verbundenen Calcium-Aktivierung von Calmodulin ist, wurden als nachstes
FRET-Messungen mit einer Calcium-insensitiven CaM-Variante (CaMi,34) durchgefihrt. Im CaMj,z,4
sind in allen vier Calcium-bindenden EF-Hand-Motiven Aspartat-zu-Alanin-Mutationen eingefigt,
wodurch die Bindung von Calcium verhindert wird. CaM;23,4 diente damit als Calcium-freies Calmodulin
(Apocalmodulin, ApoCaM). Von ApoCaM weil3 man, dass es mit den C-Termini anderer HVA-Kanale
z. B. dem des Cavl.2 praassoziiert ist**?; die Praassoziation von CaM ist damit unabhangig von
Calcium.

FRET-Experimente zwischen dem C-Terminus des Cavl.4 und der Calcium-insensitiven CaM-
Variante CFPcpl74-CaM;,34 bestétigen diese Calcium-unabhangige Praassoziation auch fur den
retinalen Calciumkanal. Das FR war dabei vergleichbar mit dem der Calcium-bindenden Form des
Calmodulins (FR = 1,34 £ 0,06, n = 30, Abb. 3-4).

_ * % %
1.6 7 %% (32)
(30)
1.4 4
E (28)
1.2 - o
>
1.0 +

CFPcp174-CaM

CFPcp174-CaM,,;,

Abb. 3-4 FRET-Messungen zur Apo-CaM-Bindung am C-Terminus des Cav1l.4. Ergebnis der FRET-Messung
mit CFPcpl174-CaMi234 und YFP-CT1.4. Eine Bindung zwischen CaM und dem C-Terminus des Cavl.4 kann
unabhangig von der Calcium-Bindung an Calmodulin detektiert werden. Das FR fiir ApoCaM und CaM st
vergleichbar. FR: FRET Ratio; Nummern in Klammern stehen fiir die Anzahl der Zellen; *** p < 0,001, Signifikanz
getestet gegen die Negativkontrolle (CFPcpl174-CaM und YFP).

3.1.3 Kinetische FRET-Messungen: Einfluss von Calcium auf die Calmodulin-Bindung

Um den Einfluss von Calcium auf eine Calcium-abhéangige Konformationsanderung von gebundenem
Calmodulin zu untersuchen, wurden kinetische FRET-Messungen in der Gegenwart von lonomycin
durchgefiihrt und die zeitliche Anderung des FRET-Ratios (AR / Ro) bestimmt (2.7)°*%. lonomycin ist
ein lonophor, das Calciumionen im Verhéltnis 1:1 komplexiert, und durch biologische Membranen
transportiert; auf diese Weise erhoht es die intrazellulare Calcium-Konzentration. Die Applikation der
lonomycin-Lésung erfolgte zunachst in Calcium-haltiger (2 mM), dann in nominal Calcium-freier
Lésung (5 mM EGTA-LOsung).
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Durchgefihrt wurden diese kinetischen FRET-Messungen fir den C-Terminus des Cavl.2 und des
Cavl.4 mit insgesamt drei CaM-Varianten, der Wildtypform (CFP-wtCaM), der trunkierten Form
(CFP227-CaM) und der zirkuldren Permutation, bei der die CaM-Bindung tber FRET fir den Cavl.4
C-Terminus nachgewiesen werden konnte (CFPcpl174-CaM, Abb. 3-3).

Eine Erhéhung der intrazelluldren Calcium-Konzentration fiihrte sowohl im Falle des Cav1.2 als auch
des Cavl.4 C-Terminus bei allen verwendeten CaM-Varianten zu einem signifikanten Anstieg des
FRET-Ratios (Abb. 3-5). Entzog man dem System Calcium, durch die Perfusion einer 5 mM EGTA-
Lésung, war der Effekt reversibel.

A
I 2 mM Caz. I 0mM Caz.
Cav1.2
0.08 A
0.06 -
n:O
x 0.04 -
) e
; d‘l [} .fl""}s:ine\ﬂé.‘."‘@(((‘“
O - (L™ R L Ll L T L
10s
B
I 2mM Ca” 0 mM Cazo
Cavi4
0.06 -

10s

Abb. 3-5 Der Anstieg der intrazellularen [Ca2+] erhéht das FRET-Ratio der CaM-Bindung fir den Cavl1.2
und Cavl.4 C-Terminus. Zeitverlauf der Anderung des FRET-Ratios (AR / Ro ) fiir die mit YFP gelabelten C-
Termini des Cavl.2 (A) und des Cavl.4 (B). Der schwarze Pfeil kennzeichnet den Beginn der lonomycin-
Applikation, 10 sec nach Start der Messung, zundchst in Anwesenheit von Calcium (2 mM), nach weiteren 20 sec
in nominaler Abwesenheit von Calcium (Perfusion einer 5 mM EGTA-L6sung). A YFP-CT1.2 koexprimiert mit
CFPcpl74-CaM (schwarze Kreise, n = 15), CFP227-CaM (weille Kreise, n = 4), CFP-wtCaM (schwarze
Quadrate, n = 8) oder CFP-CaMs234 (Weil3e Vierecke, n = 6) als Negativkontrolle. B YFP-CT1.4 koexprimiert mit
CFPcpl74-CaM (schwarze Kreise, n = 12), CFP227-CaM (weil3e Kreise, n = 14) oder CFPcpl174-CaMi234 (Weil3e
Vierecke, n = 25) als Negativkontrolle.
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Bei der Koexpression einer Calcium-insensitiven CFP-CaM-Mutante (CaM1234)35 als Negativkontrolle
konnten keine Calcium-abhangigen Anderungen des FRET-Signals beobachtet werden. Fur den
Cavl.2 (Abb. 3-5 A) wurde als Negativkontrolle CFP-wtCaM;,34 verwendet, da fur die vergleichbare
Calcium-bindende CaM-Variante (CFP-wtCaM) ein steady-state-FRET-Signal in den vorausgegangen
Experimenten (Abb. 3-3 A) detektiert werden konnte. Zudem konnte bei der Koexpression von CFP-
wtCaM und YFP-CT1.2 bei der Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration ein signifikanter
Anstieg des FRET-Signals beobachtet werden, was die Verwendbarkeit der entsprechenden
Negativkontrolle unterstreicht. Fur den C-Terminus des Cavl.4 wurde CFPcpl74-CaMi,s, als
Negativkontrolle verwendet (Abb. 3-5 B). Eine steady-state-Bindung fiir dieses Konstrukt wurde
ebenfalls bereits gezeigt (Abb. 3-4).

Die Anderungen des FRET-Ratios in Abh&ngigkeit von der intrazellularen Calcium-Konzentration
deuten darauf hin, dass es in der Gegenwart von Calcium zu einer Konformationsénderung in der
CaM-Bindung kommt, die FRET begtinstigt.

3.1.4 Charakterisierung einer CaM-defizienten Variante des Cav1.4

3.1.4.1 Co-Immunprazipitations-Experimente zum Nachweis der fehlenden CaM-Bindung

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Calmodulin am Cavl.4 gebunden ist. In dem Wissen, dass
der retinale Calciumkanal keine CDI zeigt, stellt sich die Frage, welche Bedeutung Calmodulin in der
Regulation des Cavl.4 spielt. Um diese Frage zu beantworten, haben wir eine Mutante des Cavl.4
kloniert, die keine CaM-Bindung zeigt (Cav1.4/5A) und diese elektrophysiologisch untersucht.

In der Kristallstruktur des CaM / Cavl.2 1Q-Komplexes nehmen vier Aminosauren des, mit dem
retinalen Kanal, nahe verwandten kardialen Calciumkanals eine wesentliche Rolle in der CaM-
Bindung ein. Zwei der angesprochenen Aminosauren sind das 1Q selbst, zwei weitere sind hoch
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konservierte aromatische Anker>™>". Um die Bindung von CaM am C-Terminus zu verhindern, wurde

der Bereich, der diese Aminosauren umfasst, zu Alaninen mutiert (5A, Abb. 3-6).

D1445 R1610 L1984
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Abb. 3-6 Schematische Darstellung der CaM-defizienten Variante des Cavl.4. Cavl.4 C-Terminus,
beginnend mit dem 1VS6-Segment. Hoch konservierte Aminosauren fir die CaM-Bindung im Cavl.2 sind rot

hervorgehoben. Finf Aminosduren des Cavl.4 Wildtyps (WT) wurden zu Alaninen mutiert (5A), um die CaM-
Bindung im Cav1l.4 zu verhindern.
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Zum Nachweis der fehlenden CaM-Bindung in vitro, wurden Co-Immunprazipitationen durchgefuhrt
(2.4.2). Dazu wurde der komplette C-Terminus des Cavl.4, der die 5A Mutationen enthielt bzw. eine
nach dem 1Q-Motiv trunkierte WT- oder 5A-Variante an das Myc-Epitop fusioniert. HEK293-Zellen
wurden mit jeweils einem der aufgefihrten C-terminalen Fragmente zusammen mit CaM;,34, Welches
N-terminal einen Flag-Tag (triple flag) enthielt, transfiziert (2.3.3, 2.4.5). Fur die Prézipitation der
Proteinlysate mit Protein-A-Sepharose konnte ein kommerziell erhéltlicher anti-Myc-Antikérper
verwendet werden, als Negativkontrolle wurde ein GST-Antikorper eingesetzt. Die Detektion der
Proteine per Western Blot erfolgte mit einem anti-Flag-Antikdrper.

Die Spuren, bei denen die Lysate direkt aufgetragen wurden (Abb. 3-7, Spur 1 und 2, oberer Blot und
Spur 1, unterer Blot), zeigen, dass in den transfizierten HEK293-Zellen das Protein Flag-CaMj,34
exprimiert wurde. In den Spuren, in denen Fragmente des C-Terminus immunprazipitiert wurden, ist
nur im Falle der Positivkontrolle, der trunkierten Wildtyp-Sequenz (Spur 3, oberer Blot)53, Calmodulin
nachweisbar und nicht in den 5A-Konstrukten. Die Negativkontrollen (Spur 4 und 6, oberer Blot bzw.
Spur 4, unterer Blot), bei denen mit dem anti-GST-Antikdrper immunprazipitiert wurde, zeigen
erwartungsgemar keine Banden. Die Ergebnisse der Co-Immunprézipitation weisen nach, dass durch
die im IQ-Motiv des Cavl.4 eingefiigten Alanin-Mutationen (5A) die CaM-Bindung verhindert wird.
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Abb. 3-7 Die Cav1.4/5A Mutante zeigt keine CaM-Bindung. Co-IP aus Lysaten transfizierter HEK293-Zellen.
Die Immunprazipitation der Proteine erfolgte mit einem anti-Myc-Antikérper; als Negativkontrolle diente ein anti-
GST-Antikorper. Fir die Detektion der Proteine nach Western Blot wurde ein anti-Flag-Antikdrper verwendet.
Transfiziert wurde der an das Myc-Epitop fusionierte proximale bzw. komplette C-Terminus des Cavl1.4 in der
Wildtypform (CT1.4R1610Stop) oder nach Mutation von finf Aminoséuren im IQ-Motiv (CT1.4R1610Stop/5A,
CT1.4/5A) zusammen mit Flag-CaM32za.
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3.1.4.2 Elektrophysiologische Untersuchungen der CaM-defizienten Variante

Die CaM-defiziente Cavl.4-Variante wurde im Anschluss elektrophysiologisch untersucht. Als
Kontrollexperiment dienten die analoge Cavl.2/5A-Mutante bzw. die entsprechenden Wildtyp-
Konstrukte. Eine CaM-defiziente Variante des kardialen Calciumkanals ist bereits in der Literatur
beschrieben®. Durch die fehlende ApoCaM-Bindung zeigt der Cavl.2-Kanal keine CDI mehr und
weist zudem eine beschleunigte VDI auf. Diese Ergebnisse sollten in einem ersten Experiment
reproduziert werden. HEK293 wurden mit der mutierten a;-Untereinheit Cavl1.2/5A und den
entsprechenden Untereinheiten B,, und a,0 transfiziert (2.3.2.1); ca. 48 h danach erfolgten die Patch-
Clamp-Messungen nach dem beschriebenen Standardprotokoll (2.5). Abbildung 3-8 A zeigt
reprasentative Beispielstromspuren fir Cav1.2/5A in Anwesenheit von Barium oder Calcium. Aufféllig
ist die stark beschleunigte VDI der Mutante in Anwesenheit von Barium (R3zq fur Iz, Cavl.2/5A: 0,16 +
0,02, n = 12) im Vergleich zum Cav1.2 Wildtyp (Rsq fur Iz Cav1.2: 0,58 + 0,04, n = 8, Abb. 3-8 B). Die
Inaktivierung der Barium- und Calciumspuren (Rzqo fUr lc, Cavl.2/5A: 0,10 + 0,02, n = 10; Cavl.2:
0,15 + 0,04, n = 8) ist nahezu identisch; es besteht kein signifikanter Unterschied in den Rsg-Werten,
dem fraktionellen Anteil des Peakstroms nach 300 ms (Abb. 3-8). Eine CDI wie sie fur den Cav1.2

Wildtyp charakteristisch ist, liegt nicht vor.
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Abb. 3-8 CaM-defiziente Variante des Cav1.2 mit beschleunigter spannungsabhéangiger und fehlender
Calcium-abhéngiger Inaktivierung A Reprasentative Stromspuren fur lga (schwarz) und lca (rot) fur Cavl.2/5A,
normalisiert auf das Strommaximum. B Reprasentative Stromspuren fir lga (schwarz) und Ic, (rot) fir Cavl.2,
normalisiert auf das Strommaximum C Ratio der Inaktivierung fir Iga und lca wahrend einem Testpuls von 300 ms
bei Vmax. Raoo entspricht dem Anteil des verbleibenden Peakstroms nach 300 ms. Nummern in Klammern stehen
fur die Anzahl der Zellen.
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Im Anschluss erfolgte die elektrophysiologische Charakterisierung des Cavl1.4/5A-Kanals (Abb. 3-9).
Aufféllig war bei den Messungen zunachst vor allem die wesentlich kleinere Barium-Stromdichte
(-2,37 £ 0,34 pA/ pF, n = 17) im Vergleich zum Wildtyp-Kanal (-4,91 £+ 0,79 pA / pF, n = 12, Abb. 3-9
B). Die halb-maximale Aktivierungsspannung Vg s o« War hingegen nicht verandert (Cav1.4/5A: -13,2 +
0,90 mV, n = 15; Cavl.4: -13,16 = 1,27 mV, n = 13). Wie der Wildtyp-Kanal zeigte auch die 5A-
Variante erwartungsgemalf keine CDI. Allerdings konnte fir die Bariumspur eine beschleunigte
Inaktivierung festgestellt werden. Zur Quantifizierung der Inaktivierung wurden Rsggo-Werte verwendet,
da die VDI beim Cavl.4 charakteristischerweise ein &aullerst langsamer Prozess ist und eine
Inaktivierung nach 300 ms nicht vorhanden ist. Dementsprechend waren die Rzg-Werte der beiden
Konstrukte noch vergleichbar (Rsq Cavl.4/5A: 0,98 + 0,005, n = 18; Cavl1.4: 0,99 + 0,004, n = 8) und
der Unterschied in der VDI zeigte sich erst im weiteren Verlauf der Inaktivierung und war nach 5 s
hoch signifikant (Rspe0 Cav1.4/5A: 0,53 £ 0,03, n = 19; Cavl1.4: 0,66 + 0,03, n =10, Abb. 3-9 C, D).
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Abb. 3-9 CaM-defiziente Variante des Cav1.4 mit beschleunigter spannungsabhé&ngiger Inaktivierung und
reduzierter Stromdichte. A Exemplarische Bariumstrome fir Cav1.4 (oben) und Cav1.4/5A (unten). Ausgehend
von einem Haltepotential von -80 mV wurde die Spannung in 10 mV-Schritten von -80 mV auf +70 mV erhdht. Die
Pulsdauer betrug dabei 5 s. B Mittlere I-V-Kurve fir lga fir Cavl.4 (e, n = 12) und Cav1.4/5A (o, n = 17).
C Reprasentative Stromspuren fiir Izy fiir Cavl.4 (schwarz) und Cavl1.4/5A (grau, Protokoll siehe A), normalisiert
auf das Strommaximum. D Ratio der Inaktivierung fir lga und Ica wéhrend einem Testpuls von 5 s bei Vimax. Rsooo
entspricht dem Anteil des verbleibenden Peakstroms nach 5 s. Nummern in Klammern stehen fiir die Anzahl der
Zellen; **p < 0,01.
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3.1.5 Einfluss einer CaM-Uberexpression auf die Funktion der ICDI des Cav1.4

Die bisherigen Experimente zeigen, dass CaM trotz der fehlenden Calcium-abhéngigen Inaktivierung
mit dem Cavl.4 interagiert und eine wichtige Rolle in der Regulation der Stromdichte und der
spannungsabhangigen Inaktivierung einnimmt. Um eine konkurrierende Bindung, in dem die ICDI
CaM vom proximalen C-Terminus verdréngt, und eine gleichzeitige Bindung nicht stattfindet™,
ganzlich auszuschlieRen, wurde ein weiteres Experiment durchgefiihrt. Sollte dieses Modell korrekt
sein, misste es moglich sein, durch eine CaM-Uberexpression die ICDI-Bindung kompetitiv zu
hemmen. Als Folge dessen sollte der Kanal CDI zeigen.

Fir diesen Versuch wurde der Cavl.4 zusammen mit CaM in HEK293-Zellen exprimiert und
elektrophysiologisch untersucht (Abb. 3-10). Fur die ldentifikation Calmodulin exprimierender Zellen
wurde das mit CFP gelabelte CaM (CFP-wtCaM) verwendet. Trotz der Koexpression von sehr hohen
Mengen (bis zu 20 pg) CaM, konnte fir den Cavl.4 keine CDI festgestellt werden. Der Anteil der
Inaktivierung fir die Barium- und Calciumspur nach 300 ms war identisch (Rsg lsa Cavl.4: 1,00 *
0,003, n = 6; Cavl.4 + CaM, + high EGTA: 0,98 £ 0,009, n = 39; Ic, Cavl.4: 0,98 + 0,012, n = 6;
Cavl.4 + CaM, + high EGTA: 0,96 £ 0,009, n = 39) und auch unabhangig von der Calcium-Pufferung.
Wahrend bei anderen HVA-Kanélen wie den R- und N-Typ-Calciumkanélen eine CaM-vermittelte CDI
erst unter milder Calcium-Pufferung sichtbar wird®, hatte beim Cavl.4 selbst eine Reduktion der
EGTA-Menge von 10 mM auf 0,5 mM (Cavl.4 + CaM, + low EGTA) und eine damit einhergehende
Steigerung der intrazellularen Calcium-Konzentration keinen Einfluss auf das Inaktivierungsverhalten
des Kanals (Rsgg lsa 1,01 £ 0,01, n = 9; Ic, 0,98 + 0,028).
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Abb. 3-10 Das Fehlen der CDI liegt nicht an einer kompetitiven Bindung von CaM und ICDI am Cav1.4.
Uberexpression von CaM induziert keine CDI beim Cavl.4. A Reprasentative Peak-Stromspuren mit Barium
(schwarze Spur) oder Calcium (rote Spur) als leitendes lon. Spannungspuls 350 ms. B Rapo-Werte des Cavl.4 fir
Iga und lca mit und ohne CaM-Uberexpression unter hoher oder niedriger intrazellularer Calcium-Pufferung (10
mM vs. 0,5 mM EGTA).
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3.2 Interaktion der ICDI mit dem proximalen C-Terminus des Cavl1.4

Die bisherigen Daten zeigen, dass CaM unabhangig von der ICDI am Cavl.4 gebunden ist. Im
zweiten Teil der Arbeit sollte der Mechanismus der ICDI bzw. ihre exakte Bindungsdoméne am

proximalen C-Terminus naher untersucht werden.

3.2.1 Intramolekulare FRET-Messungen: Aufklarung der Interaktion der ICDI mit dem

proximalen C-Terminus des Cavl.4

Eine gleichzeitige Bindung von CaM und ICDI am C-Terminus des Cav1l.4, spricht stark dafir, dass
die jeweiligen Bindungsstellen unterschiedlich sind. Um die exakten Bindungsregionen né&her
einzugrenzen, wurden im weiteren Verlauf Interaktionsstudien mittels FRET durchgefihrt.

Zunachst erfolgten einige intramolekulare Experimente, bei denen der komplette C-Terminus des
Cavl.4 oder Teile davon N-terminal mit YFP und C-terminal mit CFP getagged wurden (Abb. 3-11).
Das Tandem-Protein des kompletten C-Terminus ergab ein ausgesprochen groRes FRET-Signal
(FR = 6,60 + 0,21, n =48), das im GroRenbereich von beschriebenen YFP-CFP-Dimeren lag®’. Die
Deletion der dem EF-Hand-Motiv nachgeschalteten Bereiche bis einschlie3lich dem IQ-Motiv, fiihrte
nur zu einer geringfigigen Reduktion des FRET Ratios (5,32 £ 0,09, n = 38), was darauf hindeuten
wirde, dass dieser Bereich nur eine untergeordnete Rolle in der Bindung der ICDI spielt.

Generell gibt es zwei Hauptkomponenten, die einen Beitrag zum intramolekularen FRET leisten. Die
eine Komponente ist die spezifische Bindung in unserem Fall z. B. zwischen proximalen C-Terminus
und ICDI. Auf der anderen Seite kann auch die spezifische Faltung des Peptids den N- und C-
Terminus und damit die FRET-Fluorophoren in eine raumliche Néhe zueinander bringen, die FRET
beginstigt. Dieser Effekt konnte die FRET-Effizienz zusatzlich erhdhen. Dass bei den von uns
verwendeten intramolekularen Konstrukten ein derartiger Effekt zum Tragen kommt, zeigt ein
Konstrukt, das trotz der Deletion des kompletten proximalen C-Terminus immer noch ein
betrachtliches FRET-Signal (FR = 3,03 + 0,12, n = 26) aufweist. Da wir in der Vergangenheit
allerdings biochemisch eine Bindung zwischen der ICDI und diesem Bereich des C-Terminus bereits
ausgeschlossen hatten®, ist es unwahrscheinlich, dass das erzielte FRET-Signal eine wirkliche
Bindung widerspiegelt. Vielmehr kdnnte es das Ergebnis der raumlichen Faltung des C-Terminus sein.

YFP 1] ICDI
.......... ICDI
................... ICDI

(26)

Abb. 3-11 Intramolekulares FRET zur Aufklarung der ICDI-Interaktion am proximalen C-Terminus
A Schematische Darstellung der intramolekularen FRET-Konstrukte. B FRs (von oben nach unten) fur YFP-
CT1.4-CFP (6,60 £ 0,21, n =48), YFP-CT1.4A1493-1609-CFP (5,32 + 0,09, n = 38) und YFP-CT1.4A1445-1609-
CFP (3,03 £ 0,12, n = 26). ***p < 0,001. Signifikanz getestet gegen Negativkontrollen (siehe Abb. 3-10).
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3.2.2 Intermolekulare FRET-Messungen: Aufklarung der Interaktion der ICDI mit dem

proximalen C-Terminus des Cavl.4

3.2.2.1 Identifikation der Bindungsregion innerhalb des proximalen C-Terminus des Cavl.4

Um die durch eine tatsachliche Bindung bedingte FRET-Komponente, getrennt von diesem
unspezifischen Phdnomen, betrachten zu kdnnen, haben wir die an YFP fusionierten C-terminalen
Fragmente von dem an CFP klonierten ICDI-Bereich getrennt und in HEK293-Zellen koexprimiert
(Abb. 3-12).

Tatsachlich, war das maximale intermolekulare FRET-Ratio zwischen YFP-CT1.4AICDI und ICDI-CFP
im Vergleich zum analogen intramolekularen Konstrukt kleiner (FR = 3,53 + 0,12, n =40 vs. FR =
6,60 £ 0,21, n = 48). Eine Gegenuberstellung der FRET-Ratios lasst die Schlussfolgerung zu, dass
etwa die Halfte des intramolekularen FRET-Signals Folge einer spezifischen Bindung ist. Die
Tatsache, dass sich fur das nach dem 1Q-Motiv trunkierte YFP-Konstrukt (YFP-CT1.4R1610Stop) ein
nahezu identisches FR (3,47 + 0,30, n = 14) ergab, bestatigt auRerdem die Ergebnisse friiher Co-
Immunprazipitationen in unserem Arbeitskreis, die zeigten, dass der Bereich nach dem 1Q-Motiv keine
essentielle Rolle fur die ICDI-Interaktion spielt.

Die Koexpression von YFP-EF mit der ICDI fuhrte zu einer Reduktion des FR, was auf eine Bindungs-

Beteiligung anderer proximaler Bereiche neben der EF-Hand hinweist.
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Abb. 3-12 Intermolekulares FRET zur Aufklarung der ICDI-Interaktion am proximalen C-Terminus
A Schematische Darstellung der Konstrukte fir die Koexpression mit ICDI-CFP bzw. CFP. B FRs (von oben nach
unten) fir YFP-CT1.4AICDI (3,53 + 0,12, n = 40), YFP-CT1.4R1610Stop (3,47 £ 0,30, n = 14) und YFP-EF (2,00
+ 0,11, n = 34), koexprimiert mit ICDI-CFP, sowie fiir die beiden Negativkontrollen YFP und ICDI-CFP (1,02 £
0,04, n =56) bzw. YFP-EF und CFP (1,06 + 0,07, n = 21). *** p < 0,001 gegenuber den Kontrollen.
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3.2.2.2 Identifikation der Bindungsregion innerhalb der ICDI des Cavl.4

Als nachstes ging es darum, die fir die Interaktion mit dem proximalen C-Terminus essentielle
Bindungsregion innerhalb der ICDI néher einzugrenzen. Eine Verlangerung der ICDI in 5-Richtung
fuhrte nicht zu einem weiteren Anstieg des FRET-Signals. Im Gegensatz dazu resultierte eine
Dreiteilung der ICDI und eine anschlieRende Koexpression mit dem EF-Hand-Motiv, in einer

signifikanten Reduktion des FRs verglichen mit der kompletten ICDI-Domane (Abb. 3-13).

A B

0O
=

Abb. 3-13 Intermolekulares FRET zur Aufklarung der exakten Bindungsregion innerhalb der ICDI-Doméne
A Schematische Darstellung der ICDI-Konstrukte fiir die Koexpression mit YFP-EF. B FRs (von oben nach unten)
fur die Koexpression von YFP-EF mit XL-ICDI-CFP (2,35 + 0,18, n = 24), L-ICDI-CFP (2,31 + 0.30, n = 8) und
ICDI-CFP (2,00 + 0,11, n = 34), sowie mit den verkiirzten ICDI-Konstrukten proxICDI-CFP (1,36 + 0,06, n = 63),
midICDI-CFP (1,39 £ 0,08, n = 31) und distICDI-CFP (1,51 £ 0,10, n = 26) und der Negativkontrolle mit CFP (1,06
+ 0,07, n=21). * p < 0,01, ** p < 0,001, Signifikanz getestet gegen die entsprechende Negativkontrolle.

Diese Daten zeigen zum einen, dass die von uns definierte ICDI allein die essentielle Region fur die
Bindung am proximalen C-Terminus darstellt und zum anderen, dass alle drei Bereiche der ICDI einen
Beitrag zur Interaktion leisten. Eine Stiickelung der ICDI scheint diese Bindungsféahigkeit fast véllig zu

zerstoren.
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Bestatigt wurde dies durch die Koexpression des Konstrukts YFP-CT1.4AICDI mit den verkirzten
ICDI-Fragmenten. Obwohl die Koexpression der kompletten ICDI-Domane mit dem trunkierten C-
Terminus ein sehr viel héheres FR (3,53 + 0,12, n = 40) aufweist als mit dem EF-Hand-Motiv (2,00 £
0,11, n = 34), lieferte die Koexpression mit den verkirzten ICDI-Fragmenten sehr &hnliche Ergebnisse
(Abb. 3-14).

FR

Abb. 3-14 Intermolekulares FRET zur Aufklarung der exakten Bindungsregion innerhalb der ICDI-Doméane
A Schematische Darstellung der ICDI-Konstrukte fiir die Koexpression mit YFP-CT1.4AICDI und YFP. B FRs
(von oben nach unten) fur die Koexpression von YFP-CT1.4AICDI mit proxICDI-CFP (1,25 + 0,05, n = 27),
midICDI-CFP (1,21 £+ 0,05, n = 30) und distICDI-CFP (1,34 + 0,09, n = 15). Als Negativkontrolle diente die
Koexpression von YFP mit ICDI-CFP (1,02 £ 0,04, n =56). ** p < 0,01 *** p < 0,001 gegeniiber den Kontrollen.



ERGEBNISSE 66

3.2.3 Kinetische FRET-Messungen: Einfluss von Calcium auf die ICDI-Bindung

Als nachstes wurde der Einfluss von Calcium und die durch Ca** / CaM ausgeltste
Konformationsdnderung auf die ICDI-Bindung im Cavl.4 untersucht. Dazu wurden analog zu den
Experimenten der CaM-Interaktion kinetische FRET-Messungen in der Gegenwart von lonomycin
durchgefiihrt und ebenso die zeitliche Anderung des FRET-Ratios (AR / Ro) bestimmt (2.7)%*%. Der
Anstieg der intrazelluldaren Calcium-Konzentration durch lonomycin-Applikation hatte in der Gegenwart
von endogenem CaM keinen Einfluss auf das FRET-Signal zwischen YFP-CT1.4AICDI und ICDI-CFP
(Abb. 3-15). Eine zuséatzliche CaM-Uberexpression resultierte lediglich in einer geringfiigigen
Reduktion von FRET (ca. 1 %).

[ 2mMca* [ ommca” |

0.02
D:O
y 0.00
<

-0.02

0.02
D:O
xz 0.00
<

-0.02

10s

Abb. 3-15 Abhéangigkeit des FRET-Signals zwischen der ICDI-Doméane und dem C-Terminus des Cavl.4
von der intrazellularen [Ca?"]. Zeitverlauf der Anderung des FRET-Ratios (AR / Ryg) fiir YFP-CT1.4AICDI,
koexprimiert mit ICDI-CFP in der Gegenwart von endogenem CaM (oben, schwarze Quadrate, n = 13) oder mit
zusétzlicher Uberexpression von CaM (unten, weiBe Kreise, n = 23). Als Negativkontrolle diente die
Uberexpression mit Flag-CaMi234 (unten, schwarze Kreise, n = 15). Die Transfektionseffizienz der CaM-Varianten
lag bei ca. 80 %.

Im Anbetracht des relativ hohen FR der steady-state-FRET-Messungen (3,53 % 0,12, n = 40) scheint
es unwahrscheinlich, dass diese Verédnderung funktionell relevant ist und die Calcium-abhangige

Konformationsanderung tberhaupt mit der ICDI-Bindung interferiert.



DISKUSSION 67

4 DISKUSSION

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, den genauen Mechanismus, wie die ICDI im Cav1.4 die
Calcium-abhangige Inaktivierung unterbindet, aufzuklaren. Insbesondere sollte die Frage geklart
werden, ob Calmodulin trotz des Fehlens der CDI am Kanal assoziiert ist oder ob die Interaktion mit

53-54

der ICDI eine Bindung des Calciumsensors verhindert™™". Zu diesem Zweck sollte auch die

Interaktionsdoméane der ICDI am proximalen C-Terminus des Cav1.4 naher untersucht werden.

4.1 Bindung und Funktion von CaM am Calciumkanal Cavl.4

4.1.1 Nachweis der CaM-Bindung am Cav1.4 mittels FRET

Durch FRET-Experimente konnte gezeigt werden, dass CaM auch in Anwesenheit der ICDI am C-
Terminus des Cavl.4 bindet. Wéhrend beim C-Terminus des Cav1.2 und Cav1.4AICDI eine CaM-
Bindung, unabhangig von der verwendeten CFP-Variante (wt, 227, cpl58, cpl74) nachgewiesen
werden konnte, wurde beim kompletten C-Terminus des Cavl.4 ein FRET-Signal nur mit CFPcpl174-
CaM und der entsprechenden Calcium-freien Form CFPcpl74-CaMi,3,4 detektiert. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass CaM, sowohl in seiner Calcium-gebundenen Form als auch als ApoCaM am
Cavl.4 assoziiert ist, wahrscheinlich allerdings in einer sterischen Konformation, die FRET, im
Vergleich zum kardialen Kanal, erschwert. Eine flir den Energie-Transfer ungeeignete raumliche
Orientierung der FRET-Partner CFP / YFP scheint somit fir das fehlende oder geringe Signal bei
Verwendung der alternativen Donor-Varianten verantwortlich zu sein und nicht die fehlende CaM-
Assoziation. Da diese Beobachtung nur beim kompletten C-Terminus des Cav1.4 und nicht beim
Konstrukt Cav1.4AICDI auftrat, scheint die ICDI fur die unterschiedliche Konformation des Kanal /
CaM-Komplexes verantwortlich zu sein.

Diese Ergebnisse lieferen auch eine moégliche Erklarung dafur, warum in einer kirzlich veroffentlichten
Arbeit, eine CaM-Bindung am Cav1.4 oder einer chiméren Kanalvariante des Cav1.3, in die die ICDI

eingefiigt wurde, mittels FRET nicht gezeigt werden konnte>*"°

. Im Gegensatz dazu, belegen friihere
biochemische Experimente anhand von Co-Immunprazipitationen eine Interaktion zwischen dem C-
Terminus und CaM und bestatigen somit, in einer unabhangigen Methode, die erzielten Ergebnisse
unseres FRET-Assays”’. Die FRET-Ratios, die wir fur die CaM-Interaktion (1.4 - 2.3) ermitteln

4381 7ysammen mit den

konnten, liegen im Bereich entsprechender Daten fiur andere HVA-Kanéle
entsprechenden Negativkontrollen belegt dies, dass der hier verwendete FRET-Assay fir Messungen

der CaM-Bindung geeignet ist.
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Das, durch die Interaktion zwischen CaM und dem C-Terminus des Cavl.4 erzeugte, FRET-Signal
konnte, analog zum Cavl.2, durch einen Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration noch
weiter erhdht werden. Dies wurde sowohl fiir die Koexpression der trunkierten CaM-Variante 227 als
auch der zirkularen Permutation cpl74 nachgewiesen; im Falle des Cavl.2 ebenso fir die Wildtyp
CFP-CaM-Variante (CFP-wtCaM). Der Zeitverlauf des FRET-Anstiegs war dabei fiir den C-Terminus
des Cavl.4 und Cavl.2 identisch. Im Hinblick auf bereits beschriebene Calcium-abhangige
Konformationsanderungen fir praassoziiertes CaM®***""*"2 pej anderen Kanélen, deuten auch diese
Calcium-induzierten Anderungen im FRET-Signal eher auf ein derartiges Phanomen hin, anstatt einen

wahren Anstieg in der CaM-Bindung wider zu spiegeln43.

4.1.2 Funktionelle Bedeutung der CaM-Assoziation am Cavl.4

Die funktionelle Bedeutung der CaM-Assoziation am Cav1.4 konnte durch die Untersuchung der CaM-
defizienten Kanalmutante Cav1.4/5A geklart werden. In dieser Variante des retinalen Wildtyp-Kanals
wurde ein Bereich von funf Aminosauren im IQ-Motiv zu Alaninen mutiert. Vier der mutierten
Aminosauren konnten Uber Strukturanalysen des nahe verwandten kardialen Calciumkanals Cav1.2

als fur die CaM-Bindung essentielle Aminosauren identifiziert werden®>’

. Die Veranderungen im
korrespondierenden Bereich des Cav1l.4 resultierten in einem Verlust der CaM-Bindung, was anhand
von  Co-Immunprazipitations-Experimenten  belegt werden konnte.  Elektrophysiologische
Untersuchungen der CaM-defizienten Kanéle lieferten folgende Ergebnisse. Fir den Cav1.2/5A
konnte, wie fiir eine in der Literatur beschriebene vergleichbare Mutante, ein Verlust der CDI, sowie
eine beschleunigte VDI festgestellt werden®®. Obwohl der Cav1.4 keine CDI aufweist, konnte gezeigt
werden, dass die CaM-Bindung auch in diesem Kanal Einfluss auf die funktionelle Regulation nimmt.
Wurde die CaM-Bindung unterbunden, kam es zu einer signifikanten Reduktion der Stromdichte.
Ahnliche Beobachtungen gibt es fir den Cavl.2; im kardialen Kanal wird durch die CaM-Interaktion
mit dem IQ-Motiv ein ER-Retentionssignal maskiert”® und dadurch die Oberflachenexpression
verstarkt. Die Ursache fur die Verminderung des Cavl.4-Stroms in der CaM-defizienten Kanalmutante
konnte in einem vergleichbaren Mechanismus liegen. Allerdings kann auch eine Regulation durch
Calmodulin auf Einzelkanalebene wie z. B. eine Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit anhand der
durchgefiihrten Experimente nicht ausgeschlossen werden.

Weiterhin zeigte der Cavl.4/5A-Kanal eine beschleunigte VDI. Der Unterschied in diesem, im
Vergleich zur CDI, von Natur aus langsameren Prozess war nach 5 s signifikant.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass CaM eine Schliisselrolle in der Regulation des Cavl.4
einnimmt. Insbesondere scheint es Einfluss auf den Transport der Kandle zur Plasmamembran

(channel trafficking) und die spannungsvermittelte Form der Inaktivierung zu nehmen.
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4.2 Interaktion der ICDI mit dem Cav1l.4

4.2.1 ICDI-Bindung an das EF-Hand-Motiv und weitere proximale Sequenzen des C-Terminus

Neben der CaM-Bindung konnte anhand von FRET-Experimenten auch die Bindung der ICDI am
proximalen C-Terminus des Cavl.4 nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der intra- und
intermolekularen FRET-Messungen zeigen, dass dabei besonders das EF-Hand-Motiv von Bedeutung
ist. Die zentrale Rolle des EF-Hand-Motivs im Kontext der CDI, spricht daftr, dass im Wesentlichen
die Interaktion der ICDI mit dieser Domane den Calcium-abhangigen Inaktivierungsmechanismus
abschaltet. Allerdings scheinen auch, dem EF-Hand-Motiv nachgeschaltete Bereiche, wie das prelQ-
und IQ-Motiv, eine wichtige Rolle in der Interaktion mit der ICDI zu spielen. Wie in der Literatur fur
andere Calciumkanéle der Cav-Familie beschrieben ist, liegen in den genannten Doménen
Bindungsregionen fur ApoCaM und Ca” | CaM. Eine zusatzliche Bindung der ICDI an diese Stellen
kénnte mit der Translokation von CaM von seiner Praassoziationsstelle zur Effektorstelle interagieren
und dadurch die CDI unterbinden. Als alternative Erklarung fiir das Fehlen der CDI in Anwesenheit
von CaM, kodnnte die ICDI-Interaktion mit dem proximalen C-Terminus CaM sterisch in seiner
praassoziierten Form fixieren. Es ist denkbar, dass auf diese Weise entweder die Translokation zur
Effektorstelle oder eine fur die CDI erforderliche Konformationsdnderung nicht stattfinden kann. All
diesen Modellvorstellungen gemeinsam ist, dass CaM durch die Anwesenheit der ICDI im Cavl.4 in
eine Position gedrangt wird, in der es sterisch fixierter ist als in Kanalvarianten, die keine ICDI
aufweisen (Cav1.4AICDI, Cavl.2, Abb. 4-1). Es ist gut vorstellbar, dass diese sterische Fixierung der
Grund fir das Fehlen, der durch CaM vermittelten, CDI ist. Die Hypothese von einer leicht
veranderten Struktur des CaM / Kanal-Komplexes im Cavl.4 wird weiterhin gestitzt von den
Ergebnissen des FRET-Assays, die, im Falle des retinalen Kanals und im Gegensatz zum kardialen

Subtyp, eine kritische Abhangigkeit des FRET-Signals von der raumlichen Orientierung belegen.

A B

Abb. 4-1 Modell des CaM / Kanal-Komplexes. A In Abwesenheit der ICDI fiur Cav1.4AICDI bzw. Cavl.2. B In
Anwesenheit der ICDI fir Cavl.4. CaM und ICDI binden gleichzeitig an den C-Terminus des Cavl.4. Dadurch
liegt der CaM / Kanal-Komplex in einer veranderten Form vor.
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4.2.2 Identifikation der genauen Interaktionsdomane im distalen C-Terminus

Neben der Identifikation relevanter Bindungsbereiche der ICDI im proximalen C-Terminus liefert die
vorliegende Arbeit auch neue Erkenntnisse zur Interaktionsdoméne innerhalb der ICDI. Eine
Erweiterung der ICDI in 5’-Richtung resultierte nicht in einem Anstieg von FRET zum EF-Hand-Motiv,
was darauf schlie3en lasst, dass der durch die ICDI definierte Bereich fur die Interaktion ausreichend
ist. Eine Dreiteilung der ICDI fuhrte zu einer signifikanten Reduktion des FRET-Signals verglichen zur
ICDI in seiner Gesamtlange. Das Ergebnis war zudem unabhangig davon, ob das EF-Hand-Motiv
allein oder der komplette C-Terminus ohne ICDI (Cav1.4AICDI) koexprimiert wurde. Fir die Interaktion
der ICDI mit dem proximalen C-Terminus bedeutet dies, dass anscheinend alle drei Teile der ICDI zur
Bindung beitragen und dass durch die Stuickelung der ICDI die Fahigkeit zur Interaktion weitgehend
verloren geht.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu kirzlich veréffentlichten Daten. Durch schrittweise
eingeflgte Trunkationen und anschlieRende elektrophysiologische Untersuchungen konnte dabei
gezeigt werden, dass die ICDI weiter eingegrenzt werden kann. Fir das Fehlen der CDI im Cavl.4
scheint eine regulatorische Doméne von 23 Aminosduren innerhalb der ICDI verantwortlich zu

%% |n deren Anwesenheit zeigt der Cav1.4 keine CDI, wird die entsprechende Sequenz, die im

sein
Falle des FRET-Assays dem Konstrukt midICDI-CFP entspricht, jedoch deletiert, &ndert sich in Folge
die  Inaktivierung des retinalen  Calciumkanals und er weist den negativen
Ruckkopplungsmechanismus der CDI auf.

Im Zusammenhang mit den FRET-Ergebnissen lassen diese Beobachtungen zwei Schliisse zu. Zum
einen kénnte ein Bereich der ICDI fur die Bindung und ein anderer, namlich die angesprochenen 23
Aminosauren, fur die Funktionalitdt der ICDI verantwortlich sein. Eine alleinige Vermittlung beider
Effekte durch die angesprochene Doméne kann durch die FRET-Experimente ausgeschlossen
werden. Die elektrophysiologische Charakterisierung der Cavl.4-Variante, die nach den 23
Aminosauren trunkiert wurde und eine dem Wildtyp &hnliche Inaktivierung aufweist, zeigt zumindest,
dass der distale Bereich der ICDI funktionell nicht essentiell ist. Ob eine genauere Eingrenzung der

Bindungsdomane im vorderen Teil der ICDI mdglich ist, bleibt zu diesem Zeitpunkt offen.
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4.2.3 Keine konkurrierende Bindung zwischen ICDI und CaM

Die bisherigen Daten sprechen stark dafir, dass sowohl die ICDI als auch CaM am C-Terminus des
Cavl.4 gebunden sind und unabhangig von einander bestimmte Funktionen tUbernehmen. So wird
durch die ICDI-Bindung zwar die CDI ausgeschaltet, aber andere wichtige CaM-Effekte wie der
Einfluss auf die Stromdichte und die VDI sehr wohl vermittelt.

Die Ergebnisse der kinetischen FRET-Messungen deuten aul3erdem darauf hin, dass die Bindung der
ICDI durch Calcium bzw. durch die Calcium-abhangige Aktivierung von Calmodulin, wenn Uberhaupt,
nur geringfugig beeinflusst wird. Es ist unwahrscheinlich, dass eine Reduktion des FRET-Signals von
ca. 1 %, die lediglich unter Bedingungen, in denen CaM uberexprimiert wurde, funktionell eine Rolle in
der ICDI-Bindung spielt. Wahrscheinlicher ist, dass die Veradnderung des FRs durch eine
Konformationsdnderung am C-Terminus bedingt ist. Funktionelle Experimente zur Frage einer
konkurrierenden Bindung zwischen ICDI und CaM bestatigen diese Annahmen. Ware das Modell
einer sich ausschlieRenden gleichzeitigen bzw. konkurrierenden Bindung von ICDI und CaM am
Cavl.4 korrekt, misste es moglich sein, durch Uberexpression von CaM, die ICDI von ihrer
Bindungsstelle zu verdrangen. Als Folge sollte der Kanal daraufhin Calcium-abhé&ngig inaktivieren. Die
Tatsache, dass die CaM-Uberexpression keine CDI induziert, unterstreicht das Modell einer
gleichzeitigen Bindung von CaM und ICDI am Cav1l.4 (Abb. 4-1).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der L-Typ Calciumkanal Cavl.4 spielt eine Schlisselrolle in der retinalen Signaltransduktion. In
Bandersynapsen der Photorezeptoren und Bipolarzellen vermittelt er, gesteuert Uber Licht induzierte
Anderungen des Membranpotentials, den fiir die Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat
essentiellen Calcium-Einstrom®©2021:2429,

Der Calciumkanal Cavl.4 unterscheidet sich von verwandten HVA-Kanalen durch das komplette
Fehlen der Calcium-abhéngigen Inaktivierung und die sehr langsame spannungsabhéangige

Inaktivierung®™>*,

Fur die physiologische Funktion der Retina ist das besondere
Inaktivierungsverhalten des Cavl.4 von grundlegender Bedeutung. Durch den dadurch vermittelten
lang andauernden Calcium-Einstrom im Dunkeln kann eine kontinuierliche Glutamat-Ausschittung an
Bandersynapsen gewahrleistet werden.

Frihere Studien konnten eine inhibitorische Doméne am Ende des C-Terminus identifizieren, die fir
das Fehlen der CDI verantwortlich ist. Zudem konnte gezeigt werden, dass die ICDI mit dem proximal
liegenden EF-Hand-Motiv des C-Terminus interagiert™>*.

Wie die ICDI nun mehr die CDI abschaltet, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht geklart.

Ziel der Doktorarbeit war es, neue Einblicke in den genauen Mechanismus der ICDI zu liefern.

Im ersten Teil der Arbeit konnte zunachst die Frage geklart werden, ob in Anwesenheit der ICDI der
Calciumsensor Calmodulin, der in anderen HVA-Kanélen die CDI vermittelt, am Kanal gebunden ist
oder nicht. FRET-Experimente belegen eine CaM- und ApoCaM-Bindung am C-Terminus des Cav1l.4.
Die Verwendung von verschiedenen CFP-Varianten deutet allerdings auf eine im Vergleich zum
Cavl.2 veranderte Konformation des Kanal / CaM-Komplexes in Gegenwart der ICDI hin.

Durch die elektrophysiologische Untersuchung einer CaM-defizienten Cavl.4-Mutante konnte zudem
gezeigt werden, dass CaM ein funktioneller Regulator des retinalen Calciumkanals ist. Es fordert die
Oberflachenexpression (Erh6hung der Stromdichte) und verlangsamt die VDI.

Es ist vorstellbar, dass durch die CaM-Praassoziation noch weitere physiologische Funktionen des

Cavl.4 wie z. B. die Genexpression reguliert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit konnte die Interaktionsdoméne der ICDI innerhalb des proximalen C-
Terminus nadher charakterisiert werden. Die durchgefihrten Studien belegen neben der CaM-
Assoziation auch die ICDI-Bindung am proximalen C-Terminus des Cavl.4. Die Ergebnisse von intra-
und intermolekularen FRET-Messungen heben dabei das EF-Hand-Motiv als bedeutenden
Bindungspartner der ICDI hervor, aber auch weitere proximale Doméanen wie das prelQ- und 1Q-Motiv

sind an der Interaktion beteiligt.

Fur den Mechanismus der ICDI lassen sich aus diesen Ergebnissen die folgenden Ruckschliisse
ziehen. Zum einen wird die CDI im Cavl.4 verhindert, indem durch die Interaktion der ICDI mit dem
EF-Hand-Motiv eine fir die Inaktivierung nétige Konformationsanderung verhindert wird. Eine
alternative bzw. zusatzliche Mdglichkeit besteht darin, dass durch die Interaktion der ICDI mit dem
prelQ- und 1Q-Motiv CaM in eine rdumliche Position gebracht wird, die eine Vermittlung der CDI

unmdglich macht.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass sowohl die ICDI als auch
CaM gleichzeitig, an unterschiedliche Stellen im proximalen C-Terminus des Cavl.4 binden und
unabhéangig voneinander agieren. Die ICDI kann man dabei als eine Art funktioneller Filter
bezeichnen, der manche CaM-Effekte wie z. B. die Vermittlung der CDI verhindert, andere wie den

Einfluss auf die Stromdichte und die VDI bewahrt.
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6 ANHANG

6.1 Sequenzvergleich der C-Termini des Cavl.2 und Cavl.4

. EF ,  Pre-lIQ
I 1 | |
Cavl.2 [DNFDYLTRDWSILGPHHLDEFKRIWAEYDPEAKGRIKHLDVWILLRRIQPPLGFGKLCPH 1561
Cavl.4 [DNFDYLTRDWSILGPHHLDEFKRIWSEYDHIAKGRIKHLDVVALLRRIQPPLGFGKLCPH 1504
Cavl.2 [RVACKRLVGNMPLNSDGTVMENATLFALVRTAIHIKTEGNIHOANEELRAIIKKIWKRT 1621
Cavl.4 [RVACKRLVAMNVPLNSDGTWIFNATLFALVRTSILKIKTEGNLDOANGELRMATKKIWKR 1564
| - —2
Cavl.?2 LOJMPPAJDDEVTVGKEYATFLIJHYFRRKFKKRKHIGIVGHPS JORNATIJLOAGT] 1680
Cavl.4 LDEVI PHHOEREVIVGKEYATFLIQDYFRKHRRRKEKGLLGREAHTSTSIALQAG 1624
A *
Cavl.?2 LHDIGPEIRRAISGDUIREERLOHAMKEAVIAASHDDI FRRAGGLEGNHVS YdSD 1740
Cavl.4 1[AdlcPEIROAL T THAEEEHHEAVGOHAREREAE . . . . . . . . . . . MNPEPYH.|DS 1672
*
Cavl.2 IAFPQIFITORPLHISKAGNNQGDTHYPSHEKIDIF TIPS YSSTASNANTINNANNIAL 1800
Cavl.4 [OSdpogrRWNH. . Jrgvs........ LHVKEKLPDSI|YTGPY.[DDDGLARSROPSYIY 1720
i
Cavl.2 [GRLERPAGYHITVITIMEGHGSPLSPAVRAQEAAWKLSIHRCH TAMACOHAsdD 1860
Cavl.4 |dSQPHRRISGEMETIHEEGY. .. ... ... ... TQLKGTQGODN. . . . . . dNEEQEVE 1760
Cavl.2 [EMLSYQDDENRQLAPPEEEKRDIRLS PKKGETRYAS 1920
Cavl.4 HWS . JJOHVNGHHVH. o v e v e el e RRRIJLPHI|PAG 1806
*
Cavl.?2 KTVLALHLVHAQATLAVAGLSPLLORSHIHTSI[HHPC 1980
Cavl.4 CEDLPTHGIYHRG. . . . . ... ... HT9GPSRAGSHRA 1848
, A cDI
1
Cavl.2 [PAIPASRGHHHCHT ATIRLEGADIHERIINS JFPYIHCGSWSGENSPCRGDSSAARRARPY 2040
Cavl.4 [HOH.GRULYAPLILVEESTAEGYLAKLGGHIRTET. « v v v e e evvieeeenaann 1884
*
Cavl.2 [5 SORGAJAROFHGSAYSLVEAVL I SEGLAJFAQDPKE JEVT ORI ADACDLT 1 2100
Cavl.4 . |LOVPGAHPNHSHRKRGSADSLVEAVLISEGLGLFAQDHREALAKQEIADACHLID 1943
A *
Cavl.2 AADDIT|GGARQSPNGTLLPFVNRRDPGRDRAGANEQDAYGACAPGCGY. 2159
Cavl.4 107 P QHTTSLYSOHEE. . . . SILSREDE D 1977
*
Cavl.2 S 2166
Cavl.4 CVHAL] 1984
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6.2 Verwendete Primer

6.2.1

PCR-Primer fur FRET-Konstrukte

6.2.1.1 PCR-Primer zur Generierung monomerer GFPs

Name

5’-Sequenz-3’

Lange

Konstrukt

A206Kfor

CAG TCC AAG CTG AGC AAA
GAC CCC AAC GAG AAG CGC
GAT CAC

42 bp

Diverse Konstrukte, z.B.
pECFP A206K, pEYFP
A206K

A206Krev

GTG ATC GCG CTT CTC GTT
GGG GTC TTT GCT CAG CTT
GGACTG

42 bp

Diverse Konstrukte, z.B.
pECFP A206K, pEYFP
A206K

6.2.1.2 PCR-Primer fiir Cavl.4-Konstrukte

Name

5’-Sequenz-3’

Lange

Konstrukt

Cavl.4sau_for

GTC GGAAGC CCTCCTTCAC

19 bp

Xho YFP_r

CCGCTC GAG TTACTT GTA
CAG CTC GTC CAT GC

32 bp

YFP-CT1.4-CFP

OL_1610_EFf

GTT GCC CTG CTG AGA CGC
ATC AGA GAG GCC CCA ACA
AGC AC

41 bp

OL_EF_1610r

GTG CTT GTT GGG GCC TCT
CTG ATG CGT CTC AGC AGG
GCA AC

41 bp

YFP-CT1.4A1493-1609-CFP

OL_ab1610_YFPf

CTG TAC AAG GCA GCC GCG
AGA GAG GCC CCA ACA AGC
AC

38 bp

OL_YFP_ab1610r

GTG CTT GTT GGG GCC TCT
CTC GCG GCT GCC TTG TAC
AG

38 bp

YFP-CT1.4A1445-1609

OLf_GFP14

GGA CGA GCT GTACAAGGC
AGC CGC GGATAACTT TGA

36 bp

olr GFP14

GTT AGG TAATCAAAG TTA
TCC GCG GCT GCC TTG TAC

36 bp

YFP-CT1.4, YFP-CT1.4-CFP

Cav1.41Q1610Stop

CCG CTC GAG TCA TCC TAG
TAG CCCCTTTTC

30 bp

YFP-CT1.4R1610Stop

OL_CFP_1884f

GCC CACTGC GTACCT TCA
CCG CCG CCG CCATGG TGA
GC

38 bp

OL_1884_CFPr

GCT CAC CAT GGC GGC GGC
GGT GAA GGT ACG CAG TGG
GC

38 bp

YFP-CT1.4AICDI

A-ICDI-CFP_for

CGG GAT CCG CCG CCACCA
TGA GAG AGG CCC CAA CAA
GC

38 bp

XL-ICDI-CFP

postAICDI-CFPfor

CGG GAT CCG CCG CCACCA
TGA TTC AGC TCA AGG GAA
CTC

39 bp

L-ICDI-CFP

invitrodongF

CGG GAT CCG CCG CCACCA
TGC TGC AAG TGC CTG GAG

36 bp

ICDI-CFP

1.4_EF_Stop

CCG CCG CTC GAG TTA GAT
GCG TCT CAG CAG GGC AAC

36 bp

YFP-EF
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Name 5’-Sequenz-3’ Lange Konstrukt
OL_vor23_CFP_rev | GCT CAC CAT GGC GGC GGC 38 bp proxICDI-CFP
CTT GGC CAG GGC CAC AAA
TC
OL CFP vor23 for |GAT TTG TGG CCC TGG CCA 38 bp
- - N AGG CCG CCG CCATGG TGA
GC (38 bp)
23aa_BamHI_for |CGG GAT CCG CCG CCA CCA 37 bp midICDI-CFP
TGC AGG AGATTG CGG ATG C
post23aaBamHifor | CGG GAT CCG CCG CCA CCA 41 bp distICDI-CFP
TGC AGA GAA CCA CCT CCC
TTT AC
6.2.1.3 PCR-Primer fur Cavl.2-Konstrukte
Name 5’-Sequenz-3’ Lange Konstrukt
Olf_YFPCT12 GGA CGA GCT GTA CAA GGC 36 bp YFP-CT1.2
AGC CGC GGA CAACTT TGA
OLr YFPCT12 CAG GTAGTC AAAGTT GTC 36 bp
B CGC GGC TGC CTT GTA CAG
6.2.1.4 PCR-Primer fur CaM-Konstrukte
Name 5’-Sequenz-3’ Lange Konstrukt
CaM_DKOZAKF ACC GAG CTC GGA TCC GCC 42 bp CFP-wtCaM bzw.
TCC TTT ATG GTG AGC AAG CFP-wtCaMi34
GGC GAG
CaM_DKOZAKR CTC GCC CTT GCT CAC CAT 42 bp
AAA GGA GGC GGA TCC GAG
CTC GGT
OL-CaMfor-CFP GGA CGA GCT GTA CAAGGC 40 bp
AGC CGC GAT GGC TGA CCA
ACT G
OL-CaMrev-CFP CAG TTG GTC AGC CAT GCG 40 bp
GGC TGC CTT GTA CAG CTC
GTCC
CFP228StopCaMfor | GAG TTC GTG ACC GCC GCC 38 bp CFP227-CaM
CGC ATG GCT GAC CAACTG
AC
CFP228StopCaMrev | GTC AGT TGG TCA GCC ATG 38 bp
CGG GCG GCG GTC ACG AAC
TC
cpl58 Ba Koz for |CGG GAT CCG CCT CCT TTA 38 bp CFPcp158-CaM
TGA AGA ACG GCA TCA AGG
CC
OLcpl58endCaMrev | CAG TCA GTT GGT CAG CCA 41 bp
TCT GCT TGT CGG CGG TGA
TAT AG
OLCaMcpl58endfor | CTA TAT CAC CGC CGA CAA 41 bp

GCA GAT GGC TGA CCA ACT
GACTG
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Name 5’-Sequenz-3’ Lange Konstrukt
cpl74_Ba_Koz_for |CGG GAT CCG CCT CCTTTA 36 bp CFPcpl74-CaM bzw.
TGG GCA GCG TGC AGC TC CFPCp174-CaMiss
OLcpl74endCaMrev |CAG TCA GTT GGT CAG CCA 38 bp
TGT CCT CGA TGT TGT GGC
GG
OLCaMcpl74endfor |CCG CCA CAA CAT CGA GGA 38 bp
CAT GGC TGA CCA ACT GAC
TG
6.2.2 PCR-Primer fur Elektrophysiologie-Konstrukte
Name 5’-Sequenz-3’ Lange Konstrukt
1.2 5A_FwD_B |TTC CTG GCC GCA GCG GCC 50 bp Cav1l.2/5A
GCC CGG AAATTC AAG AAG
CGC AAA GAG CAA GG
1.4 5Afwd_n TTC CTG GCC GCA GCT GCT 52 bp Cav1l.4/5A
GCC CGA AAATTC CGG AGA
AGG AAA GAA AAG GGG C
6.2.3 Allgemeine PCR-Primer
Name 5’-Sequenz-3’ Lange
pcDNA3_for CTA GAG AAC CCACTGCTT 18 bp
pcDNA3_rev GCA CAG TCG AGG CTG ATC 18 bp
PIRESfor CGG TGG GAG GTC TAT ATA 20 bp
AG

GG
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6.3 Zusammenstellung der elektrophysiologischen Messdaten
Konstrukte charge Vos, act [MV] Kact Viax [MV] Ra00
(Kotransfektion carrier
mit a,d und B,a) [mM]
Cavl.2 (pcDNA3) |10 Ba™ |-6,81 4,83 7.5 0,58
(+2,00,n=9) |(*#0,21,n=9) |[(¥3,13,n=8) |(+x0,04,n=8)
10 Ca** |-3,97 7,22 13,75 0,15
(+2,10,n=9) [(*0,41,n=9) |[(*1,83,n=8) |(+0,04,n=8)
Cavl.2/5A 10 Ba™ [-1,33 6,03 11,25 0,16
(PcDNAR) (+1,93,n=8) |(*0,33,n=8) [(*x2,27,n=8) |(x0,02,n=12)
10 Ca® [4,59 7,03 17,5 0,10
(+1,28,n=8) |(*0,27,n=8) |[(+1,64,n=8) |(+0.02,n=10)
Cavl.4 (pcDNA3) |10 Ba®* |[-13,86 5,96 1,67 1,00
(£ 0,50,n=5) (x0,14,n=5) (£ 0,00,n=5) (x 0,00, n=6)
10 Ca** [-1,29 7,48 11,67 0,98
(x1,02,n=5) (x0,38,n=5) (x1.67,n=06) (x0.01,n=6)
Cavl.4 (pcDNA3) |10 Ba®* [-10,02 6,37 2,63 0,98
+ CaM, + high (+0,71,n=38) |(+0,13,n=38 |[(+0,90,n=38) |(+0.01,n=39)
EGTA 10 ca® [0,91 8,01 14,74 0,96
(+0,53,n=35) |(+0,14,n=35) [(x0,82,n=38) |(+0.01, n=39)
Cavl.4 (pcDNA3) |10 Ba®" |[-12,21 7,06 0 1,01
+ CaM, + low (x1,43,n=9) (x0,25,n=9) (x2,36,n=9) (x0,01,n=9)
EGTA 10 Ca** [-1,26 9,29 12,5 0,98
(+1,03,n=8) [(x0,65n=8) |(¥x25,n=8) (+0,02,n=9)
Cav1.4/5A (pIRES) |10 Ba®* |-13,20 5,09 -1,76 0,98
(+0,90,n=15) [(*0,21,n=15 |(+0,95n=17) |(+0,01, n=18)
Rs000 0,53
(+ 0,00, n = 19)
Cavl.4 (pIRES) |10Ba™ [-13,16 4,70 -1,88 0,99
(+1,27,n=13) |[(+0,19,n=13) |(+1,36,n=16) |(+0,00,n=28)
Rso00 0,66

(+ 0,03, n = 10)
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6.4 Zusammenstellung der FRET-Messdaten

6.4.1 FRfur die CaM-Interaktion
Donor Akzeptor FR Signifikanz zur
Negativkontrolle
CFP-wtCaM YFP-CT1.4 1,08 (x0,12,n=9) n.s.
YFP-CT1.2 1,66 (£ 0,12, n = 20) el
CFP227-CaM YFP-CT1.4 1,16 (+ 0,05, n =120) n.s.
YFP-CT1.4AICDI | 1,43 (0,08, n = 64) **
YFP-CT1.2 1,79 (£ 0,08, n =74) il
YFP 1,00 (£ 0,02, n = 28) -
CFPcp158- YFP-CT1.4 0,91 (+ 0,06, n =57) n.s.
CaM YFP-CT1.4AICDI | 1,29 (0,07, n=31) .
YFP-CT1.2 2,37 (0,12, n = 28) il
CFPcpl74- YFP-CT1.4 1,39 (£ 0,07, n =32) il
CaM YFP-CT1.4AICDI | 1,46 (+ 0,09, n = 106) *
YFP-CT1.2 1,84 (£ 0,07, n = 58) il
YFP 1,07 (£ 0,02, n = 28) -
CFPcpl74- YFP-CT1.4 1,34 (+ 0,06, n = 30) ok
CaMjp34

*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

6.4.2

FR fur die ICDI-Interaktion

6.4.2.1 Intramolekulare FRET-Messungen

Donor /
Akzeptor

FR

Signifikanz zur
Negativkontrolle

YFP-CT1.4-CFP

6,60 (+ 0,21, n = 48)

*kk

YFP-CT1.4A1493-1609-CFP

5,32 (+ 0,09, n = 38)

*%%

YFP-CT1.4A1445-1609-CFP

3,03 (£ 0,12, n = 26)

*kk

*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001
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6.4.2.2 Intermolekulare FRET-Messungen

Donor Akzeptor FR Signifikanz zur
Negativkontrolle
ICDI-CFP YFP-CT1.4AICDI 3,53 (£ 0,12, n = 40) il
YFP- 3,47 (£ 0,30, n = 14) ok
CT1.4R1610Stop

YFP-EF 2,00(x0,11,n=34) rkk

YFP 1,02 (£ 0,04, n = 56) -

CFP YFP-EF 1,06 (+ 0,07, n = 21) -
XL-ICDI-CFP 2,35 (£ 0,18, n =24) rkk
L-ICDI-CFP 2,31 (£ 0,34,n=8) i
proxICDI-CFP 1,36 (£ 0,06, n = 63) *x
midICDI-CFP 1,39 (£ 0,08, n = 31) *
distICDI-CFP 1,51 (x 0,10, n = 26) *
proxICDI-CFP | YFP-CT1.4AICDI 1,25 (£ 0,05, n = 27) rkk
midICDI-CFP 1,21 (+ 0,05, n = 30) .
distICDI-CFP 1,34 (0,09, n = 15) rkk

*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

6.5 Verwendete Antikdrper

6.5.1 Priméarantikdrper

Antigen Antikérper aus Spezies Firma
Myc-tag Anti-Myc Maus Cell Signaling Technology
Flag-tag Anti-Flag Maus Sigma
GST-tag Anti-GST Maus Amersham
6.5.2 Sekundarantikdrper

Antikdrper | gegen Spezies | aus Spezies Firma

HRP anti- Maus Esel Amersham
mouse




LITERATURVERZEICHNIS 81

7

10

11

12

13

14

15

16

17

18

LITERATURVERZEICHNIS

Corey, D. P., Dubinsky, J. M. & Schwartz, E. A. The calcium current in inner segments of rods
from the salamander (Ambystoma tigrinum) retina. J Physiol 354, 557-575 (1984).

Juusola, M., French, A. S., Uusitalo, R. O. & Weckstrom, M. Information processing by
graded-potential transmission through tonically active synapses. Trends Neurosci 19, 292-297
(1996).

Wilkinson, M. F. & Barnes, S. The dihydropyridine-sensitive calcium channel subtype in cone
photoreceptors. J Gen Physiol 107, 621-630 (1996).

Schmitz, Y. & Witkovsky, P. Dependence of photoreceptor glutamate release on a
dihydropyridine-sensitive calcium channel. Neuroscience 78, 1209-1216 (1997).

Thoreson, W. B., Nitzan, R. & Miller, R. F. Reducing extracellular Cl- suppresses
dihydropyridine-sensitive Ca2+ currents and synaptic transmission in amphibian
photoreceptors. J Neurophysiol 77, 2175-2190 (1997).

Thoreson, W. B. Kinetics of synaptic transmission at ribbon synapses of rods and cones. Mol
Neurobiol 36, 205-223 (2007).

Catterall, W. A., Perez-Reyes, E., Snutch, T. P. & Striessnig, J. International Union of
Pharmacology. XLVIIl. Nomenclature and structure-function relationships of voltage-gated
calcium channels. Pharmacol Rev 57, 411-425 (2005).

Hofmann, F., Biel, M. & Flockerzi, V. Molecular basis for Ca2+ channel diversity. Annu Rev
Neurosci 17, 399-418, doi:10.1146/annurev.ne.17.030194.002151 (1994).

Van Petegem, F. & Minor, D. L. The structural biology of voltage-gated calcium channel
function and regulation. Biochem Soc Trans 34, 887-893 (2006).

Yu, F. H. & Catterall, W. A. The VGL-chanome: a protein superfamily specialized for electrical
signaling and ionic homeostasis. Sci STKE 2004, re15 (2004).

Striessnig, J. et al. L-type Ca2+ channels in Ca2+ channelopathies. Biochem Biophys Res
Commun 322, 1341-1346 (2004).

Splawski, I. et al. Ca(V)1.2 calcium channel dysfunction causes a multisystem disorder
including arrhythmia and autism. Cell 119, 19-31 (2004).

Splawski, I. et al. Severe arrhythmia disorder caused by cardiac L-type calcium channel
mutations. Proc Natl Acad Sci U S A 102, 8089-8096; discussion 8086-8088 (2005).

Liao, P., Yong, T. F., Liang, M. C., Yue, D. T. & Soong, T. W. Splicing for alternative structures
of Cavl.2 Ca2+ channels in cardiac and smooth muscles. Cardiovasc Res 68, 197-203
(2005).

Seisenberger, C. et al. Functional embryonic cardiomyocytes after disruption of the L-type
alphalC (Cavl.2) calcium channel gene in the mouse. J Biol Chem 275, 39193-39199 (2000).

Schulla, V. et al. Impaired insulin secretion and glucose tolerance in beta cell-selective
Ca(v)1.2 Ca2+ channel null mice. EMBO J 22, 3844-3854, doi:10.1093/emboj/cdg389 (2003).

Platzer, J. et al. Congenital deafness and sinoatrial node dysfunction in mice lacking class D
L-type Ca2+ channels. Cell 102, 89-97 (2000).

Firth, S. 1., Morgan, I. G., Boelen, M. K. & Morgans, C. W. Localization of voltage-sensitive L-
type calcium channels in the chicken retina. Clin Experiment Ophthalmol 29, 183-187 (2001).



LITERATURVERZEICHNIS 82

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

Doering, C. J., Peloquin, J. B. & McRory, J. E. The Ca(v)1.4 calcium channel: more than
meets the eye. Channels (Austin) 1, 3-10 (2007).

Bech-Hansen, N. T. et al. Loss-of-function mutations in a calcium-channel alphal-subunit
gene in Xp11.23 cause incomplete X-linked congenital stationary night blindness. Nat Genet
19, 264-267 (1998).

Mansergh, F. et al. Mutation of the calcium channel gene Cacnalf disrupts calcium signaling,
synaptic transmission and cellular organization in mouse retina. Hum Mol Genet 14, 3035-
3046 (2005).

Jalkanen, R. et al. X linked cone-rod dystrophy, CORDXS, is caused by a mutation in the
CACNALF gene. J Med Genet 43, 699-704 (2006).

Jalkanen, R. et al. A novel CACNALF gene mutation causes Aland Island eye disease. Invest
Ophthalmol Vis Sci 48, 2498-2502 (2007).

Strom, T. M. et al. An L-type calcium-channel gene mutated in incomplete X-linked congenital
stationary night blindness. Nat Genet 19, 260-263 (1998).

Taylor, W. R. & Morgans, C. Localization and properties of voltage-gated calcium channels in
cone photoreceptors of Tupaia belangeri. Vis Neurosci 15, 541-552 (1998).

Morgans, C. W. Localization of the alpha(1F) calcium channel subunit in the rat retina. Invest
Ophthalmol Vis Sci 42, 2414-2418 (2001).

Doering, C. J., Hamid, J., Simms, B., McRory, J. E. & Zamponi, G. W. Cav1.4 encodes a
calcium channel with low open probability and unitary conductance. Biophys J 89, 3042-3048
(2005).

Haeseleer, F. et al. Essential role of Ca2+-binding protein 4, a Cav1.4 channel regulator, in
photoreceptor synaptic function. Nat Neurosci 7, 1079-1087 (2004).

Barnes, S. & Kelly, M. E. Calcium channels at the photoreceptor synapse. Adv Exp Med Biol
514, 465-476 (2002).

Ball, S. L. et al. Role of the beta(2) subunit of voltage-dependent calcium channels in the
retinal outer plexiform layer. Invest Ophthalmol Vis Sci 43, 1595-1603 (2002).

Specht, D. et al. Effects of presynaptic mutations on a postsynaptic Cacnals calcium channel
colocalized with mGIuR6 at mouse photoreceptor ribbon synapses. Invest Ophthalmol Vis Sci
50, 505-515 (2009).

Hope, C. I. et al. Clinical manifestations of a unique X-linked retinal disorder in a large New
Zealand family with a novel mutation in CACNALF, the gene responsible for CSNB2. Clin
Experiment Ophthalmol 33, 129-136 (2005).

Hemara-Wahanui, A. et al. A CACNA1F mutation identified in an X-linked retinal disorder
shifts the voltage dependence of Cavl1.4 channel activation. Proc Natl Acad Sci U S A 102,
7553-7558 (2005).

Zhou, J. et al. Feedback inhibition of Ca2+ channels by Ca2+ depends on a short sequence of
the C terminus that does not include the Ca2+ -binding function of a motif with similarity to
Ca2+ -binding domains. Proc Natl Acad Sci U S A 94, 2301-2305 (1997).

Xia, X. M. et al. Mechanism of calcium gating in small-conductance calcium-activated
potassium channels. Nature 395, 503-507 (1998).

Zuhlke, R. D. & Reuter, H. Ca2+-sensitive inactivation of L-type Ca2+ channels depends on
multiple cytoplasmic amino acid sequences of the alphalC subunit. Proc Natl Acad SciU S A
95, 3287-3294 (1998).



LITERATURVERZEICHNIS 83

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Peterson, B. Z., DeMaria, C. D., Adelman, J. P. & Yue, D. T. Calmodulin is the Ca2+ sensor
for Ca2+ -dependent inactivation of L-type calcium channels. Neuron 22, 549-558 (1999).

Qin, N., Olcese, R., Branshy, M., Lin, T. & Birnbaumer, L. Ca2+-induced inhibition of the
cardiac Ca2+ channel depends on calmodulin. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 2435-2438
(1999).

Zuhlke, R. D., Pitt, G. S., Deisseroth, K., Tsien, R. W. & Reuter, H. Calmodulin supports both
inactivation and facilitation of L-type calcium channels. Nature 399, 159-162 (1999).

Pate, P. et al. Determinants for calmodulin binding on voltage-dependent Ca2+ channels. J
Biol Chem 275, 39786-39792 (2000).

Romanin, C. et al. Ca(2+) sensors of L-type Ca(2+) channel. FEBS Lett 487, 301-306 (2000).

Pitt, G. S. et al. Molecular basis of calmodulin tethering and Ca2+-dependent inactivation of L-
type Ca2+ channels. J Biol Chem 276, 30794-30802 (2001).

Erickson, M. G., Liang, H., Mori, M. X. & Yue, D. T. FRET two-hybrid mapping reveals function
and location of L-type Ca2+ channel CaM preassociation. Neuron 39, 97-107 (2003).

Mori, M. X., Vander Kooi, C. W., Leahy, D. J. & Yue, D. T. Crystal structure of the CaVv2 I1Q
domain in complex with Ca2+/calmodulin: high-resolution mechanistic implications for channel
regulation by Ca2+. Structure 16, 607-620 (2008).

Bernatchez, G., Talwar, D. & Parent, L. Mutations in the EF-hand motif impair the inactivation
of barium currents of the cardiac alphalC channel. Biophys J 75, 1727-1739 (1998).

Peterson, B. Z. et al. Critical determinants of Ca(2+)-dependent inactivation within an EF-hand
motif of L-type Ca(2+) channels. Biophys J 78, 1906-1920 (2000).

Kim, J., Ghosh, S., Nunziato, D. A. & Pitt, G. S. Identification of the components controlling
inactivation of voltage-gated Ca2+ channels. Neuron 41, 745-754 (2004).

Stotz, S. C., Hamid, J., Spaetgens, R. L., Jarvis, S. E. & Zamponi, G. W. Fast inactivation of
voltage-dependent calcium channels. A hinged-lid mechanism? J Biol Chem 275, 24575-
24582 (2000).

Cens, T., Restituito, S., Galas, S. & Charnet, P. Voltage and calcium use the same molecular
determinants to inactivate calcium channels. J Biol Chem 274, 5483-5490 (1999).

Bernatchez, G., Berrou, L., Benakezouh, Z., Ducay, J. & Parent, L. Role of Repeat | in the fast
inactivation kinetics of the Ca(V)2.3 channel. Biochim Biophys Acta 1514, 217-229 (2001).

Chin, D. & Means, A. R. Calmodulin: a prototypical calcium sensor. Trends Cell Biol 10, 322-
328 (2000).

Liang, H. et al. Unified mechanisms of Ca2+ regulation across the Ca2+ channel family.
Neuron 39, 951-960 (2003).

Wahl-Schott, C. et al. Switching off calcium-dependent inactivation in L-type calcium channels
by an autoinhibitory domain. Proc Natl Acad Sci U S A (2006).

Singh, A. et al. C-terminal modulator controls Ca2+-dependent gating of Ca(v)1.4 L-type Ca2+
channels. Nat Neurosci 9, 1108-1116 (2006).

Baumann, L., Gerstner, A., Zong, X., Biel, M. & Wahl-Schott, C. Functional characterization of
the L-type Ca2+ channel Cavl.4alphal from mouse retina. Invest Ophthalmol Vis Sci 45, 708-
713 (2004).



LITERATURVERZEICHNIS 84

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

Van Petegem, F., Chatelain, F. C. & Minor, D. L., Jr. Insights into voltage-gated calcium
channel regulation from the structure of the CaV1.2 IQ domain-Ca2+/calmodulin complex. Nat
Struct Mol Biol 12, 1108-1115 (2005).

Fallon, J. L., Halling, D. B., Hamilton, S. L. & Quiocho, F. A. Structure of calmodulin bound to
the hydrophobic IQ domain of the cardiac Ca(v)1.2 calcium channel. Structure 13, 1881-1886
(2005).

Biel, M. et al. Primary structure and functional expression of a high voltage activated calcium
channel from rabbit lung. FEBS Lett 269, 409-412 (1990).

Hullin, R. et al. Calcium channel beta subunit heterogeneity: functional expression of cloned
cDNA from heart, aorta and brain. Embo J 11, 885-890 (1992).

Ellis, S. B. et al. Sequence and expression of mMRNAs encoding the alpha 1 and alpha 2
subunits of a DHP-sensitive calcium channel. Science 241, 1661-1664 (1988).

Erickson, M. G., Alseikhan, B. A., Peterson, B. Z. & Yue, D. T. Preassociation of calmodulin
with voltage-gated Ca(2+) channels revealed by FRET in single living cells. Neuron 31, 973-
985 (2001).

Miyawaki, A. et al. Fluorescent indicators for Ca2+ based on green fluorescent proteins and
calmodulin. Nature 388, 882-887 (1997).

Mank, M. et al. A genetically encoded calcium indicator for chronic in vivo two-photon imaging.
Nat Methods 5, 805-811 (2008).

Zacharias, D. A., Violin, J. D., Newton, A. C. & Tsien, R. Y. Partitioning of lipid-modified
monomeric GFPs into membrane microdomains of live cells. Science 296, 913-916 (2002).

Tsien, R. Y. The green fluorescent protein. Annu Rev Biochem 67, 509-544 (1998).

Mank, M. et al. A FRET-based calcium biosensor with fast signal kinetics and high
fluorescence change. Biophys J 90, 1790-1796 (2006).

Baird, G. S., Zacharias, D. A. & Tsien, R. Y. Circular permutation and receptor insertion within
green fluorescent proteins. Proc Natl Acad Sci U S A 96, 11241-11246 (1999).

Topell, S., Hennecke, J. & Glockshuber, R. Circularly permuted variants of the green
fluorescent protein. FEBS Lett 457, 283-289 (1999).

Nagai, T., Yamada, S., Tominaga, T., Ichikawa, M. & Miyawaki, A. Expanded dynamic range
of fluorescent indicators for Ca(2+) by circularly permuted yellow fluorescent proteins. Proc
Natl Acad Sci U S A 101, 10554-10559 (2004).

Singh, A. et al. Modulation of voltage- and Ca2+-dependent gating of CaV1.3 L-type calcium
channels by alternative splicing of a C-terminal regulatory domain. J Biol Chem 283, 20733-
20744 (2008).

Halling, D. B., Aracena-Parks, P. & Hamilton, S. L. Regulation of voltage-gated Ca2+
channels by calmodulin. Sci STKE 2005, rel5 (2005).

Fallon, J. L. & Quiocho, F. A. A closed compact structure of native Ca(2+)-calmodulin.
Structure 11, 1303-1307 (2003).

Michelsen, K., Yuan, H. & Schwappach, B. Hide and run. Arginine-based endoplasmic-
reticulum-sorting motifs in the assembly of heteromultimeric membrane proteins. EMBO Rep
6, 717-722 (2005).



PUBLIKATIONEN 85

8 PUBLIKATIONEN

Wahl-Schott, C., Baumann, L., Cuny, H., Eckert, C., Griessmeier, K., Biel, M., Switching off calcium-
dependent inactivation in L-type calcium channels by an autoinhibitory domain. Proc Natl Acad Sci U
S A (2006).

Griessmeier, K., Cuny, H., Rétzer, K., Griesbeck, O., Harz, H., Wahl-Schott, C. and Biel, M.,
Calmodulin is a functional regulator of Cav1.4 L-type Ca** channels, J Biol Chem (28. August 2009,
Manuskript akzeptiert).



DANKSAGUNG 86

9 DANKSAGUNG

Bei Herrn Prof. Dr. Martin Biel bedanke ich mich herzlich fir die Aufnahme in seine Arbeitsgruppe, die

Betreuung der Arbeit und die stets offene Tur fir Probleme und Fragen.

Mein besonderer Dank gilt auRerdem Herrn Prof. Dr. Christian Wahl-Schott fir die gute Betreuung, fiir
die zahlreichen anregenden Diskussionen und die stete Unterstiitzung wahrend meiner gesamten
Doktorarbeit. Vor allem mdéchte ich mich bei ihm fir die fundierte Einarbeitung in die
Elektrophysiologie und die gemeinsame Entdeckungsreise FRET bedanken. Danke, Christian, fir

aufbauende Worte, wenn sie nétig waren und Deinen grenzenlosen Optimismus.

Ein herzliches Dankeschdn geht auRerdem an die Doktoren Hartmut Cuny, Ludwig Baumann und
Christian Eckert fur die Einarbeitung in die Grundlagen des molekularbiologischen Arbeitens und der

Elektrophysiologie zu Beginn meiner Arbeit.

Mein besonderer Dank gilt meinen zwei Lieblings-TAs Melanie Gebhard und Katrin Rétzer. Meli,
danke flr die Unterstlitzung am Anfang meiner Arbeit und Katrin, danke fir den heil3en Endspurt.

Ohne Euch und Eure super Klonierungsarbeit hatte diese Arbeit wohl etwas langer gedauert...©

Ich danke auRerdem Dr. Hartmann Harz und John-Christian Eilert fur ihre Unterstiitzung in Sachen

FRET und die Bereitstellung ihres Messstandes.

Danke auch an Dr. Oliver Griesbeck fiir seine Unterstiitzung und die Uberlassung einiger Vektoren.

Fir das sehr gute Arbeitsklima und den meist recht lustigen Laboralltag danke ich allen ehemaligen
und derzeitigen Mitgliedern unseres Arbeitskreises. Ohne Euch hétte die Doktorarbeit nur halb so viel
Spall gemacht! An dieser Stelle auch danke an viele schone, oft feucht-fréhliche, gemeinsame
Erinnerungen: Partys, Grillfeste, Oktoberfestbesuche, Retreats...

Schon, dass ich neben den zwei Buchstaben mehr, auch das Glick hatte, die Bekanntschaft vieler

netter Menschen zu machen und neue Freundschaften zu finden.

Danke der ,bésen” Heidi und ihrem Lugg fir viele gemeinsame, lustige Unternehmungen wie z. B.
unser Franken-We, meinen ersten 2000er, Open-Air-Kino-Besuche usw. Nach anfanglich zaghaften
Beschnupperungsversuchen verband uns spater zwar nicht mehr der Laboralltag, aber dafir viel

mehr.

Danke, Ecki, fur die sehr schéne gemeinsame Zeit in und auf3erhalb der Uni.

Verena, schén dass es Dich gibt. Unser meist konsequent durchgezogener wochentlicher

Schwimmtermin, gemeinsame Shopping-, See- und Kochaktionen haben immer viel Spall gemacht!



DANKSAGUNG 87

Katrin, danke fur die lustigen Singstar-Abende, die stets ausgezeichnete kulinarische Verwéhnung

und vieles mehr. Du bist unschlagbar!

Steffi, schon, dass ich eine Verbiindete in Sachen Madchen-Kram hatte, bleib weiter dran ©! Und
auch wenn Du nicht im Acknowledgment stehst: Ein riesen Dank fur Deine Hilfe beim JBC-Submitting-

Marathon!

Elvir, danke fur den tollen Bosnien-Abenteuer-Urlaub und dafir, dass ich mich immer auf Dich
verlassen konnte. Prakti, danke fiir viele lustige Anekdoten. Michi, Du wirst bestimmt noch viele Gipfel

erklimmen, also pass auf Dich auf! Christos und Andi, schon, dass wir uns noch kennengelernt haben.

Andi und Verena, vielen Dank fiir's Korrektur lesen.

Mein Dank geht auRerdem an meine ,alte“ Wirzburger Madelstruppe: Anja, Bea, Beli und Tini! Schon,
dass es Euch gibt und wir Freunde fiirs Leben sind! Unsere gemeinsame Studienzeit wird mir immer

unvergessen bleiben!

Last but not least danke ich meinen Eltern und meiner Schwester Kerstin, ohne deren Liebe und
Unterstitzung nichts von alldem mdéglich geworden ware. lhnen gehért ein ganz besonderer Platz in

meinem Herzen.



LEBENSLAUF

88

10 LEBENSLAUF

Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum
Geburtsort

Staatsangehdrigkeit :

Schule

Kristina Maria GrieBmeier
03. Januar 1981
Roth

deutsch

09/87-06/91
09/91-06/00
Juni 2000

Studium

Grundschule, Georgensgmiind
Gymnasium Roth
Abschluss Abitur

10/00-10/04

04 /03

10/04

Praktische Ausbildung

Studium der Pharmazie

Julius-Maximilians-Universitat Wiirzburg

1. Staatsexamen

2. Staatsexamen

11/04-04/05

05/05-10/05

12 /05

12/05

Wissenschaftliche Tatigkeit

Novartis Consumer Health, Miinchen

Franken-Apotheke, Blchenbach

3. Staatsexamen

Erteilung der Approbation als Apothekerin

01/06-12/09

Wissenschaftliche Mitarbeiterin / Doktorandin
Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen
Department Pharmazie

Lehrstuhl Pharmakologie fiir Naturwissenschaften
Prof. Dr. Martin Biel



