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Zusammenfassung

Plasmamembranare spannungsgesteuerte Calciumkanéle sind an der physiologischen Akti-
vitat elektrisch erregbarer Zellen beteiligt: Zum einen flhrt der Einstrom von Calciumionen zu
einer Membrandepolarisation, zum anderen wird das Kation zur Kopplung mit Signalkaska-
den sowie mit zellphysiologischen Aktivitaten wie z. B. Kontraktion und Sekretion genutzt.
Das Ca,2.3-Protein bildet die ionenleitende Pore eines spannungsaktivierten R-Typ-
Calciumkanals, der aufgrund seiner Resistenz gegenliber den bekannten Calciumkanalanta-
gonisten pharmakologisch nicht eingehend untersucht werden konnte. Das Protein wurde in
Form mehrerer Spleilvariationen kloniert, deren Gewebeverteilung bislang nicht ermittelt
wurde. Ziel der Arbeit war es, eine mdgliche physiologische Bedeutung fir das Ca,2.3-
Protein zu finden, indem Aussagen zu Spleil3variantenstruktur und Gewebeverteilung sowie
zu einer moéglichen physiologischen Funktion gewonnen werden sollten.

Bei der Untersuchung verschiedener Ratten- und Mausgeweben wurden mit Ca,2.3c und
Ca,2.3e nur zwei cDNS-Varianten identifiziert; letztere konnte in dieser Arbeit erstmalig be-
schrieben werden. Darlber hinaus wurde eine gewebespezifische Expression der Varianten
in neuronalem (Ca,2.3c) und (neuro-)endokrinem (Ca,2.3e) Gewebe ermittelt.

Durch den Einsatz des Ca,2.3-selektiven Peptidtoxins SNX-482, das seit 1998 bekannt ist,
konnte die Glukose-induzierte Insulinsekretion in der Insulinoma-Zellinie INS-1 reduziert
werden. Bei gleichzeitiger Verwendung des Toxins mit L- bzw. P-Typ-Antagonisten, die wei-
tere fUr die Insulinsekretion wichtige Calciumkanale blockieren, trat keine Additivitat der Inhi-
bitionen auf. In stabil mit Ca,2.3-Antisense-RNS transfizierten INS-1-Zellen wurde eine er-
niedrigte Glukose-induzierte Insulinsekretion nachgewiesen. Die Reduktion war starker als
die durch SNX-482 beobachtete transiente Inhibition. Demgegentber war die KCl-stimulierte
Insulinsekretion in Antisense- und Kontroll-INS-1-Zellen nicht signifikant verscheiden. Fir
Langerhans’sche Inseln der Maus wurde eine nicht signifikante Reduktion der Glukose-
induzierten Insulinsekretion durch SNX-482 beobachtet. In Ca,2.3-defizienten Mausen konn-
te dagegen keine Glukose-induzierte Insulinsekretion der Inseln nachgewiesen werden.
Durch Struktur-Funktionsanalyse heterolog exprimierter Ca,2.3-cDNS wurde ermittelt, dass
Somatostatin die Aktivitat der Untereinheit direkt inhibiert. In stabil mit Ca,2.3-Antisense-RNS
transfizierten INS-1-Zellen konnte eine verminderte Sensitivitdt der Glukose- bzw. KCI-
induzierten Insulinsekretion gegenliber Somatostatin beobachtet werden.

Die Experimente belegen eine Beteiligung Ca,2.3e-haltiger Kanale, die durch Somatostatin-
induzierte Signalwege reguliert werden, an der Glukose-induzierten Insulinsekretion in B-
Zellen Langerhans’scher Inseln. Durch Aktivierung des Kanals bei Membranpotentialen zwi-
schen denen von nieder- und hochspannungsaktivierten Calciumkanédlen kdnnte ihm eine
Verstarkerfunktion zukommen, die eine nachfolgende Offnung der P- und L-Typ-Kanéle steu-
ert.
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Abstract (engl.)

The family of voltage-gated calcium channels, located in the plasma membrane of electrically
excitable cells, contributes to cellular physiology in a twofold manner. Firstly, channel open-
ing and subsequent influx of calcium ions generates membrane depolarisation; secondly, the
cation is coupled to different signal transduction pathways and thereby mediating basic cellu-
lar activities like e.g. contraction or secretion.

Ca,2.3, the ion-conducting pore of the R-type-calcium channel, has been cloned in a variety
of splice variants, for which tissue distribution has not been investigated so far. Moreover,
functional studies about R-Type-channels are lacking because of their resistance towards
common calcium channel antagonists.

In this study, two major cDNAs Ca,2.3c and Ca,2.3e were detected in various tissues of rat
and mouse. Ca,2.3e is the predominant variant in endocrine tissues, while Ca,2.3c is mainly
expressed in neurons.

The Ca,2.3-selective antagonist SNX-482, a 1998 detected peptide toxin from tarantula gi-
gas, reduced glucose-activated insulin secretion in the rat insulinoma cell-line INS-1. How-
ever, co-application of the peptide toxin together with antagonists of L- and P-type-calcium
channels, which resemble the most abundant calcium channels in the B-cell, led to an inhibi-
tory effect, which was smaller than the sum by adding the antagonists separately. Glucose-
but not KCl-induced insulin secretion was reduced in stable with an antisense-Ca,2.3-RNA-
construct transfected INS-1-cells. The extend of reduction was more pronounced as ob-
served after adding SNX-482 to wild-type cells. In islets of Langerhans from mice, the SNX-
482-induced reduction of glucose-activated insulin secretion was not statistically significant.
However, in contrast to islets from wild type mice, Ca,2.3-deficient mice displayed no glu-
cose-induced release.

Mutational analysis of heterologous expressed Ca,2.3-cDNA revealed, that Somatostatin-
induced inhibition is due to a direct interaction with the ion-conducting protein. Antisense-
INS-1-cells did exhibit a desensitisation in glucose- resp. KCl-induced insulin secretion to-
wards treatment with Somatostatin.

In summary, the present study shows for the first time the involvement of Ca,2.3e-containing
R-type-channels in glucose-induced insulin release in B cells and islets of Langerhans. A
mechanism is considered, by which Ca,2.3-containing channels are activated at membrane
potentials in between the voltage for low- and high-voltage-activated calcium channels, and

subsequently trigger further openings of L- and P-type-calcium channels.
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Abkiirzungs- und Einheitenverzeichnis

Die Nomenklatur der ionenleitenden Untereinheit spannungsabhangiger Calciumkanale wur-
de kirzlich gedndert’. In diesem Zusammenhang wurde aus der ol1E- die Ca,2.3-
Untereinheit. Die alte Bezeichnung taucht in dieser Arbeit in einigen Oligonukleotid-, Antikor-
per- und Vektornamen noch auf. Au3erdem wurde er in einigen ibernommenen Abbildungen

verwendet.

Abkilirzungen

ATP Adenosintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
[c]-DNS [komplementare] Desoxyribonukleinsaure
dNTP Desoxynukleotid

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum

ES-Zelle Embryonale Stammzelle

GFP Grunes fluoreszierendes Protein

GTP Guanosintriphosphat

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethan-sulfonsaure
IP3 Inositoltriphosphat

KO Knockout (-Mausmodell)

MOPS 3-(N-Morpholino-)propansulfonsaure

nt Nukleotidposition

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PP Polypropylen

[m]-RNS [Boten]-Ribonukleinsdure

RT Raumtemperatur

(RT)-PCR (Reverse Transkriptions-)Polymerase-Kettenreaktion
SDS Natriumdodecylsulfat

TEMED N,N,N",N’-Tetramethylethyldiamin

Tris Tris[hydroxymethyllJaminomethan
TWEEN Polyoxyethylensorbitan
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1 Einleitung

Grundlegende Prozesse wie Entwicklung und Differenzierung, Adhasion, Bewegung, Kon-
traktion und Sekretion werden durch die intrazellulare Erhéhung der Calciumkonzentration
reguliert. Im Unterschied zu anderen ,second messengern®, die erzeugt und abgebaut wer-
den, kann das Ca®"-lon unter Energieaufwand lediglich umverteilt werden: Extrazellular be-
tragt die Konzentration des Ca®* etwa 2x10° M, im Zytosol dagegen 107-10® M?% auch im
Lumen des sarko- bzw. (kernnahen) endoplasmatischen Retikulums und in Mitochondrien
liegt eine hdhere Ca®*-Konzentration als im Zellplasma vor. Die Zelle nutzt das elektrochemi-
sche Potential der gebildeten Konzentrationsgradienten als treibende Kraft der Signalaktivie-
rung.

Der regulierbare und selektive Calciumeinstrom in das Zytosol wird durch verschiedene lo-
nenkanale gewahrleistet: Die Freisetzung aus den intrazellularen Speichern wird durch IP;-
und Ryanodinrezeptoren ermdglicht. Aus dem Extrazellularraum gelangt Calcium Uber span-
nungs- und ligandengesteuerte Calciumkanale (Ca-release-activated calcium channels) in
die Zelle. Letztere 6ffnen bei Entleerung der Calciumspeicher im ER, ohne dass der intrazel-
luldre Ligand bekannt ist®. Demgegeniiber 6ffnen, schlieRen und inaktivieren spannungsge-
steuerte Calciumkanale (voltage-gated calcium channels, VGCCs) in Abhangigkeit vom
Membranpotential. Sie werden durch eine Membrandepolarisation in Abhangigkeit vom Ka-

naltyp fur eine jeweils spezifische Zeitspanne aktiviert.

VGCCs Ubernehmen in allen erregbaren Zellen eine entscheidende Rolle bei der Umwand-
lung des elektrischen in ein biochemisches Signal®. Die Interaktion eingestrémter Ca**-lonen
mit intrazelluldren Ca?*-bindenden Proteinen fiihrt zur Kopplung der Depolarisation mit zell-
physiologischen Vorgange wie z.B. der Sekretion. Spannungsgesteuerte Calciumkanale
wiederum werden durch Proteine der zellularen Signaltransduktion reguliert und ermdglichen
die Kontrolle und Anpassung der Membrandepolarisation an unterschiedliche intrazellulare

Zustande.

1.1 Eigenschaften spannungsabhangiger Calciumkanile

1.1.1 Quartarstruktur

VGCCs sind heteromere Proteinkomplexe, die neben der ionenleitenden Ca,-Untereinheit
die akzessorischen Proteine 028, B und wahrscheinlich auch y enthalten (Rbbildung 1). Die

funktionellen Merkmale spannungsabhangiger Calciumkanale wie Leitfahigkeit und Selektivi-

tat werden grofitenteils durch die molekularen Eigenschaften des jeweiligen Ca,-Proteins
bestimmt. Die Hilfsuntereinheiten der VGCCs andern die kinetischen und pharmakologi-
schen Eigenschaften der Ca,-Untereinheit und beeinflussen die zellulare Regulation der Cal-

ciumkanale*®'3.



Ca,-Untereinheit. Die zehn bislang klonierten Ca,-cDNS kodieren 212-262 kDa grole, gly-
kosylierte Proteine. Zwischen den wahrscheinlich zytoplasmatischen amino- und carboxy-
terminalen Enden befinden sich vier strukturell zueinander homologe Bereiche, die als Do-
méanen |, II, 1ll und IV bezeichnet werden® und jeweils 6-8 Transmembransegmente enthal-
ten. Das a-helikale Transmembransegment S4 jeder Doméne, in dem alternierend positiv
geladene Arginyl- und Lysyl-Seitenreste durch unpolare Reste voneinander getrennt sind, gilt
in Analogie zum Natriumkanal” als Spannungssensor .

Die Sequenzschleifen der Transmembransegmente zwischen S5 und S6 aller Doméanen bil-
den den aulleren Teil der Porenregion, welche im Modell"die Struktur eines umgedrehten
Kegels besitzt. In der Zone der gréfdten Verengung auf halber Strecke durch die Membran
wird als Selektivitatsfilter ein Ring aus vier Glutamatresten postuliert.

Die zytoplasmatische Schleife zwischen Domane Il und Ill ist der Interaktionsort flr
intrazelluldre Ca®*-bindende Effektorproteine im Rahmen der Erregungs-Kontraktions- bzw.
Erregungs—Sekretionskopplung.

Fir eine direkte Regulation bzw. Modulation von VGCCs durch intrazellulare Proteinkinasen
und G-Proteine® konnten bislang amino- und carboxyterminale Bereiche sowie die zytoplas-

matische Schleife zwischen Domane | und Il als bedeutsam identifiziert werden.

a;

Extracellular

LiLLLLEL

Intracellular

Abbildung 1: Schematische Quartarstruktur eines VGCCs™.
Fir die ionenleitende Untereinheit wurde mit o1 (= Ca,) die alte Nomenklatur verwendet.

"Die Beschreibung stiitzt sich u.a. auf Hydrophobizitétsberechnungen164, da VGCCs bislang nicht réntgenspekt-

roskopisch untersucht werden konnten. Mit der Réntgenstrukturanalyse der ionenleitenden Pore des Kaliumka-
nals aus Streptomyces lividans'®® gelang ein wichtiger Fortschritt in dieser Richtung.
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B-Untereinheit. Bislang wurden vier intrazellulare B-Hilfsuntereinheiten zwischen 55 und 72
kDa kloniert'. Es gibt Hinweise darauf, dass die Proteine durch eine Chaperon-ahnliche In-
teraktion fir die korrekte Faltung, den Transport und die funktionelle Expression der Ca,-
Untereinheit in der Plasmamembran von entscheidender Bedeutung sind'. Dabei besetzt
die B-Hilfsuntereinheit mdglicherweise ein bislang nicht lokalisiertes Retentionssignal in der
Schleife zwischen Domane | und |l des Ca,-Proteins, welches dieses im ER zuriickhalt™. Alle
B-Proteine binden in vitro (iber ein aminoterminales Motiv'*"® mit hoher Affinitat (Ko = 5 nM)
an einen Sequenzabschnitt in der zytoplasmatischen Schleife zwischen Doméane | und Il der
Ca,-Untereinheit'®; einige Arbeitsgruppen ermittelten dariiber hinaus auch Interaktionen mit
carboxyterminalen (Kp >100 nM)" und aminoterminalen Bereichen'®'® des Porenbildners.
Offensichtlich Uberlappen daher die Bindungsplatze von B-Hilfsuntereinheit und regulatori-

schen Proteinen?.

o23-Untereinheit. Die extrazellulare, glykosylierte o2-Untereinheit ist Gber eine Disulfid-
bricke kovalent mit der d-Untereinheit verbunden, die das o2-Protein Uber ein einzelnes
Transmembransegment in der Membran verankert?’. Die Molekiilmasse des 028-Proteins
betragt 170 kDa. Es existieren mindestens drei Gene mit geringer Homologie?®?; in den
Transkripten befindet sich die 8-Sequenz am 3'-Ende der 02-cDNS?*. Koexpression von
028-1%- bzw. 025-2%° mit Ca,- und R-Untereinheiten fiihren zu einer Erhéhung der Ganzzell-
Calciumstrome und zu einer Beschleunigung der Aktivierung und Verschiebung der Span-
nungsabhangigkeit von Aktivierung und Inaktivierung zu negativeren Potentialwerten hin. Im
Falle von 0:25-2 wird eine Beteiligung an der idiopathischen generalisierten Epilepsie disku-

tiert?’.

v-Untereinheit. Aus dem gereinigten Proteinkomplex des skelettmuskularen Ca®*-Kanals
konnte die 25 kDa (bzw. 32 kDa im glykosylierten Zustand) groRe y1-Untereinheit isoliert
werden?®. Die Genfamilie umfasst inzwischen fiinf Mitglieder”. Im Knockout-Mausmodell
konnte eine Erhéhung der Stromdichte im skelettmuskularen L-Typ-Kanal festgestellt wer-
den®, die auf eine verlangsamte Inaktivierung sowie einer Verschiebung dieser zu positive-

ren Potentialen hin zurlickgeflihrt wurde.

Spannungsgesteuerte Calciumkanale lassen sich aufgrund ihres Schwellenpotentials der
Aktivierung unterscheiden. Hochspannungsaktivierte Ca®*-Kanale (high voltage-activated,
HVA) werden bei Membrandepolarisationen von -40 bis -10 mV aktiviert, wahrend nieder-
spannungsaktivierte (low voltage-activated, LVA) zwischen -70 und -50 mV 6ffnen. Die zehn
bislang klonierten Ca,-Untereinheiten konnten pharmakologisch definierten VGCC-Typen im
Expressionsexperiment zugeordnet werden ([Tabelle 1).
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1.1.2 Hochspannungsaktivierte Calciumkanale

L-Typ-Kanale. L-Typ-Calciumkanale werden durch drei klassische Gruppen von Calciumka-
nal-Antagonisten inhibiert: Dihydropyridine, Phenylalkylamine und Benzothiazepine®'. Sie
besitzen hohe Leitfahigkeiten von 25 pS und inaktivieren langsam (L = ,long lasting“). Bei
Verwendung von Ba*- anstatt Ca®*-lonen als Ladungstréger erhoht sich die Leitfahigkeit,

wahrend die Inaktivierung verringert istEl.

Die Ca,1.1-Untereinheit, dessen Gen ein Locus muskuldrer Erbkrankheiten darstellt??, bildet
die ionenleitende Pore des skelettmuskularen L-Typ-Kanals. Funktionell bedeutsam ist die
Protein-Protein-Interaktion mit dem Ryanodinrezeptor im Rahmen der Erregungs-
Kontraktions-Kopplung des Skelettmuskels.

Ca,1.2 bildet einen L-Typ-Kanal, der in neuronalen, muskularen und endokrinen Gewebe
exprimiert wird. In Kardiomyozyten strémt Ca** durch einen L-Typ-Kanal in die Zelle, der die-

t*2 und initiiert die Ca®*-Ausschiittung aus dem ER. Ca,1.2-defiziente

se Untereinheit enthal
Mé&use sterben pranatal zum Zeitpunkt der Herzbildung®.

Ca,1.3 wurde im neuronalen und endokrinen Gewebe detektiert* und bildet den wichtigsten
VGCC der Haarzellen im Ohr des Saugetiers. Die erzeugten Knockout-Mause waren taub
und wiesen eine sino-atriale Dysfunktion auf, jedoch keine endokrinen Anomalien®.

Kirzlich wurde durch Sequenzvergleich mit dem Retina-spezifischen Ca,1.4-Protein ein
neues Mitglied der L-Typ-Familie als Genlocus identifiziert. Mutationen im Gen fihren zur
unvollstandigen kongenitalen X-chromosomalen Nachtblindheit***’. Bislang sind noch keine

funktionellen Expressionsstudien publiziert worden.

N- und P/Q-Typ-Kanile. N- und P/Q-Typ-Ca**-Kanale, die bei Substitution von Ca®*- durch
Ba®"-lonen ebenfalls eine erhdhte Leitfahigkeit aufweisen, werden zusammen mit dem R-Typ
zur Familie der Non-L-Typ-VGCCs zusammengefasst.

Die neuronalen N-Typ-Kanale inaktivieren schneller als L-Typ-VGCCs und werden selektiv

t*. Die ionenleitende

durch Blocker wie w-Conotoxin GVla und o-Conotoxin MVlla gehemm
Pore Ca,2.2 interagiert mit den SNARE-Proteinen im Rahmen der synaptischen Transmit-

terfreisetzung®.

"In der Literatur wird zwischen schneller und langsamer Inaktivierung unterschieden. Wahrend die langsame
Inaktivierung eine potentialabhangige Eigenschaft des Kanals darstellt, wird die schnelle Inaktivierung durch die
Calmodulin-vermittelte bzw. direkte Kanalinaktivierung durch intrazellulares Ca®" verursacht'®®. Daher tritt bei
Substitution von Ca?*- durch Ba**-lonen bei einigen VGCCs eine erhdhte Leitfahigkeit auf (s.u.).



Knockout-Phanotyp

Typ | Elektrophysiologische Spleil- G b .
Charakterisierung varianten ewebeexpression bzw. humane Krankheit
Ca,1.1 HVA L-Typ Skelettmuskel Hypokalamische periodische Paralyse; maligne
Hyperthermie
Ca,1.2 HVA L-Typ Ca,1.2a Herz KO: letal, Tod ab Tag 12,5 post coitum
Ca,1.2b Glattmuskel
Ca,1.2¢c | ZNS, Herz, Hypophyse, Neben-
niere
Ca,1.3 HVA L-Typ ZNS, Niere, endokrine Systeme | KO: Taubheit; sino-atriale Dysfunktion
Ca/1.4 L-Typ ? Retina Kongenitale X-chromosomale Nachtblindheit
Ca,2.1 HVA Non-L-Typ Ca,2.1a |ZNS, Cochlea, Hypophyse Spinozerebellare Ataxie Typ6; Petit-Mal Epi-
Ca,2.2b |ZNS, Cochlea, Hypophyse lepsie; familidre hemiplegische Migrane
KO: progressive Ataxie
Ca,2.2 HVA Non-L-Typ Ca,2.2a |ZNS KO : Dysfunktion sympathischer Neurone; gestor-
Ca,2.2b ZNS te Nozizeption
Ca,2.3 HVA Non-L-Typ | Ca,2.3-a,c,d |ZNS, Cochlea, Retina, Herz, KO: veranderte Schmerzwahrnehmung; gestortes
Hypophyse, Testes, Milz, Pan- | rdumliches Erinnerungsvermdgen
kreas
Ca,3.1 LVA T-Typ ZNS, Hypophyse, Pankreas KO : Unterdriickung Ca**-getragener Aktionspo-
tentiale in thalamokortikalen Neuronen
Ca,3.2 LVA T-Typ Niere, ZNS, Herz -
Ca,3.3 LVA T-Typ ZNS -

Tabelle 1: Ubersicht iiber die klonierten Ca,-Untereinheiten (verandert, nach: Ertel, Nooo_v.
Die Aufzahlung der Spleifdtypen ist unvollstandig. Im Falle von Ca,2.3" wird die Zuordnung der Gewebeexpression zu einzelnen SpleiRvarianten in Kapitel 1.4
durchgefihrt. KO: Knockout-Mausmodell



Ca,2.1, welches in mehreren Isoformen existiert, bildet die zentrale Untereinheit der elektro-
physiologisch und pharmakologisch verschiedenen P- und Q-Typ-VGCCs. Der zuerst in Pur-
kinje-Neuronen identifizierte P-Typ-Ca®*-Kanal*', welcher durch w-Agatoxin IVA und -
Conotoxin MVllc selektiv blockiert wird, unterscheidet sich vom Q-Typ nur durch die niedrige-
re Inaktivierungsrate und eine um den Faktor 50 erhéhte Sensitivitat gegentiber w-Agatoxin
IVA. Bei einer systematischen Untersuchung mittels RT-PCR und Patch-clamp-Studien ge-
lang der Nachweis, dass zwei kurze Insertionen flir die pharmakologische und kinetische
Unterscheidung von P- und Q-Typ-Kanal verantwortlich sind**'**. Eine Ca,2.1-Isoform* in-
teragiert mit SNARE-Proteinen in endokrinen und synaptischen Prozessen**; im Knockout-
Mausmodell und in vererbten Gendefekten wurden bislang nur neurologische bzw. neuronale

Defekte*>'®" beschrieben.

1.1.3 Niederspannungsaktivierte Calciumkanéale

T-Typ-Kanale, die zur Gruppe der LVA-Kanale gerechnet werden, aktivieren und inaktivieren
schnell und weisen eine geringe Leitfahigkeit von etwa 10 pS auf (T = ,tiny“). Sie werden
durch Mibefradil, Kurtoxin®® und Amilorid sowie Ni**-lonen (in Abhangigkeit von der Ca,-

Untereinheit*"*®) inhibiert.

Die ionenleitenden Untereinheiten der T-Typ-Kanale, Ca,3.1 — 3.3, bilden eine eigene Unter-
familie und besitzen nur eine Sequenzidentitit von etwa 30% gegeniiber HVA-Kanalen***°.
Uber die Interaktion mit anderen zelluldren Proteinen ist nichts bekannt, ebenso ist bislang
die Existenz akzessorischer Proteine in T-Typ-Kanalen nicht sicher nachgewiesen worden.
Aufgrund der Aktivierung bei niedrigen Potentialwerten kénnten die Kanale eine wichtige
Rolle in der Unterstiitzung Ca?**-getragener Aktionspotentiale besitzen®'. In den thalamokorti-
kalen Relaiszellen Ca,3.1-defizienter Mause ist die Ausbildung Ca**-vermittelter Depolarisa-

tionsplateaus (,bursts*) gréRtenteils unterbunden®.

1.1.4 Der R-Typ-Calciumkanal

In Patch-clamp-Analysen zerebelldrer Kérnerzellen®*** der Ratte verblieb nach Applikation
von L-, N- und P/Q-Typ-Blockern ein hochspannungsaktivierter Reststrom, der von Cd*-
(blockiert HVA-VGCCs) und Ni** gehemmt wurde. Offenbar enthielt dieser Reststrom eine
unbekannte Anzahl weiterer Ca®*-Kanale®, von denen bis jetzt ein R-Typ (R= ,remaining")
aufgrund der Klonierung der ionenleitenden Pore bestimmt werden konnte. Wahrend einige

%6.57.%8 \vird er inzwischen

Autoren den R-Typ-Kanal zunachst als LVA-Kanal charakterisierten
in der Literatur als HVA-Kanal beschrieben’. Mit einem Schwellenwert der Aktivierung zwi-

schen denen von LVA- und den anderen HVA-Kanalen, einer schnellen Inaktivierung und



einer Leitfahigkeit von etwa 14 pS besitzt er elektrophysiologische Eigenschaften, die ihn von
Reststromen aufgrund unvollstandiger Blockierung anderer HVA-Kanale unterscheiden.
R-Typ-Stréme wurden in Kérnerzellen-Priméarkulturen sowohl im dendritischen Bereich®°
als auch prasynaptisch** identifiziert.

Bislang konnte eine Beteiligung des R-Typs an der Oxytozin-Sekretion aus Neurohypophy-
senendigungen der Ratte®', an der schnellen Katecholaminsekretion aus murinen chromaffi-
nen Zellen® und an der Neurotransmitterfreisetzung an Synapsen des Calyx-Typs im ZNS
der Ratte** nachgewiesen werden. In der letztgenannten Arbeit wird die Kopplung dieses
Kanals an die Sekretionsmaschinerie im Gegensatz zu den P-Typ- und N-Typ-Ca*-Kanalen
als weniger effizient beschrieben. Die Autoren begrinden dies mit einer angenommenen

grofieren raumlichen Distanz zum Membranfusionsbereich der Vesikel.

Die Expression der menschlichen Ca,2.3-Untereinheit in Xenopus laevis Oozyten lieferte
einen Strom mit den Eigenschaften des R-Typ-VGCCs'*. Die mit der Klonierung der muri-
nen Ca,2.3-cDNS verbundene RNS-Analyse mittels RT-PCR zeigte neben einer starken Ex-
pression in neuronalen Geweben auch schwache Signale in Milz, Herz, Retina und Pankre-
as®®. Der Vermutung, es handle sich hierbei um Signale aus der vegetativen Innervation der
betreffenden Organe, stand die Beobachtung entgegen, dass die Expression von Antisense-
Oligonukleotiden, die gegen verschiedene Sequenzabschnitte der Ca,2.3-cDNS entworfen
wurden, in isolierten und Kkultivierten atrialen Myozyten den basalen und durch IGF-
induzierten T-Typ-Strom hemmten®. Auch in den neuroendokrinen Zellinien RTC-3 (einer
Insulinoma-Linie der Maus) und AtT-20 (aus der murinen Hypophyse) konnten durch einen
RNAse Protection Assay Ca,2.3-cDNS-Fragmente identifiziert werden®.

Die funktionelle Bedeutung der neuronalen Expression wird durch die Tatsache verdeutlicht,
dass Ca,2.3-defiziente Mause ein verandertes Schmerzverhalten®® sowie ein gestortes raum-

liches Gedachtnis®” aufweisen.

1998 wurde mit SNX-482 ein R-Typ-selektiver Blocker als Peptidtoxin aus dem Gift der Ta-
rantelart Hysterocrates gigas isoliert und resynthetisiert’. Elektrophysiologisch konnten mit
Hilfe dieses Antagonisten zwei R-Typen R, (ICso = 6 nM) und R, (ICs0= 81 nM) mit verschie-
denen Affinitdten gegenitiber dem Toxin in Kérnerzellen-Primarkulturen der Ratte unterschie-
den werden®®. Daneben existiert in diesen Zellen eine dritte R-Typ-Komponente R, die keine
SNX-482-Sensitivitat besitzt, aber auch durch Expression von Ca,2.3-Antisense-
Oligonukleotiden unterdriickt wird und in ihren elektrophysiologischen Eigenschaften rekom-
binanten Ca,2.1-haltigen Kanale ahnelt. Es gibt jedoch keinen Anhaltspunkt, welche struktu-

rellen Ursachen diese Heterogenitat Ca,2.3-haltiger Kanale ermoglichen.



Der R,-Typ wurde von Wang®' in Nervenendigungen der Neurohypophyse identifiziert, wo-
hingegen R, in CA1-Neuronen des Hippokampus bzw. kortikalen pyramidalen Neuronen zu
37-60% den R-Typ-Strom tragt® und durch Applikation von 1 uM SNX-482 gehemmt wird.

In den entsprechenden Zelltypen Ca,2.3-defizienter Tiere ist der R-Typ-Stromanteil um 70%
(CA1-Neurone) bzw. 73% (Pyramidenzellen) verringert und die eliminierte Komponente ah-
nelt in ihren Eigenschaften dem R.-Typ. Daneben gibt es aber auch Kérnerzellen des Gyrus
Dentatus oder des Zerebellums, deren R-Typ-Strome in Ca,2.3-defizienten Tieren nicht oder
nur zum Teil vermindert ist.

Zusammenfassend gilt daher, dass wahrscheinlich nicht jeder Ca,2.3-haltige Kanal SNX-

482-sensitiv ist und das nicht jeder R-Typ-Strom von Ca,2.3-haltigen VGCCs getragen wird.

1.1.5 Regulation spannungsabhangiger Calciumkanéale

Im Netzwerk der intrazellularen Signallibertragung sind spannungsabhangige Calciumkanale

in mehrere Signalkaskaden involviert.

Die Bindung von Adrenalin an die kardialen B1 und B2-Rezeptoren flhrt im Rahmen des
cAMP-Signalwegs zur Aktivierung der Proteinkinase A. Diese phosphoryliert die B-Hilfsun-
tereinheit’’ bzw. das kardiale Ca,1.2-Protein, wodurch sich dessen Offnungswahrschein-
lichkeit erhoht”®. Daneben existieren auch Ca,1.2-Isoformen, die durch Proteinkinase C sti-
muliert werden’%.

Aus Rattenhirn konnte ein heteromerer Signalkomplex isoliert werden, welcher die Ca,1.2-
Untereinheit in direkter Assoziation mit dem B2-Rezeptor enthielt’”®. In dem Komplex waren

aullerdem ein G¢-Protein, Proteinkinase A und die Phosphatase PP2A vertreten.

Im Gegensatz zu Gs-Proteinen interagieren G,- und Gi-Proteine direkt mit Non-L-Typ-

Calciumkanalen, wodurch es zu einer potentialabhangigen Verringerung der Kanal6ffnungs-

wahrscheinlichkeit kommt™ (Abbildung 2)).

Nach Aktivierung des entsprechenden Rezeptors dissoziieren die heterotrimeren G-Proteine
in die signalaktiven Go- und GRy-Untereinheiten. In Analogie zu anderen GRy-Effektoren’
wurde ein QXXER-Motiv, welches in der zytoplasmatischen Schleife zwischen Domane | und
Il von Non-L-Typ-VGCCs existiert, als Bindungssequenz des GBy-Dimers postuliert’. Die
funktionelle Bedeutung dieser Region ist unklar, da eine Ca,2.3-Untereinheit, welche die I-lI-
Schleife der G;-Protein-insensitiven Ca,1.2-Untereinheit enthalt, noch durch G-Proteine mo-
duliert werden kann'’. Weitere G-Protein-bindende Bereiche wurden im Aminoterminus’ von

Ca,2.2 sowie im Carboxyterminus von Ca,2.3"" entdeckt. Da die Bindungsplétze Uberein-



stimmen, kdnnte die An- oder Abwesenheit der B-Hilfsproteine einen wesentlichen Einfluss
auf die G-Protein-Interaktion besitzen"®.

Furukawa et al.”® konnten zeigen, dass sowohl eine Interaktion des Ry-Dimers mit der Schlei-
fe zwischen Domane | und Il von Ca,2.1 bzw. Ca,2.2 als auch von G;o mit den jeweiligen

Carboxytermini stattfindet; beide Interaktionen fiihrten zur Inhibition des Ca?*-Einstroms®.

EEI

Abbildung 2: G-Protein-Beteiligung an der Rezeptor-vermittelten Regulation von lonenkanalen.
Vereinfacht dargestellt sind nur die direkte G-Protein-Inhibition sowie der IPs-Signalweg. Abkurzun-
gen: EX, Extrazellularraum; IN, Intrazellularraum, SR, sarkoplasmatisches Retikulum; PLCB, Phospho-
lipase C (B-Isoform); DAG, Diazylglyzerin; 1P, Inositoltriphosphat; R1, R2, G-Protein-gekoppelte Re-
zeptoren; L1, L2 Liganden; GTP, Guanosintriphosphat VC, CaCh, spannungsgesteuerter Calciumka-
nal; IPs-R, IP;-Rezeptor; PKC, Proteinkinase C

Fir die Ca,2.3-Untereinheit konnten bei Koexpression mit verschiedenen M-
Azetylcholinrezeptoren in HEK293-Zellen abweichende Effekte registriert werden®': Einer
schnellen Inhibition durch ein GRy-Dimer folgte eine langsamere Stimulation, die moglicher-

weise durch das G,o-Protein vermittelt wird®,

Innerhalb der Non-L-Typ-Familie werden Ca,2.2 und Ca,2.3 in HEK293-Zellen sowie Ca,1.2
in der Gefalmuskulatur durch Proteinkinase C-Aktivierung stimuliert, wahrend sich die
Ca,2.1-Untereinheit insensitiv verhalt®48

Im Falle der Ca,2.2-Untereinheit verhindert die Mutation von Thr422 oder Ser425 in der zy-
toplasmatischen Schleife zwischen Domane | und Il zu den entsprechenden Alaninresten die
PKC-Stimulation. Darliber hinaus unterbindet die Phosphorylierung von Thr422 eine nach-
folgende G-Protein-Inhibition des Ca,2.2-Proteins®; nach Zamponi®” wird dieser Effekt als
,Cross talk“ bezeichnet. Dementsprechend Uberlappen die Bindungsplatze fur PKC und Gly-

Dimere.



1.2 Insulinsekretion als Beispiel einer regulierten Erregungs-Sekretionskopplung

Das Peptidhormon Insulin, welches u.a. die Glukose-Homoéostase des Korpers steuert, be-
findet sich in der B-Zelle der pankreatischen Langerhans’schen Inseln in Vesikeln, die so-
wohl Speicher- als auch Transportfunktionen Gbernehmen. Da auch bei maximaler Stimulati-
on der Insulinausschuttung nur ein geringer Teil des gespeicherten Hormons sezerniert wird,
hangt die Insulinkonzentration im Blut in erster Linie von der Regulation der Sekretion und
nicht von der Syntheserate des Hormons ab®.

Die Insulinsekretion wird durch Calcium gesteuertm. Ein komplexer Signalapparat vermittelt
die Wirkungen von Stimulatoren und Inhibitoren auf den exozytotischen Prozess, in dem

spannungsgesteuerte Calciumkanale eine entscheidende Rolle spielen (Abbildung 3).

Glukose CacCh
Adrenalin
KarrCh Somatostatin
Acetyl-
cholin .\ Inkretine

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierung bzw. Regulation der Insulinsekretion in
p-Zellen Langerhans’scher Insein.

In dem vereinfachten Schema sind die Interaktionen der Hauptsignalwege mit den spannungsaktivier-
ten Calciumkanalen beschrieben. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden zwei Calciumkanéle ein-
gezeichnet; sie stehen stellvertretend fir die Gesamtheit der VGCCs. Abklrzungen: KarpCh, ATP-
aktivierter Kaliumkanal; AY, Membrandepolarisation; CaCh, spannungsgesteuerter Calciumkanal;
GLUT2, Glukosetransporter Typ2; Mito, Mitochondrien; IP3-R, IP;-Rezeptor; Ryr-R, Ryanodin-
Rezeptor; G,, G Protein; PLCB, Phospholipase C B-Isoform; AC, Adenylat-Zyklase.

Der inhibitorische Effekt der G;,-Proteine ist durch gestrichelte Pfeile gekennzeichnet.

Aufnahme der Glukose Uber den Glukosetransporter GLUT2 und nachfolgende Metabolisie-
rung fuhrt zur Erhéhung des ATP/ADP-Verhaltnisses und damit zur Schliefung der ATP-

sensitiven Kaliumkanale (KatpCh).

' Daneben existiert auch ein Ca2+-unabhéngiger Signalweg, der zur Insulinsekretion fiihrt®® und durch die Erho-
hung der intrazelluldren GTP-Konzentration ausgeldst wird; bei maximaler Stimulation vermittelt dieser Signalweg

jedoch nur etwa 5% der Exozytose167 und ist daher von geringerer physiologischer Bedeutung.
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Ausgehend vom Ruhepotential der B-Zelle bei =70 mV kommt es zu einer langsamen Depo-
larisation, die, das Schwellenpotential von —50 mV Uberschreitend, zur elektrischen Aktivitat
der Plasmamembran fuhrt. Aufgrund eines bislang unvollstandig verstandenen Zusammen-
spiels von VGCCs und Ca**-aktivierten Kaliumkanalen® entstehen langsame Oszillationen
des Membranpotentials (,bursts®). Diese resultieren in Depolarisationsplateaus, die von Akti-
onspotentialen (,spikes®) Uberlagert sind. Fusion und Entleerung der Insulin-haltigen Vesikel

142143 gls auch fir

erfolgen im Zuge Ca*'-getragener Aktionspotentiale. Sowohl fiir den L-Typ
den P/Q-Typ'** konnten bislang funktionelle Beteiligungen an der Insulinsekretion nachge-

wiesen werden.

Die Stimulation von VGCCs durch die Proteinkinasen A und C fihrt in 3-Zellen zur Erhéhung
der Sekretionsrate®.

Inkretine®® umfassen Hormone des Verdauungsprozesses wie GLP-1 (Glucagon-like peptid)
oder GIP (glucose-dependent insulinotropic protein) und aktivieren durch Bindung an ihre
Rezeptoren die cAMP-Signalkaskade, wodurch die nachfolgend aktivierte Proteinkinase A
VGCCs stimuliert®.

Einen ahnlichen Effekt verursacht die Aktivierung des IP;-Signalwegs nach Bindung des pa-
rasympathischen Transmitters Azetylcholin an den muskarinergen M2-Rezeptor. Die im wei-
teren Verlauf aktivierte Proteinkinase C phosphoryliert VGCCs und erhéht damit die Off-

nungswahrscheinlichkeit™.

Der Depolarisations-induzierte Einstrom des Calciums ist starker mit der Exozytose gekop-
pelt als das aus intrazelluldren Speichern mobilisierte lon®. Dennoch potenziert die Offnung
der Calciumkanale im ER die sekretorische Antwort auf die Erhéhung der Glukosekonzentra-
tion im Blut, z.B. durch VergroRerung der Vesikelzahl, die zur Fusion mit der Plasma-
membran zur Verfiigung stehen®. Aktivierung der intrazelluldren IPs-Kaskade ermdglicht
nachfolgend durch Offnung des IP;-Rezeptors den Einstrom von Ca®*-lonen aus dem ER in
das Zytosol**. Dies ist auch durch den Ryanodinrezeptor méglich®; neben Calciumionen und
c-ADP-Ribose wird dabei ein Depolarisations-abhangiger Mechanismus als Aktivator des
ER-Calciumkanals diskutiert™.

Die Hormone Somatostatin und Galanin sowie der sympathische Transmitter Adrenalin
hemmen die Insulinsekretion. Nach Bindung der Hormone und Dissoziation der Rezeptor-
assoziierten G- bzw. G,-Proteine erfolgt die Inhibition durch direkte Interaktion der G-

Proteine mit der Adenylat-Zyklase und Karp- sowie spannungsabhangigen Calciumkanalen®’.
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1.3 Aufgabenstellung

Der Ca,2.3/ R-Typ-Calciumkanal nimmt unter den HVA-Calciumkanalen eine Sonderstellung
ein: Die elektrophysiologischen Eigenschaften der klonierten und heterolog exprimierten
Ca,3.3-Untereinheit verhinderten eine eindeutige Zuordnung zu HVA- oder LVA-VGCCs.
Wegen der Resistenz gegeniber verfugbaren Kanalblockern konnte seine physiologische
Funktion in der Vergangenheit nicht untersucht werden.

Das porenbildende Ca,2.3-Protein wurde in unterschiedlichen Isoformen in mehreren Labo-
ratorien kloniert. Die menschliche Isoform Ca,3.3d wies neben anderen Spleillvariationen als
einzige im Carboxyterminus eine 129 bp lange Insertion auf. Wahrend gezeigt werden konn-
te, dass Varianten mit kiirzerem Carboxyterminus zentralnervés exprimiert werden, war un-
klar, ob die Ca,2.3d-Isoform auf einem Klonierungsartefakt oder einer in vivo exprimierten
Variante beruht. Darilber hinaus bestand keine Kenntnis darlber, welche der permutativ
madglichen Isoformen in vivo tatsachlich exprimiert werden.

Daher sollte zunachst die Struktur der Ca,2.3-mRNS in verschiedenen Geweben und in vitro-
Zellsystemen ermittelt werden. Im Mittelpunkt der weiteren Arbeiten stand die Funktionsana-

lyse des Ca,2.3-Proteins.

Ziele der vorliegenden Arbeiten waren

a) die Durchmusterung verschiedener Gewebe und Zellkultursysteme, um die Expression

von Ca,2.3-Varianten nachzuweisen;

b) die Etablierung eines geeigneten Zellkultur-Modellsystems, um Aussagen Uber die Be-
deutung des Kanals fir zellphysiologische Prozesse zu erhalten. In diesem Zusammen-
hang sollten die Auswirkungen transienter und stabiler Hemmung der Expression des

Ca,2.3/ R-Typ-Calciumkanals miteinander verglichen werden;
c) Strukur-Funktionsanalysen rekombinanter Ca,2.3-Proteine im heterologen Expressions-
system und Regulationsmechanismen in geeigneten Modellsstemen zur Untersuchung

der Regulation des Ca,2.3/ R-Typ-Calciumkanals;

d) die Ubertragung der in vitro gewonnenen Erkenntnisse auf die Situation in vivo.
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2 Material

2.1 Zell- und Gewebematerial

2.1.1 Gewebepraparationen

2.1.1.1 Organentnahme

Gesunde Mause und Ratten aus der institutseigenen Tierhaltung wurden mittels zervikaler
Dislokation (Maus) oder durch Begasung mit CO, (Ratte) getotet. Mit Hilfe eines mit Ethanol
desinfizierten Praparierbestecks (Knochenschere und Skalpell) wurden die benétigten Orga-

ne entfernt, auf —-80°C schockgefroren und anschlieBend zur RNS-Isolation weiterverarbeitet.

2.1.1.2 Isolation von Langerhans schen Inseln

Langerhans’sche Inseln wurden mittels duktaler Injektion von Kollagenase P (Serva, Heidel-
berg) in den Pankreas von Ratten (200-300 g) und Mausen (Alter 2-12 Monate) isoliert®.
Dazu wurde nach Betaubung der Tiere mit 6 mg Nembutal (Delta-Pharma, Pfullingen) pro
100 g Korpergewicht durch einen dazu berechtigten Arzt ein Katheter in den Ductus panc-
reaticus vom Darm kommend eingefihrt. AnschlieRend wurden die narkotisierten Tiere durch
Durchtrennung der Aorta carotis getotet. Alternativ wurden den Tieren erst nach Toétung
durch den berechtigten Arzt der Katheter eingeflihrt. Durch den Katheter wurden vorsichtig 3
ml (Maus) bzw. 6,5 ml (Ratte) einer eisgekihlten Hanks-Lésung (siehe 2.2) injiziert, welcher
5,8 mM CaCl, und 0,3 mg/ml (Maus) bzw. 1 mg/ml (Ratte) Kollagenase (Serva, Heidelberg)
zugegeben worden war. Dabei wurde darauf geachtet, dass der dorsale Abschnitt des Pank-
reas, indem sich die meisten Inseln befinden, befullt wurde.

Der Pankreas wurde entnommen, in ein 50 ml-Rohrchen tberfuhrt, mit 6 ml Hanks-Medium
Ubergossen und fir 15 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert. Durch Zugabe von 30 ml 4°C
kaltem Hanks-Medium, dem 3%ig BSA (Biomol, Hamburg) zugesetzt worden war, und Uber-
flhrung des Ansatzes auf Eis wurde der Verdau gestoppt. Durch eine Zentrifugation bei 120
x g und 4°C fiir eine Minute wurde das Gewebe sedimentiert und der Uberstand dekantiert.
Mit einer Spritze und einer 21-gauche Kanile wurde die Gewebeldsung finfmal durch Zug
und Druck moglichst ohne Schaumbildung mechanisch zerkleinert. Nach Auffillen mit
Hanks-Medium wurde erneut zu denselben Bedingungen zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das resuspendierte Gewebepellet dreimal durch die Kanlle gezogen, Hanks-
Medium zugegeben und die Prozedur noch einmal wiederholt. Nach dem Dekantieren wurde
das Sediment durch ein mit Hanks-Medium benetztes Sieb in eine schwarz emaillierte
Glasschale gegeben. Unter einem Binokular konnten die Inseln von parakrinen
Geweberesten durch ihre runde Form und ihre hellere Farbe unterschieden und getrennt
werden. Obgleich die Ausbeute an intakten Inseln vom Alter der Tiere abhangt, konnten auf

diese Weise etwa 100-200 Inseln aus Maus bzw. 300-500 Inseln aus Ratte isoliert werden.

13



2.1.2 Zellkultursysteme
2.1.2.1 Zellinien

Folgende Zellinien wurden fir Experimente verwendet und von Dr. Pereverzev kultiviert:

BTC-3. (Insulinoma-Zellinie der Maus; mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Walther,
Greifswald)

Kultivierung: RPMI 1640 Medium ohne Glukose (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein)
mit 2 mM L-Glutamin, 10% fétalem Kalberserum, 50 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin
sowie 0,8 mM Glukose

AtT20. (Adenohypophysen-Zellinie der Maus, ECACC NO. 87021902)

Kultivierung: DMEM Medium (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein) plus 2mM Gluta-
min, 10% fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin

AtT20-P. (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Philipson, Chicago)

Kultivierung: DMEM Medium (GibcoBRL/ Life Technologies, Eggenstein) plus 1,65 mM Glu-
tamin, 5 mM Glukose, 15% Pferdeserum und 2,5% BSA

GHjs. (Adenohypophysen-Zellinie der Ratte)

Kultivierung: RPMI 1640 (GibcoBRL/ Life Technologies, Eggenstein) plus 2 mM L-Glutamin,
15% Pferdeserum, 2,5% fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomy-
cin

HEK293-2C6. (embryonale Nieren-Zellinie des Menschen, stabil transfiziert mit humanen
a1Ed-cDNA in pcDNA3'%)

Kultivierung: s. AtT20

INS-1. (Insulinoma-Zellinie der Ratte, freundlicherweise von Prof. Dr. Wollheim zur Verfl-
gung gestellt)

Kultivierung: RPMI 1640 (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein) plus 10% fétalem Kal-
berserum, 50 ul/l 2-Mercaptoethanol, TmM Natriumpyruvat, 10 mM HEPES pH 7,4, 100 U/ml
Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin

N1E-115. (Neuroblastoma-Zellinie der Maus)

Kultivierung: s. AtT20

NG108. (Hybridoma-Zellinie aus murinen Neuroblastom und Gliom der Ratte)

Kultivierung: s. AtT20

NS20Y. (Neuroblastoma-Zellinie der Maus)

Kultivierung: s. AtT20

RIN-a2. (Insulinoma-Zellinie der Ratte)

Kultivierung: RPMI 1640 (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein) plus 2mM L-Glutamin,
10% fotalem Kalberserum, 100 U/ml Penicillin und 100 pug/ml Streptomycin

SH-SY5Y. (Neuroblastoma-Zellinie des Menschen)

Kultivierung: s. AtT20
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2.1.2.2 Embryonale Stammzellen und ES-Zellen-Aggregate

Die Kultivierung der embryonalen Stammzellen und ihrer Aggregate wurde von Dr. Stefan
Arnhold (BLC 6) bzw. Dr. Eugen Kolossov (D3/Aat 17) durchgefuhrt:

Die embryonalen Stammzellen wuchsen auf Feeder-Monolayer, die aus 7-10 Tage alten
Mauseembryonen gewonnen werden. Diese enthalten hauptsachlich Fibroblasten, welche
durch Freisetzung von LIF (leukemia inhibitory factor) die Differenzierung der pluripotenten

Stammzellen verhindern.

BLC6. Die pluripotente Zellinie BLC 6 wurde aus den Blastozyst-Zellen einer 129/Sv Gat-
Maus isoliert®™. Die Zugabe von final 50-100 nM Retinolsdure’® wahrend der Aggregations-
phase in hangenden Tropfen fordert das Auftreten neuronaler Zellen im wachsenden ES-
Zellen-Aggregat'®'. Dieses Multizellsystem enthalt auch Gliazellen und daneben in Mehrzahl
nicht-neuronale Zellen und ist etwa 15-20 Tage in Kultur stabil. Nach Trypsinierung des Zell-
gemisches und Zahlung der dissoziierten Zellen wurden pro Ansatz 400 Zellen in ,hangen-
den Tropfen® aus DMEM (Biochrom, Berlin), angereichert mit 20% fétalem Kalberserum
(Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein), 2 mM Glutamin (Gibco BRL), nicht-essentielle
Aminosauren (1:100-Verd. der Stammisg von Biochrom), 100 U/ml Penicillin (Biochrom), 100
Mg/ml Streptomycin (Biochrom) und 50 uM R-Mercaptoethanol fir zwei Tage im Brutschrank
kultiviert (37°C, 5% CO,). AnschlieRend wurden die Tropfen in 5 ml angereichertem DMEM
abgespdlt und fir weitere zwei Tage in Suspension gehalten. Die unter der Lupe sichtbaren
ES-Zellen-Aggregate wurden in einzelne Vertiefungen einer 24-Loch-Gewebekulturschale
(,multi-well plate®, Nunc, GibcoBRL/ Life Technology, Eggenstein) auf Gelatine-beschichtete
Glasplattchen pipettiert. Die Schalen wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert;
wahrend der nachfolgenden Differenzierung bzw. Alterung wurde alle zwei Tage ein Medi-

umwechsel mit frischem supplementierten DMEM durchgefihrt.

D3/Aat17. Die pluripotente Zellinie D3 wurde ebenfalls aus Blastozysten-Zellen gewon-
nen'® Wahrend der Wachstumsphase des ES-Zellen-Aggregates kommt es zur
herzzellahnlichen Differenzierung sich spontan kontrahierender Bereiche (,schlagende
Areale®). Durch eine stabile Transfektion der D3-ES-Zellinie mit dem Vektor pcAGGS,
welcher die cDNS des grinen fluoreszierenden Proteins unter der Kontrolle des

herzspezifischen o-Aktin-Promotor exprimiert, wurde der ES-Zellklon D3/Aat17 erzeugt'®.

2.1.2.3 Zellkultur stabil transfizierter INS-1-Klone
Auftauen. 10 ml supplementiertes RPMI-Medium (s. 2.1.2.1) wurde auf 37°C vorgewarmt
und in einem sterilen Polypropylengefal® (,pp-tube®) vorgelegt. Die Kryogefale (Nunc, Gib-

coBRL/ Life Technology, Eggenstein) und die darin enthaltenen Zell-Aliquots wurden aus
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dem Stickstofftank direkt in das 37°C Bad uberfuhrt und anschlie®end unter die sterile Werk-
bank gebracht. Nach duRerlicher Desinfektion mit 70%igem Ethanol wurde das Gefal kurz
Uber die Gasflamme gehalten, gedffnet und der Inhalt zum RPMI-Medium in das pp-tube
Uberfihrt. Gewinde und Deckel des pp-tubes wurden kurz abgeflammt, das Gefald geschlos-
sen und fir 5 min. bei 500 x g bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das
Zellpellet in 2 ml RPMI-Medium durch zehnmaliges Aufziehen mit einer 1 ml-Pipette blasen-
frei resuspendiert. Die Suspension wurde in eine sterile Petrischale (& 90 mm; Falcon) tber-
fuhrt, in der 8 ml angereichertes RPMI-Medium vorgelegt wurden. Nach Zugabe von Geneti-
cin (G-418; Roth, Karlsruhe) bis zu einer finalen Konzentration von 1 mg/ml wurde die Zell-

suspension im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, kultiviert.

Mediumwechsel. Nach zwei bis drei Tagen Inkubation wurde das alte Medium abgesaugt,
der Zellrasen zweimal mit 10 ml sterilem PBS (siehe 2.3) gewaschen und dann 10 ml fri-

sches angereichertes RPMI-Medium mit 1 mg/ml Geneticin zugegeben.

Zellpassagierung. Unter den angegebenen Bedingungen war der INS-1-Zellrasen nach 8-
10 Tagen konfluent. Daher wurden die kultivierten Zellen wochentlich passagiert. Das alte
Medium wurde abgesaugt, dreimal mit 10 ml sterilem PBS (siehe 2.3) gewaschen und 3 ml
einer Trypsinldsung (GibcoBRL, Eggenstein) zugegeben. Die Schale wurde flr exakt drei
Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die enzymatische Aktivitdt wurde durch Zugabe
von 7 ml frischem RPMI-Medium unterbunden und die Zellen blasenfrei resuspendiert. Durch
eine finfminutige Zentrifugation mit 60 x g bei RT wurden die Zellen pelletiert. Nach Absau-
gen des Uberstandes wurde in 2 ml frischem RPMI-Medium resuspendiert, weitere 18 ml
Medium zugegeben und kurz gemischt. 5-7 ml der Zellsuspension wurden in eine neue, ste-

rile Petrischale Uberfihrt und diese zurtick in den Brutschrank gebracht.

Zellpraparation fiir Sekretionsmessungen. INS-1-Zellen wurden nach dem Auftauen zu-
nachst drei Wochen in Kultur gehalten, bevor sie fir Sekretionsmessungen verwendet wur-
den. Dazu wurden in eine 24-Loch-Kulturplatte (,multi-well plate®, Nunc, GibcoBRL/ Life
Technology, Eggenstein) 250.000 Zellen pro Vertiefung plattiert. Um unnétige Arbeitsschritte
zu vermeiden, wurde die Praparation parallel mit der Zellpassagierung durchgefihrt. Nach
Trypsinierung, Zentrifugation und Resuspension in final 20 ml frischem angereicherten
RPMI-Medium wurden drei Tropfen der Zellsuspension auf eine saubere Thoma-
Zahlkammer pipettiert und nach einigen Minuten die Zellenzahl im Gitterquadrat bestimmt.
Mit einer Seitenlange des Quadrates von 1mm und einer Tiefe von 0,1 mm ergibt sich ein

Zahlvolumen von 0,1 mm?® bzw. 0,1 pyl Medium. Durch geeignete Verdiinnung wurde eine
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Zellsuspensionsdichte von 250.000 Zellen/ ml eingestellt, je 1 ml in die Vertiefungen pipet-
tiert und fir drei Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.1.2.4 Expression rekombinanter Ca,2.3d-cDNS in HEK293-Zellen

Die Kultivierung und transiente Transfektion von HEK 293-Zellen wurde von Dr. Pereverzev
in Zusammenarbeit mit Prof. Kldckner etabliert®:

Die Zellen wurden als Monolayer in Kultur gehalten (siehe 2.1.2.1) und bei geeigneter Zell-
dichte mit Hilfe der Calciumphosphat-Technik Methode (Mammalian transfection Kit; Strata-
gene, La Jolla, USA) transfiziert. Dazu wurden Vektoren des Typs pcDNA3 (Invitrogen, Gro-
ningen, Niederlande) verwendet, dessen Neomycin-Resistenzgen die Selektion der Zellen
durch Zugabe von Geneticin zum Medium ermdéglicht. Das Transfektionsgemisch enthielt
daneben einen weiteren Vektor des Typs pEGFPC1 (Clontech, Heidelberg), der die cDNS
des GFP-Proteins und ebenfalls das Neomycin-Resistenzgen tragt. Nach Inkubation fir ein
bis zwei Tage wurden bei der anschliellenden elektrophysiologischen Untersuchung die Zel-

len dann gemaf ihrer Fluoreszenz ausgewahlt.

2.1.3 Fremdpraparationen

Gesamt-RNS einer Koérnerzellenprimarkultur aus dem Kleinhirn von Ratten (Tag (P)7 nach
Geburt) wurde freundlicherweise von Prof. Pietrobon (Universitat zu Padua, Italien) zur Ver-

fligung gestellt™.

2.1.4 Verwendete Mauslinien

Zur in vivo-Charakterisierung des Ca,2.3-Proteins wurden Langerhans’sche Inseln aus fol-
genden Mausstammen der hauseigenen Tierhaltung isoliert:

- C57Bl/6, Alter: 11-25 Wochen

- FVB/N, Alter: 5 Wochen

- olE (+/-), Alter: 11-25 Wochen

Im Rahmen der Untersuchungen konnte auf die zeitgleich in unserer Arbeitsgruppe von Dr.
Pereverzev und Dipl.-Biol. Gissel erstellte Ca,2.3-defiziente Mauslinie o1E(-/-) zurlickgegrif-
fen werden'™. Die in vivo-Geninaktivierung wurde unter Verwendung des Cre/loxP-

Systems'®

durchgefuhrt, welches im Institut flir Genetik, Lehrstuhl Prof. Rajewski, entwickelt
wurde.

Die erzeugte Mauslinie a1E(-/-) weist keine pranatale Letalitat oder einen auffalligen patho-
genen Phanotyp auf und besitzt fertile Individuen. Die WurfgroRen unterscheiden sich nicht
von denen der entsprechenden Kontrolltiere und auch wahrend der ersten 6-8 Wochen kann
keine veranderte Physiologie der Nachkommen entdeckt werden. Ab diesem Zeitpunkt (Ge-
schlechtsreife) jedoch zeigen die Ca,2.3-defizienten Tiere und dabei besonders die Weib-

chen eine starkere Gewichtszunahme als C57BL/6- bzw. Ca,2.3(fl/fl)-Nachkommen®*.
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Alle Mause wurden bei konstanten Temperaturen (22°C-23°C), Helligkeit zwischen 7:00 und
19:00 Uhr und freiem Zugang zu Wasser und Nahrung gehalten. Letztere bestand aus einer
handelslblichen Diat (Altromin, Lage) und enthielt 22,5% Protein-, 5% Fett- und 4,5% Bal-

laststoffanteile.

2.2 Zusammensetzung haufig verwendeter Puffer und Lésungen

Im folgenden ist die Zusammensetzung im Text nicht naher beschriebener Puffer und L6-

sungen angegeben. Soweit nicht anders erwahnt, wurden die Feinchemikalien von Merck

Eurolab, Darmstadt bezogen.

DEPC-H,O: H,O (MilliQ, Millipore, Molsheim) mit 0,01%(v/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC;
Amresco, Solon, USA) versetzen, die Losung Uber Nacht unterm Abzug auf-
bewahren und am nachsten Tag autoklavieren

Hanks-Puffer: 137 mM NaCl (Roth, Karlsruhe)

5 mM KClI

2,7 mM CaCl, x 2 H,O

0,8 mM MgSO, x 7 H,O

4,2 mM Na,HPO, x 2 H,O

4,4 mM KH,PO,

4,2 mM NaHCO;

1 mM HEPES (freie Saure; Sigma, Deisenhofen), pH 7,25

KRB: 20 ml ,mixed salts” (s.u.)

16 ml ,NaCl-NaHCO;* (s.u.)

1 ml 1 M HEPES (Sigma, Deisenhofen)

63 ml H,O tridest, pH 7,4

+ 0,5% BSA (Kat.Nr. A-2153; Sigma, Deisenhofen)

,mixed salts*: 605 mM NacCl
24 mM KCI
5 mM CacCl,
3,5 mM KH,PO,
6 mM MgSO,
,NaCl-NaHCO;": 91 mM NacCl
31 mM NaHCO;
LB: 10 g Bacto-Trypton (Difco, Hamburg)
5 g Bacto-yeast-extract (Difco, Hamburg)
10 g NaCl
PBS: 136 mM NaCl
3,67 mM KCI

9 mM NazHPO4
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1,7 mM KHPO,, pH 7,4

PBST: PBS (s.0.) + 0,1 % Tween-20
SOB: 20 g Bacto-Trypton
5 g Bacto-yeast-extract
0,5 g NaCl
SOC: SOB (s.0.) + 20 mM Glukose (Sigma, Deisenhofen)

SSC (20x): 3 M NaCl

0,3 M Natrium-acetat

TBE: 50 mM Tris-Borsaure, pH 7,4 (Sigma, Deisenhofen)
1 mM EDTA (Sigma, Deisenhofen)

TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA

TENS: TE-Puffer +
150 mM NaOH

0,75%(w/v) SDS (Sigma, Deisenhofen)

2.3 Oligodesoxynukleotide
Oligodesoxynukleotide wurden entweder von Eurogenentec (Seraing, Belgien), GibcoBRL

(Karlsruhe) oder dem Institut flr Genetik, Universitat zu Kéln bezogen.

2.3.1 Oligonukleotide fiir die Expressionsanalyse

Die verwendeten Oligonukleotidpaare der RT-PCR-Analyse sind jeweils in Sense- (+) oder
Antisense- (-) Orientierung in 5°—3-Richtung als Vorwarts (V) oder Revers (R)-Oligonuk-
leotid angegeben und numeriert. Die Accession Nummer in GenBank (NCBI, Bethesda,

USA) und die Sequenzposition auf dem betreffenden Gen sind in Klammern dargestellt

(Tabelle 2).
Im Falle der Ca,2.3-Untereinheit (Tabelle 3) wurden die Oligonukleotidprimer flankierend zu
variablen Bereichen der publizierten Sequenzen angepasst und nicht entsprechend der Syn-

thesesoftware (siehe 3.1.6.1) entworfen.

2.3.2 Oligonukleotide flr die Struktur-Funktionsanalyse

Zur Generierung des Antisense-Fragments (siehe 4.2), der Punktmutationen (siehe 3.1.5.6)
sowie zur Chimarenkonstruktion und cDNS-Deletion von a1E-Varianten, die in der Modulati-
onsanalyse (siehe 4.5) untersucht wurden, wurden PCR-Synthesen durch Pwo-Polymerasen

mit Enzym-katalysierter Fehlerkorrektur (siehe 3.1.6.3) verwendet. Die dabei eingesetzten

Oligonukleotide sind in|Tabelle 4 dargestellt.
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Gen +/- |Maus GrofRe | Ratte Grole
/bp /bp
V | 1243 (LO1776: nt 3456 - 3476) 3252 (M67515: nt 2843-
5-TCA GCC CAA AAG GAG 2860)
Ca,1.2 GAG GAA-3 393 |[5-CCC CCG GCC CCT GTC| 4p9
R | 1242 (nt 3848 - 3829) TGA-3
5-GTG GCA CTG CAG GCG 3249 nt 3311 - 3292)
GAA CC-3° 5-CCC CTT GGC CCT GTT
GAT GG-3°
VvV [763 763 (M57682: nt 2849 - 2868)
5-AAA ATT GCC AGA AAA 5-AAA ATT GCC AGA AAA
Ca,1.3 GAAAG-3' 266 |CGAAAG-3 266
R |762 762 (nt 3114 - 3098)
5-CTG GCT TCG GGC ATG 5-CTG GCT TCG GGC ATG
GG-3 GG-3
V | 761 (U76716: nt 3040 - 3056) 761 (M64737: nt 3184 - 3200)
5-GGT CCC GCC TTG GCC 5-GGT CCC GCC TTG GCC
Ca,2.1 AC-3 335 |AC-3 335
R | 760 (nt 3374 - nt 3358) 760 (nt 3518 - nt 3502)
5-CTG TAG GGC GGC ATG 5-CTG TAG GGC GGC ATG
GG-3 GG-3
V | 759 (U04999: nt 3280 - 3296) 759 (M92905: nt 3190 - 3206)
5-CGG ATG GGC AGT CAG 5-CGG ATG GGC AGT CAG
Ca,2.2 cC-3' 188 | CC-3' 188
R | 758 (nt 3467 - nt 3451) 758 (nt 3377 - 3361)
5-CTG TAG GGA ACG ATG 5-CTG TAG GGA ACG ATG
GG-3 GG-3
V [9799(J00423: nt 576 — 594) 9799 (M63983: nt 587 — 605)
5-GCT GGT GAA AAG GAC 5-GCT GGT GAA AAG GAC
HPRT CTC T-3 249 |CTCT-3 246
R | 9798(J00423: nt 824 — 805) 3251 (nt 832 — 813)
5-CAC AGG ACT AGA ACG
TCT GC-3°
Tabelle 2: Sequenzen der verwendeten Analyse-Oligonukleotidpaare.
Region |+/ |Maus GroRe | Ratte Grole
- /bp /bp
V | 3419 (L29346: nt 610 - 629) 5'- 3420 (L15453: nt 44 - 67)
Amino- GCT TCG GGG AGG CGG 5-TGG AGC GAT TCA TAC
terminus TGG TC-3' 354 |CTGTTCTTC-3' 272
R |3417 (nt 963 - 943) 3418 (nt 315 - 296)
5-TGG GGG TCT TGT CAT 5-GCG GCC AAT CGA TGA
CCT CAG-3° GTTTC-3
V |524 (L29346: nt 6396- 6416) 524 (L15453: nt 5835 - 5855)
Carboxy- 5-CTG AGT GGT CGG AGT 5-CTG AGT GGT CGG AGT
terminus GGA TAC-3' 369 |GGATAC-3 369
R |525 (nt 6764 - 6744) 3250 (nt 6203 - 6183)
5-AGA GAG GAG GTG CTT 5-AGA GAG GAG ATG CTT
TCGTTC-3 TCGTTC-3
\Y - 3643 (L15453: nt 2246-2263) 5'-
N-11l- GGA GGT CAG CCC GAT GTC-| 420,
Schleife 3 399,
R ) 3642 (L15453: nt 2665-2648) 363
5-GGG CTC CTC TGG TTG
TCC-3°

Tabelle 3: Sequenzen Ca,2.3-spezifischer Analyse-Oligonukleotidpaare.
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Name Matrize |+/- |Position des 5 -Nukleotids und Sequenz
ale-asf Ca,2.3 V |nt182 5-GCA GAG GGC GAC TAT GGC TTT GTA-3"'
ale-asr Ca,2.3 R |nt1292 5°-CAA AAG GAG CCG GAC GGA GG-3°
2692 (532) | Ca,2.3 V | nt1387 5-AAA GGC TTC TGC GCATCG CGA T-3
2693 (5633) | Ca,2.3 R |nt1890 5-TAA ACC TGC CTC CAA ATA ACT GC-3'
2778 (542) | Ca,2.3 V |nt219 5-GGA GAA GAT AAC ATT GTC AGG AAAT-3
2779 (543) | Ca,2.3 R |nt1417 5-ATG TGG CGA ATG GCG ATG C-3°
3161 (548) | Ca,2.1 R |nt1761 5-AAC TGA GTA CAG TCC AGT AGA A-3°
3162 (550) | Ca,2.3 V |nt 1234 5°-GAA GGG CAG CCA TCA AGA GG-&
3163 (551) | Ca,2.3 R |nt1266 5-CCT CTG TCC GGC CCC TCT T-3°
3164 (549) | Ca,2.3 R |nt1266 5-CCT CTG TCC GGC TCC TCT T-3°
3165 (5652) | Ca,2.1 V |nt1279 5-GGA ACT GGT TGT ACT TCA TCC-3°
50272511 Ca2.3 R [nt 113 5-GGA TCG ATG GCC GCC TGC CCC GAG GCC
(NC-Link) GG-32
607742 Ca,2.3 V |nt 150 5 - TTA AGC TTA ATT AAA CCT CAG GAT GGC
(HN-Kozak) TTT GTACAACCC C-3°°
T7- pcDNA3 | V |nt863 5 -TAA TAC GAC TCA CTATAG GG-3°
Standard

Tabelle 4: Sequenzen der verwendeten Synthese-Oligonukleotidpaare.

(1) Das unterstrichene ATG-Trinukleotid entspricht dem Startcodon der cDNS.

(2) Die ersten beiden Guanin-Nukleotide wurden eingefiihrt, um den nachtraglichen Verdau mit Cla /
(ATCGAT) zu ermdglichen, dann beginnt die Ca,2.3-spezifische Sequenz mit nt 113.

(3) Am 5°-Ende dienen die beiden Thymidin-Nukleotide wieder zur Optimierung der nachfolgenden
HinD Ill-Erkennungssequenz (AAGCTT); dann folgen 14 Basen einer Minimal-Kozak-Sequenz (AAT-
TAAACCTCAGG), bevor die Sequenz mit dem Startcodon ATG (nt 150) Ca,2.3-spezifisch wird.
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2.4 Vektoren

- pcDNAS3 (Invitrogen, Groningen, Niederlande)

modifiziert: pcDNA3.1+ Ca,2.3d,,m (freundlicherweise von Dr. Pereverzev zur Verfligung
gestellt)

- pcAGGS (freundlicherweise von Prof. Okabe, Osaka, Japan zur Verfigung gestellt)
modifiziert: pcAGGS + a-Aktin-Promotor + GFP (freundlicherweise von Dr. Kolossov, Institut
fur Neurophysiologie der Universitat zu Koln zur Verfiigung gestellt)

- pGemZf3- (Stratagene, Heidelberg)

modifiziert: pGemZf3- + Ca,2.3dnum (freundlicherweise von Dr. Schneider zur Verfigung ge-
stellt)

3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Arbeiten

3.1.1 Genetische Transformation von E. coli

3.1.1.1 Verwendete Bakterienstémme

Als Wirtszellen flr Experimente mit rekombinanter DNS wurden folgende kommerziell erhalt-

lichen E. coli-Stamme verwendet:

XL1-Blue strain: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F proAB laql’ TAM15
Tn10 (Tet")] (Stratagene, Heidelberg)

XL2-Blue strain: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F proAB laql’ TAM15
Tn10 (Tet") Amy Cam'? (Stratagene, Heidelberg)

DH50F : supE44 AlacU169 (D80 lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1

Durch Vorbehandlung mit Schwermetallsalzen nach Hanahan'® wurde die Transformations-

effizienz der erhaltenen ,kompetenten“ Zellen erhéht.

3.1.1.2 Genetische Transformation von E. coli

Kompetente E. coli wurden auf Eis aufgetaut, je 50 pl in ein vorgeklhltes Eppendorfgefa
pipettiert und mit 10-100 ng Plasmid-DNS bzw. 1-3 pl eines Ligationsmixes (siehe 3.1.5.3)
durch Pipettieren gemischt. Nach Inkubation von 30 min auf Eis, wahrenddessen Plasmid-
DNS und E. coil-Zellwand ein lockeres Aggregat bilden, wurde der Transformationsansatz
exakt 1 min im Wasserbad auf 42°C erhitzt und anschlieRend 2 min auf Eis abgekuhlt. Durch
Zugabe von 1 ml SOC-Medium (siehe 2.3) unter der sterilen Werkbank und Inkubation bei
37°C mit 250 Upm fiur 1 h auf einem Inkubator-Schittler (Incubator shaker G25; New Brun-
swick Scientific Co., Edison, USA) wurden die Uberlebenden Bakterien vermehrt. Anschlie-
Rend wurden die Zellen mit 2700 x g fiir 5 min bei RT pelletiert, 950 ul des Uberstandes ver-

worfen und das Bakterienpellet in den restlichen 50 ul resuspendiert. Dieser Ansatz wurde
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auf LB-Agarplatten, die Ampicillin (Serva, Heidelberg) in einer finalen Konzentration von 100
pug/ml enthielten, ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die trans-
formierten Zellen wurden wahrend des nachtlichen Wachstums anhand der plasmidkodierten

Ampicillin-Resistenz selektioniert.

3.1.2 Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren

3.1.2.1 Isolierung genomischer DNS aus kultivierten Zellen
In Kultur gehaltene INS-1-Zellen wurden in einer sterilen Petrischale (& 6 cm) bis zur Kon-
fluenz gezichtet (2-5 Mio. Zellen). Das Medium wurde abgesaugt und einmal mit warmen
PBS gewaschen. Zur Lyse wurden 3 ml Digestion buffer + 0,05%(w/v) Proteinase K (Roche
biochemicals, Mannheim) zugegeben, die Zellen durch gleichmaRiges Verteilen mit der Pi-
pettenspitze lysiert, die viskose Ldsung in zwei 500 ul-Aliquots aufgetrennt und in zwei pp-
tubes Uberfuhrt.

Digestion buffer (pH 8,0):

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCI

25 mM EDTA

0,5%(w/v) SDS

Der Verdau wurde Uber Nacht bei 50°C auf dem Schuttler fortgesetzt.

Das Zellhomogenat wurde mit 3 ml Tris-gepuffertem Phenol (pH 7,9; Roth, Karlsruhe) ver-
setzt und bei RT unter leichtem Schiutteln fir 30 min extrahiert. Nach Zugabe von 500 pl
Chloroform (Amresco, Solon, USA) wurde zur Phasenseparation mit 2000 x g fir 10 min
zentrifugiert. Die walirige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefall Uberfluhrt und mit fri-
schem Phenol/Chloroform (1:1) und Wiederholung der Inkubation- und Zentrifugationsschrit-
te solange extrahiert, bis die Interphase klar blieb. Nach Zugabe von 1/4 Vol. 10 M Ammoni-
umacetat und 2,5 Volumen Ethanol p.a. wurde durch Schitteln fir 20 min die Prazipitation
der genomischen DNS eingeleitet. Nach einer Zentrifugation mit 2000 x g fir 15 min, Ver-
dampfen des Uberstandes und Waschen des Pellets mit 70%(v/v) Ethanol wurde die prazipi-
tierte DNS fir 30 min bis 1 h bei RT luftgetrocknet. Zum Auflésen der DNS wurden 100 pl
TE-Puffer zugegeben und tdber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Morgen wurde mit ei-
ner abgeschnittenen gelben Pipettenspitze, um Scherungskrafte zu minimieren, kurz homo-
genisiert und abschlieRend 1 pl zur photometrischen Konzentrationsbestimmung bei 260 nm

entnommen.

3.1.2.2 Isolierung von Gesamt-RNS aus Rattengeweben und ES-Zellen-Aggregaten

Gesamt-RNS aus dem Hirngewebe adulter Ratten bzw. kultivierten BLC6-Zell-Aggregaten
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wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi™" isoliert. Dabei treten im sauren
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Milieu einer phenolhaltigen Emulsion die RNS bevorzugt in die wassrige und die weniger
azide DNS sowie die durch das chaotrope Guanidiniumthiozyanat denaturierten Proteine
eher in die organische Phase Uber. Im folgenden wird das Protokoll zur Praparation aus Or-
gangewebe beschrieben; die Praparation von Gesamt-RNS aus kultivierten BLC6-Zell-
Aggregaten wurde entsprechend angewendet, allerdings ohne die Homogenisation im fllssi-
gem Stickstoff.
Frisch getdteten Ratten wurden auf Eis die Gehirne entnommen und im Tiefkuhlschrank bei
—80°C gelagert. Die Gewebe wurden unter flissigem Stickstoff im Morser zu einem feinen
Pulver zermahlen, von dem etwa 1 g Feuchtgewicht in 15 ml Lysepuffer A Uberflhrt wurden.

Lysepuffer A (pH 7.0):

4,23 M Guanidiniumthiozyanat (Amresco, Solon, USA)

50 mM KaliumphosphatEI

10 mM EDTA

1%(v/v) B-Mercaptoethanol (Amresco, Solon, USA)

0,5%(v/v) Natrium-N-Laurylsarcosin

0,1%(v/v) Anti-foam (Sigma, Deisenhofen)

Mit Hilfe eines Ultra-Turrax (JKA-Labortechnik, Fisher Scientific, Disseldorf) wurde die Sus-
pension eine Minute lang homogenisiert und anschlieRend durch eine Zentrifugation mit
2750 x g fur 10 min bei 4°C von unldslichen Rickstanden befreit.

Zum léslichen Uberstand wurden 0,1 Vol. 2 M Natriumacetat, pH 4,0, 1 Vol. saures wasser-
gesattigtes Phenol (Amresco, Solon, USA) und 0,4 Vol. Chloroform gegeben. Der Ansatz
wurde grindlich gemischt und fir 15 min auf Eis gestellt. Nach Zentrifugation mit 2500xg fur
20 min bei 4°C wurde die organische Phase verworfen, der wassrige Uberstand in ein neues
Plastikgefal® Gberfihrt und mit 0,5 Vol. saurem, wasser-gesattigtem Phenol und 0,5 Vol.
Chloroform versetzt, gevortext, fur 15 min auf Eis inkubiert und unter den gleichen Bedin-
gungen wie zuvor zentrifugiert. Diese Extraktionen wurden solange wiederholt, bis die Zwi-
schenphase nach der Zentrifugation klar blieb.

Die Prazipitation der gereinigten RNS erfolgte mit 1 Vol. Isopropanol Gber Nacht bei —20°C.
Am nachsten Tag wurde die Lésung mit 2500 x g fiir 20 min bei 4°C zentrifugiert, der Uber-
stand vorsichtig dekantiert und das Pellet mit 2 ml eiskaltem, auf —20°C vorgekihltem
70%(v/v) Ethanol gewaschen. Nach 10 minltiger Zentrifugation mit 2500 x g bei 4°C wurde
der Uberstand verworfen und der Waschschritt noch einmal wiederholt. Der Riickstand wur-
de in 2 ml Wasser geldst, zweimal mit 1 Vol. Phenol/Chloroform (1:1 Vol., pH 6,5-7 durch
Zugabe von Tris-HCI eingestellt) und einmal mit 1 Vol. Chloroform extrahiert. Es folgte eine
erneute Prazipitation der RNS in final 70% Ethanol Uber Nacht bei 4°C. Am nachsten Tag

wurde der Uberstand nach einer Zentrifugation mit 2500 x g fir 20 min bei 4°C dekantiert

VM ,Kaliumphosphat“ wurde hergestellt aus 61,5 %(v/v) 1 M K;HPO,4 und 38,5 %(v/v) 1 M KH,PO,.
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und der Niederschlag noch zweimal mit kaltem 70%(v/v) Ethanol nachgewachsen. Das
feuchte Pellet wurde mit Hilfe einer Speedvac-Zentrifuge (Maxi dry plus™) im Vakuum ge-
trocknet und in DEPC-behandeltem Wasser (siehe 2.3) aufgenommen

Jede RNS-Charge wurde spektrophotometrisch quantifiziert (siehe 3.1.4.1; Verdinnungen
zwischen 0,5 -3 pg GesamtRNS/ pl H,O-DEPC) und durch eine denaturierende Gele-
lektrophorese (siehe 3.1.3.2) bzw. eine RT-PCR mit Housekeeper-Oligonukleotiden (siehe
3.1.6) auf ihre Qualitat hin Uberprift.

3.1.2.3 Isolierung von Gesamt-RNS aus kultivierten Zellen
Die Isolierung von Gesamt-RNS aus kultivierten Zellen wurde auch mit Hilfe des HighPure
RNS Isolation Kit™ (Roche molecular biochemicals, Mannheim) durchgefiihrt. Dabei werden
in Gegenwart eines chaotropen Salzes Nukleinsauren spezifisch an Glasvlies-Oberflachen
gebunden. Durch eine DNAse I-Verdauungsreaktion direkt auf dem Glasvlies werden Reste
kontaminierender DNS abgebaut. Durch sukzessives Waschen mit sinkender lonenstarke
und steigendem Ethanolgehalt werden unerwiinschte Zellbestandteile, Nukleotide und Kon-
taminationen entfernt, wahrend die Nukleinsauren am Silikagel gebunden bleiben. Nach der
finalen Zugabe von reinem, DEPC-behandeltem Wasser wird die RNS von der Matrix eluiert.
In Kultur gehaltene Zellinien wurden in einer sterilen Petrischale (& 9 cm) bis zur Konfluenz
angezogen (5-10 Mio. Zellen). Das Medium wurde verworfen und zweimal mit sterilem PBS
gewaschen. Durch Zugabe von 400 upl PBS und 800 pl Lysepuffer und gleichmaRigem
Verteilen mit der Pipettenspitze wurden die Zellen lysiert.

Lysepuffer (pH 6,6):

4.5 M Guanidiniumchlorid

50 mM Tris-HCI

10%(w/v) Triton X-100

Das erhaltene, zahflissige Lysat wurde einige Male durch Pipettieren in einer 1 ml Pipette

homogenisiert, bevor es auf die Glasvliese zweier High Pure-Filter-Gefalle gegeben wurde.
Nach einer kurzen Zentrifugation mit 10800 x g fur 1 min wurde der Durchlauf verworfen und
pro Gefald 100 ul DNAse I-Lsg. (enthalt 180 U DNAse I, 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI und 10
mM MnCl,, pH 7,0) pipettiert. Es wurde 15 min bei RT inkubiert, dann 500 ul Waschpuffer |
hinzugegeben, mit 10800 x g/ 1 min zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Die Prozedur

wurde mit 500 ul Waschpuffer Il wiederholt.

Waschpuffer I: Waschpuffer Il:
5 M Guanidiniumchlorid 20 mM NaCl

20 mM Tris-HCI 2 mM Tris-HCI
37,5%(v/v) Ethanol 80%(v/v) Ethanol
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Nach Zugabe von 200 pl Waschpuffer [l mit 10800 x g/ 3 min zentrifugiert, um verbliebene
Pufferreste aus dem Glasvlies zu entfernen. Die gebundene Gesamt-RNS wurde in 50 pl
DEPC-behandeltem Wasser eluiert.

Jede RNS-Charge wurde spektrophotometrisch quantifiziert und durch eine vergleichende
RT-PCR (siehe 3.1.6) auf ihre Integritat hin Gberpruft.

3.1.2.4 Analytische Plasmid-DNS-Isolierung aus E. coli

Die analytische Plasmid-DNS-Isolierung erfolgte nach detergenter, alkalischer Lyse'® der
Bakterien. 200 pl einer Ubernachtkultur von E. coli wurden mit 200 ul TENS-Puffer (siehe
2.3) versetzt, vorsichtig geschwenkt und fir 10 min bei RT inkubiert.

Nach Ansauerung der Suspension durch Zugabe von 150 ul 3 M Natriumacetat, pH 5,2 und
vorsichtigem Schwenken wurde flir weitere 20 min bei 4°C inkubiert, so dass die ausgefallten
Proteine und Uberschissiges SDS sedimentierten. Diese unléslichen Bestandteile wurden
durch eine Zentrifugation mit 10800 x g/ 15 min bei 4°C abgetrennt. 450 pl des Uberstandes
wurden zu 1 ml absolutem Ethanol pipettiert und die Plasmid-DNS wahrend 2 h bei —20°C
oder 30 min bei —80°C ausgefallt. Nach Zentrifugation mit 10800 x g fir 30 min bei 4°C wur-
de der Uberstand dekantiert, mit 300 pl 70%(v/v) Ethanol gewaschen und das Pellet an-
schlieend bei 30°C getrocknet. Plasmid-DNS sowie koprazipitierte RNS wurden in 20 ul
Wasser aufgenommen, ldentitat und Reinheit durch Restriktionsanalyse (siehe 3.1.5.1) mit
gleichzeitigem RNAse A-Verdau (final 40 pg/ml; Qiagen, Hilden) und nachfolgender Agaro-

segelelektrophorese (siehe 3.1.3.1) Uberpruft.

3.1.2.5 Préparative Plasmid-DNS-Isolierung aus E. coli

Praparative Plasmidisolierungen aus 50-200 ml E. coli-LB-Medium erfolgten nach alkalischer
Lyse der Bakterien und saurer Ausfallung von Proteinen und Zelldebris unter Verwendung
von Anionentauschersaulen auf Kieselgel-Basis (Qiagen-Plasmid Midi bzw. Maxi Kit™; Qia-
gen, Hilden). Die Trennung von RNS und verbleibenden Zellrlickstanden erfolgt auf der Ani-
onentauschersaule durch mehrfaches Waschen mit geringerer lonenstarke, bevor die Plas-
mid-DNS zuletzt in einem Milieu hoher lonenstarke eluiert wird.

Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation mit 6000 x g flr 15 min bei 4°C pelletiert
und der Niederschlag in 10 ml Puffer P1 resuspendiert. Die Zellen wurden in 10 ml Puffer P2
5 min bei RT aufgeschlossen und die alkalische Losung durch Zugabe von 10 ml Puffer P3

fur 20 min auf Eis neutralisiert; Zusammensetzung der Puffer:

P1 (pH 8,0): P2: P3 (pH 5,5):
50 mM Tris-HCI 200 mM NaOH 3 M Kaliumacetat
10 mM EDTA 1%(w/v) SDS

100 mg/l RNAse |
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Nach einer Zentrifugation mit 26000 x g fiir 30 min bei 4°C wurde der Uberstand sofort ent-
nommen und durch sterilen Verbandmull auf eine Qiagen-Midi-tip Sdule gegeben. Wahrend
der Zentrifugation wurde die Séaule zunachst mit 4 ml Puffer QBT &quilibriert. Der Uberstand
wurde auf das Qiagen-Midi-tip aufgetragen und die Saule mit zweimal 30 ml Puffer QC ge-
waschen. Die Plasmid-DNS wurde mit Puffer QF eluiert und das Eluat mit 0,7 Volumen I-
sopropanol bei RT fir 30 min prazipitiert und mit 15000 x g fur 30 min bei 4°C zentrifugiert.

Zusammensetzung der Puffer:

QBT (pH 7,0): QC (pH 8.5): QF (pH 8.,5):

750 mM NaCl 1 M NaCl 1,25 M NaCl

50 mM MOPS 50 mM Tris-HCI 50 mM Tris-HCI
15%(v/v) Ethanol 15%(v/v) Ethanol 15%(v/v) Ethanol

0,15%(v/v) Triton X-100
Nach Waschen mit 10 ml 70%(v/v) Ethanol und Trocknen bei 30 °C wurde in 100-200 pl
Wasser aufgenommen. Die Identitdt und Reinheit des Plasmids wurde durch Restriktions-
analyse (siehe 3.1.5.1) und Agarosegelelektrophorese (siehe 3.1.3.1) Uberprift und die Kon-

zentration der Plasmid-DNS bei 260 nm spektrophotometrisch bestimmt.

3.1.2.6 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Die Isolierung von DNS-Fragmenten aus Agarose-Gelen (siehe 3.1.3.1) erfolgte unter Ver-
wendung des QIAquick Gel Extraction Kit™ (Qiagen, Hilden) mit Hilfe der Silikagel-Techno-
logie (siehe 3.1.2.3) durch selektive Adsorption von DNS an Silikat in Gegenwart von cha-
otropen Salzen. Die Zusammensetzung der Puffer ist aus patentrechtlichen Griinden nicht
bekannt.

DNS-haltige Banden wurden nach elektrophoretischer Auftrennung in Agarose-Gelen aus
dem Gel herausgeschnitten. Zu je 100 mg Gel wurden 300 ul Puffer QG gegeben und bei
50°C 10 -20 min inkubiert, bis das Gelstlick véllig aufgelést war. Nach Zugabe von 100 ul
Isopropanol pro 100 mg Gel wurde die Mischung auf eine QIAquick Spin-Saule gegeben.
Durch Zentrifugation mit 10800 x g fir 2 min, Dekantierung des Durchlaufs und Zugabe von
750 pl Puffer PE und Inkubation fir 5 min, erneute Zentrifugation mit 10800 x g/ 5 min und
Verwerfen des Durchlaufs wurde die gebundene DNS von Agarose-, Puffer- und Farbstoff-
resten gereinigt. Nach Zugabe von 30-50 ul H,O auf die Sdulenmatrix wurde zwei Minuten
gewartet, bevor durch eine finale Zentrifugation mit 10800 x g flr 3 min die Nukleinsdure

eluiert wurde.
3.1.2.7 Isolierung von DNS-Fragmenten aus Lésungen
DNS-Fragmente, die durch enzymatische Reaktionen erzeugt oder modifiziert wurden

(Restriktionsverdau, Ligation, RT-PCR 0.4.) wurden mit Hilfe des QIAquick PCR purification
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Kit™ (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Es stellt eine modifizierte Variante des QIAquick Gel
Extraction Kit™ (Qiagen, Hilden) dar und basiert auf demselben Prinzip (siehe 3.1.2.6). Die
Zusammensetzung der Puffer ist aus patentrechtlichen Griinden nicht bekannt.

Zu der zu extrahierenden Lésung wurde das dreifache Volumen Puffer PB gegeben, kurz
gevortext und die Mischung auf eine QlAquick Spin-Saule Uberfuhrt. Die weiteren Wasch-

und Elutionsschritte entsprachen denen, die in 3.1.2.6 beschrieben wurden.

3.1.3 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsduren

Aufgrund ihrer negativen UberschuRRladung wandern Nukleinsduren im elektrischen Feld zur
Anode. Da die chemischen Unterschiede zwischen Nukleinsduren eher gering sind, hangt
die Wanderungsgeschwindigkeit in einem Gelsieb in erster Linie von der MolekilgroRe ab,
so dass kleinere Molekule schneller durch das Gel wandern. Durch die Interkalation von E-
thidiumbromid zwischen die Basen der Nukleinsduren und nachfolgendem Elektronentrans-
fer erscheint der entstandene Komplex nach Anregung mit UV-Licht im sichtbaren Bereich

als rot-orange leuchtende Bande, ohne dass sich das Laufverhalten andert.

3.1.3.1 DNS-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der DNS-Fragmente erfolgte in 0,7-2,5%(w/v)-igen Agarosegelen. Die dazu
bendtigte Menge Agarose (Roth, Karlsruhe bzw. Seakem, Rockland, USA) wurde im Gelpuf-
fer 0,5xTBE suspendiert und durch kurzzeitiges Erhitzen in der Mikrowelle (fir 50 ml: 3 min
33 sek bei 360 Watt) gelést. Nach Abklhlung auf ca. 70°C wurde Ethidiumbromid (Roche
molecular biochemicals, Mannheim) in der finalen Konzentration 0,1 ug/ml hinzugeftigt und
die Lésung in eine vorbereitete Gelhalterung gegossen.

0,1-1 ug der zu untersuchenden DNS-Fragmente wurden in folgender Lésung angesetzt (bei
grolieren Mengen entsprechende Vielfache):

Agarosegel-Auftragungsmix:

1 ul Puffer H'™10x (Amersham, Braunschweig)

2 ul Dye E 190™ (Amresco, Solon; USA)

10 pl H,O
Nach dem Erkalten des Gels erfolgte die elektrophoretische Trennung bei RT in einer hori-
zontalen Kammer zwischen 17 Volt (Uber Nacht) und 120 Volt. Fluoreszierende DNS-
Banden konnten durch Auflegen auf einen UV-Strahler (Herolab™ UV-T 28M) mit Hilfe einer
Videokamera (UVP) photographiert werden.

3.1.3.2 Denaturierende RNS-Agarose-Gelelektrophorese
Die Auftrennung von Ribonukleinsauren erfolgte in 1,2%(w/v)-igen Agarosegelen unter dena-

turierenden Bedingungen, um die gegeniber DNS-Molekilen weitaus stabileren RNS-
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Sekundarstrukuren, die zu einem gréfienunabhangigen Laufverhalten flihren, zu eliminieren.
Der Gelpuffer wurde folgendermaflen angesetzt:

RNS-Gelpuffer (ad 50 ml):

10 ml 37%(v/v) Formaldehyd (Sigma, Deisenhofen)

5 ml MOPS10x-Laufpuffer, pH 7,0

35 ml DEPC-behandeltes H,O

12 ul eines Denaturierungspuffers wurden zu ca. 2 ug Gesamt-RNS und 1 pl Ethidiumbromid

(Stammlésung 5 mg/ml) gegeben und fir 5 min auf 65°C erhitzt. Da Ethidiumbromid wesent-
lich schlechter in Einzelstrang-Nukleinsauren interkaliert, wurde der Farbstoff direkt zur Pro-
be hinzugegeben. Der Denaturierungspuffer war folgendermallen zusammengesetzt:
Denaturierungspuffer (ad 90 pl):
60 ul Formamid (Roth, Karlsruhe)
20 ul Formaldehyd (Sigma, Deisenhofen)
10 pl MOPS10x-Laufpuffer
Die Probe wurde fir 10 min auf Eis abgekuhlt. Nach Zugabe von 3 pl des Auftragepuffers

wurde das Gemisch in einer horizontalen Gelkammer bei 60-90 Volt elektrophoretisch ge-
trennt. Zusammensetzung des Auftragepuffers:

Auftragepuffer:

50 mM HEPES, pH 7,0 (Roth, Karlsruhe)

10% Ficoll (Amersham pharmacia biotech, Freiburg)

0,25% Bromphenolblau (Amersham pharmacia biotech, Freiburg)
Die Integritat und damit die Qualitat der isolierten RNS wurde anhand der diskreten riboso-
malen Banden fur die 18 S- und 28 S-rRNS abgeschatzt, die im Idealfall ein Intensitatsver-

héltnis von 2:1 zugunsten der oberen Bande aufweisen.

3.1.3.3 GréBenstandards

Zur GroRenermittlung der elektrophoretisch aufgetrennten DNS-Fragmente wurden parallel
auf allen Gelen die folgenden Grofenstandards aufgetragen und getrennt:

Zur Ermittlung gréRerer Fragmente wurde eine 1 kb-Leiter™(Gibco BRL, Life Technologies,
Eggenstein) verwendet, deren Banden jeweils 1-12 Wiederholungen eines 1018 bp-DNS-
Fragmentes'® enthalten.

Zur Ermittlung kleiner Fragmente wurde der Molekulargewichtsmarker 100 bp-ladder™
(Pharmacia, Freiburg) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen Restriktionsverdau zwei-
er Plasmide, wodurch Fragmente mit einem Vielfachen von 100 bp Lange entstehen sowie

ein Hauptprodukt von 792 bp. Der GréRRenstandard wurde dann folgendermalien angesetzt:
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100 bp-Leiter™:

1 Vol. 100 bp-ladder™-Stammisg (1 pg/ul)

1 Vol. Puffer H"™10x (Amersham, Braunschweig)
1,5 Vol. Dye E 190™ (Amresco, Solon; USA)

6,5 Vol. H,0O

3.1.4 Detektion und Identifizierung von Nukleinsauren

3.1.4.1 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Eine Nukleinsaurealiquot wurde 1:100 in H,O verdiinnt und die Absorption der Probe gegen
das Lésungsmittel bei 260 nm bzw. 280 nm Wellenlange (ODyg bzw. OD4gp) am Pharmacia
LKB Ultrospeclll-Photometer bestimmt (Amersham pharmacia biotech, Freiburg). Die Kon-
zentration der Probe wurde aus der Absorption bei 260 nm berechnet:

c in g/l = ODog x Verdlinnung x Faktor (50 fur Plasmide, 40 fir RNS, 20 fir Oligonukleoti-
de)"'°. Der Quotient aus OD,/ODys ist ein MaR fiir die Verunreinigung der Probe durch
Proteinkontaminationen; Werte zwischen 1,6 und 1,8 (DNS) bzw. 1,7 und 2,0 (RNS) wurden

als reine Proben angesehen.

3.1.4.2 Southern-Blotting
Zur autoradiographischen Identifizierung von DNS-Fragmenten wird in der Methode nach

Southern''"11°

gelelektrophoretisch aufgetrennte DNS auf eine Nylon- oder Nitrozellulose-
membran transferiert und fixiert. Inkubation der Membran mit einer radioaktiv markierten mo-
bilen Nukleinsaure fiihrt bei Komplementaritat zur Hybridisierung dieser Sonde mit der ge-
suchten Sequenz. Die Exposition auf einem Rontgenfilm erlaubt dann die Bestimmung, ob
und in welcher GroRe die gesuchte DNS-Sequenz im untersuchten DNS-Gemisch vorhan-
den ist.

Genomische DNS wurde nach erfolgter Isolation (siehe 3.1.2.1) und Verdau mit Restriktions-
enzymen (siehe 3.1.5.1) gelelektrophoretisch in einem 5 mm dinnen 0.7 %(w/v)igen Agaro-
segel in 0,5xTBE-Laufpuffer Uber Nacht bei 17-25 Volt aufgetrennt. Das Gel wurde im UV-
Licht neben einem angelegten Lineal mit fluoreszierenden Ziffern photographiert und die Po-
sitionen der 2-, 3- und 4-kb-Banden der 1 kb-Leiter (GibcoBRL, Life Technologies, Eggen-
stein) dabei am Gel-Seitenrand mit Hilfe eines Skalpells markiert. Das Gel wurde dann fiir 15
min bei RT auf dem Schittler in einem Puffer (enthalt 0,25 M HCIl und 1 M NaCl) zur Depuri-
nation inkubiert und die DNS anschlief3end fur 30 min im Transferpuffer (enthalt 0,4 M Na-
OH, 1 M NaCl) denaturiert.

Die Ubertragung der DNS auf eine Hybond-N+™-Nylonmembran (Amersham pharmacia bio-
tech, Freiburg) erfolgte als alkalisch-denaturierender Kapillartransfer. Membran und What-

man3M-Papier (Whatman, Fisher scientific, Schwerte) wurden auf GelgréRRe zurechtgeschnit-
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ten und in Transferpuffer eingeweicht. In eine 18 x 30 cm-Schale, die mit 400 ml Transferpuf-
fer gefullt wurde, wurde ein Gelschlitten gelegt, auf dem zwei Whatman3M-Papierbriicken
den Kontakt zum Transferpuffer gewahrleisteten. Auf diese Bricke wurden zwei feuchte
Whatman3M-Papierstiicke und dann das Agarosegel mit der Oberseite nach unten plaziert.
Auf das Gel wurde die angefeuchtete Nylonmembran gelegt, wobei ein Rahmen aus Plastik-
folie die seitliche Begrenzung darstellte, um einen Kontakt zwischen Gel und héhergelege-
nen Papierschichten zu verhindern. Mit Hilfe eines geeigneten Stabes wurden etwaige Luft-
einschlisse aus dem Stapel herausgerollt. Auf die Membran wurden zuerst drei angefeuch-
tete und dann drei trockene Whatman3M-Papiersticke gelegt und auf diese gewdhnliches
Laborpapier bis zu einer Hohe von etwa 5 cm. Das ganze System wurde mit Plastikfolie zum
Schutz vor Austrocknung umhdllt und tber Nacht bei RT aufbewahrt. Am nachsten Morgen
wurden die Gelmarkierungen auf die Membran Ubertragen, diese dann durch Inkubation auf
PBS-getranktem Whatman3M-Papier neutralisiert und fir 2 h bei 80°C im Warmeschrank
gebacken, um die transferierte DNS an die Membran zu binden. Auf die gleiche Weise wurde
ein kleines Membranstlick (2 x 5 cm) behandelt, welches in den folgenden Schritten als Ne-
gativkontrolle verwendet wurde. Das extrahierte Gel wurde fir 30 min in PBS und Ethidi-
umbromid (final 0,1 ug/ml) inkubiert, um im UV-Licht den erfolgten Kapillartransfer anhand
etwaiger zurlickgebliebener DNS zu tberprifen.
Nach der Fixierung erfolgte die ,Church®“-Hybridisierung mit der Radiosonde. Dazu wurden
die Nylonmembranen fir 4 h im Hybridisierungspuffer bei 65°C prahybridisiert. Der Prahybri-
disierungspuffer enthielt:

Prahybridisierungspuffer (pH 7,15):

0,5M ,,Natriumphosphat“l;I

1 umol EDTA

7 %(w/v) SDS

1 %(w/v) BSA

1 %(v/v) Heringssperma-DNS-Lsg. (Sigma, Deisenhofen)

Heringssperma-DNS wurde in TE-Puffer mit einer finalen Konzentration von 20 mg/ml geldst,
einige Stunden aufgekocht, mit einer Kanile geschert und bei —20°C gelagert. Vor Zugabe
zum Prahybridisierungspuffer wurde sie noch einmal fir 1 h bei 95°C gekocht.

Zur Hybridisierung wurde die radioaktiv markierte Sonde (siehe 3.1.5.5) 5 min bei 95°C de-
naturiert, anschlieRend flr 10 min auf Eis gekihlt und zum Hybridisierungspuffer gegeben,
der die gleiche Zusammensetzung wie der Prahybridisierungspuffer aufwies. Fir 8 x 15 cm
grolde Nylonmembranen wurden 20 ml Hybridisierungspuffer in einer 10 x 20 cm Plastikbox
verwendet, die Gber Nacht auf einem Schiittler bei 65°C inkubiert wurde. Fir gréRere Memb-

ranen wurde die Hybridisierung tber Nacht bei 65°C in 7 ml Puffer durchgeflihrt, die in Fla-

¥ aquimolar aus 1 M Na,HPO, und 1 M NaH,PO, hergestellt
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schen im Drehofen (Hybaid, Middlesex, GB) rotiert wurden. Am nachsten Morgen wurde die
ungebundene Radiosonde von den Membranen zunachst mit 50 ml vorgewarmter Hybridisie-
rungslésung abgewaschen und anschliel’end mit verschiedenen Waschlésungen absteigen-
der lonenstarke inkubiert. Die folgenden Lésungen wurden dabei jeweils flir 20 min bei 65°C
verwendet:

5x SSC, 0,1% SDS

2 x SSC, 0,1% SDS

0,5 x SSC, 0,1% SDS

0,2 x SSC, 0,1% SDS
War die Negativkontrolle nach den angegebenen Durchlaufen noch nicht strahlungsfrei, wur-
de mit 0,2 x SSC-Lésung solange nachgewaschen, bis der Geiger-Muller-Zahler (Berthold

LB 122, Pforzheim) keine erhéhte Strahlung mehr detektierte. Zu diesem Zeitpunkt wies die
DNS-beschichtete Membran eine Strahlungsintensitat zwischen 0,5-1,5 Bq/ cm? auf. Beide
Membranstucke wurden in Plastikfolie geschweildt und in einer Réntgenkassette mit einem
Roéntgenfilm (Biomax™; Kodak) bei —80°C flir 2-5 Tage inkubiert. Die Entwicklung des Auto-

radiogramms erfolgte mit Hilfe eines Agfa Curix 60-Entwicklers (Agfa, Leverkusen).

3.1.4.3. Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden vom ZMMK-Servicelabor Institut flir Biochemie der medizini-
schen Einrichtungen, Universitat Kéln auf einem ABI Prism™ 377 DNS Sequencer (Perkin
Elmer/ Applied Biosystems) mit Hilfe des Tag FS dyedesoxy-terminator cycle-

sequenzierungs Kit (Perkin Elmer, Weiterstedt) durchgefihrt.

3.1.5 Modifikation von Nukleinsauren
3.1.5.1 Spaltung von DNS mit DNS-Restriktionsendonukleasen

Far die Spaltung von DNS wurden kaufliche Restriktionsendonukleasen und die dazugehori-

gen Reaktionspuffer eingesetzt. Die Reaktionen wurden nach den Angaben der Hersteller
durchgefiihrt.

Analytischer Verdau. Es wurden 0,3-1 pg Plasmid-DNS in einem Volumen von 10 ul 90 min
bei 37°C gespalten. Die eingesetzte Enzymmenge betrug 2-5 U pro ug eingesetzter DNS.
Praparativer Verdau. Es wurden 10-40 ug Plasmid-DNS in einem Volumen gespalten, in
dem die zugesetzte Enzymldsung 10% nicht Uberstieg. Der Verdau wurde in Gegenwart von
1-2 U pro g eingesetzter Plasmid-DNS (ber einen Zeitraum von mindestens 8 h durchge-
fuhrt.

Praparativer Verdau genomischer DNS. Dabei wurde zunachst ein Teil der verwendeten
Enzymmenge unter griindlichem Mischen zur Plasmidlésung pipettiert, 2 h bei der angege-

benen Temperatur verdaut, dann die Gbrige Enzymlésung durch sorgfaltiges Mischen hinzu-
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gegeben und Uber Nacht inkubiert. Die Zugabe von Spermidin (final 4%; Sigma, Deisenho-
fen) zum Reaktionsgemisch fuhrte zu einer entscheidenden Verbesserung, insofern der Ver-

dau in Gegenwart von Hochsalzpuffern durchgefiihrt wurde.

3.1.5.2 Generierung stumpfer Plasmid-DNS-Enden
Kohasive DNS-Enden (terminale einzelstrangige Nukleotidiberhange, ,sticky ends®) wurden
durch das Klenow-Enzym, der grof3en Untereinheit der DNS-Polymerase | aus E. coli, aufge-
flillt, so dass die entsprechenden stumpfen Enden ohne terminale Uberhénge (,blunt ends®)
miteinander ligiert werden konnten. Dazu wurden 2 ug der entsprechenden DNS mit 50 ymol
eines dNTP-Gemisches (Roche biochemicals, Mannheim), 5 U des Klenow-Enzyms (USB,
Cleveland, USA) im mitgelieferten Reaktionspuffer (67 mM Kaliumacetat, 6,6 mM MgCl., 1
mM 2-Mercaptoethanol, pH 7,4) in final 20 pl fir 15 min bei 30°C inkubiert. Durch die Zugabe
von 25 mmol EDTA und Erhitzen auf 75°C fir 15 min wurde die Reaktion abgestoppt, die
DNS-Fragmente durch das QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt (sie-
he 3.1.2.7).

Klenow-Puffer (pH 7.4):

67 mM K-Acetat

6,6 mM MgCl,

1 mM 2-Mercaptoethanol

3.1.5.3 Dephosphorylierung von DNS
Vor Ligationen mit ,blunt end“-Fragmenten (stumpfe DNS-Enden) und im Falle von Ligatio-
nen von Produkten, die nur mit einem Restriktionsenzym behandelt worden waren (mit oder
ohne terminale Uberhange) wurden die 5 -Phosphatgruppen der linearisierten Plasmide ent-
fernt, um eine intramolekulare Selbstligation zu verhindern. Zu 10 - 20 pmol der Plasmid-
DNS wurden 0,05 Units CIAP-Enzym (calf intestinal alkaline phosphatase; Promega, Mann-
heim), 5 ul CIAP10x-Reaktionspuffer (Promega, Mannheim) in einem finalen Reaktionsvolu-
men von 50 ul gegeben, 15 min bei 37° und anschlieRend 15 min bei 56°C inkubiert.

CIAP10x-Reaktionspuffer (pH 9,3):

0,5 M Tris-HCI

10 mM MgCl,

1 mM ZnCl,

10 mM Spermidin

Nach Zugabe von weiteren 0,05 Units der Phosphatase wurden die Inkubationsschritte wie-

derholt. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 75°C fir 45 min abgestoppt und die
dephosphorylierte DNS mit Hilfe des QIAquick PCR purification Kit (Qiagen, Hilden) aufge-
reinigt (siehe 3.1.2.7).
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3.1.5.4 Ligation von DNS
Zur Insertion eines DNS-Fragmentes in ein zuvor linearisiertes Plasmid wurde die DNS-
Ligase des Bakteriophagen T4 (Roche Biochemicals, Mannheim) verwendet. Dazu wurden
15 fmol der Vektor-DNS mit 75 fmol des einzubringenden DNS-Fragmentes bzw. in einigen
Fallen die dreifache Menge an Vektor- und Fremd-DNS eingesetzt. Die DNS wurde in einem
Volumen von 10 yl mit 2 U T4 DNS-Ligase und einem laborinternen Puffer Uber Nacht bei
16°C inkubiert. 2-4 yl des Reaktionsgemisches wurden direkt zur Transformation von kompe-
tenten E. coli-Bakterien eingesetzt. Der Ligationspuffer enthielt folgende Komponenten:

Ligationspuffer (pH 7.6):

250 mM Tris-HCI

50 mM MgCl,

25%(w/v) PEG 6000 (Merck Eurolab, Darmstadt)

100 uM ATP (Sigma, Deisenhofen)

2,5 uM DTT (Amresco, Solon, USA)

3.1.5.5 Radioaktive Markierung

Die Synthese der radioaktiven Sonde, welche im Southern Blot zum Nachweis komplemen-
tarer DNS-Sequenzen verwendet wurde, erfolgte mit Hilfe des Ladderman™ Labeling Kit
(Takara, Shiga; Japan). Die Zusammensetzung des verwendeten Puffers ist aus patentrecht-
lichen Griinden nicht bekannt. 60-80 fmol der zu markierenden DNS wurden mit 2 ul eines
Oligonukleotidgemisches (,random primed“ Nonamer; Takara, Shiga) in einem finalen Volu-
men von 5 pl bei 95°C fir 5 min gekocht und fir 10 min auf Eis abgekihlt. Nach Zugabe von
10 umol eines dNTP-Gemisches (Takara, Shiga), der entsprechenden Menge an mitgeliefer-
ten Reaktionspuffers, 2,5 pl frisch markiertem [0-**P]dCTP (1,85 MBq, 50 uCi; Amersham
pharmacia biotech, Freiburg) und 2 U Bca /-Polymerase in final 25 ul wurde der Reaktions-
ansatz fur 2-4 h bei 50 °C inkubiert. Durch Zugabe von 50 mmol EDTA wurde die Reaktion
abgestoppt. Nichtinkorporierte Radionukleotide wurden durch eine Ethanolprazipitation ent-
fernt. Die Einbauraten wurden mit Hilfe des Szintillators (QC 4000 XER; Bioscan Inc., Wa-
shington, USA) bestimmt; es wurden nur solche Sonden im nachfolgenden Hybridisie-
rungsschritt (siehe 3.1.4.2) verwendet, die mindestens 50% der eingesetzten Radioaktivitat
(0,42 pM) inkorporiert hatten.

3.1.5.6 In vitro-Punktmutagenese
Der Austausch einzelner Nukleotide in Plasmid-DNS wurde durch die Verwendung syntheti-
sierter Oligonukleotide ermdglicht, in denen die geplanten Mutationen vorgegeben waren.

Die Einfihrung der Punktmutationen beruhte auf der Methode der tiberlappenden PCR.
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Abbildung 4: Methode der iiberlappenden PCR zur Einfiihrung von Punktmutationen.

Als Gegenprimer zu zwei flankierenden Oligonukleotiden, welche die Lange des Produktes
determinieren, wurden zwei Oligonukleotide synthetisiert, die die komplementare Mutation
tragen. Die Amplifikationen der jeweiligen Paare in der 1. und 2. PCR lieferten in beiden Fal-
len cDNS-Fragmente, die Uberlappende Sequenzen aufwiesen und die Mutation auf einem
der beiden Tochterstrénge, aber in verschiedenen Orientierungen besalRen (Abbildung 4).
Wurden anschlieRend beide Amplifikationsprodukte in der 3. PCR als Matrizen fiir die flan-
kierenden Oligonukleotide eingesetzt, konnte nur ein Produkt exponentiell amplifiziert wer-
den, welches die gesamte Distanz zwischen dem Primerpaaren Uberspannt. Da die mutier-
ten Tochterstrange zueinander komplementar sind, werden sie als Produktduplex aufgefullt;
die Mutation war in dieser cDNS dann auf beiden Strangen vorhanden.

Die Methode ist relativ einfach und schnell; durch geeignete Primerwahl kann die neusynthe-
tisierte Sequenz mdglichst kurz gehalten werden, um zu viele Fehlpaarungen zu vermeiden.
Aulerdem wurden Pwo/Tag-Polymerasen-Mischung mit eingebauter 3'-5"-Exonuklease-
aktivitat verwendet (siehe 3.1.6.3), die das Risiko eines falschen Nukleotideinbaus weiter

minimieren.

3.1.5.7 Reverse Transkription
Reverse Transkriptasen, die zur Grundausstattung von Retroviren gehdren, sind DNS-
Polymerasen, die RNS in DNS umschreiben. Wie alle Polymerasen bendtigen sie kurze Oli-

gonukleotidprimer als 5°-Startpunkt der cDNS-Strangsynthese, welche sich an komplementa-
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re RNS-Sequenzen anlagern. Das folgende Standardprotokoll wurde mit sog. ,random pri-
mern“ (Roche molecular biochemicals, Mannheim), einem Hexamer-Oligonukleotidgemisch
mit wahllosen Sequenzabfolgen durchgefinhrt.
Far alle folgenden Schritte wurden zur Vermeidung einer Aerosolbildung nur gestopfte Pipet-
tenspitzen (Biozym, Hess. Oldendorf) verwendet. Die reverse Transkription wurde mit einem
Reaktionsvolumen von 10 pl auf die nachfolgende PCR-Reaktion abgestimmt. Im Ansatz
waren enthalten:

RT-Ansatz:

2 ul RT5x-Puffer (GibcoBRL, Karlsruhe)

1yl DTT (100 mM; GibcoBRL, Karlsruhe)

1 ul ANTP-Mix (je 10 mM; Roche biochemicals, Mannheim)

100 uM random primer (Roche biochemicals, Mannheim)

10 U RNAsin™ (Promega, Mannheim)

100 U M-MLV-RTase (Moloney-mouse leukemya virus-RTase; GibcoBRL,

Karlsruhe)

2 ul DEPC-behandeltes H,O
RNAsin™ ist ein Ribonukleaseinhibitor-Protein, welches einen méglichen RNS-Abbau durch
RNAsen verhindert; Zusammensetzung des RT5x-Puffers:

RT5x-Puffers (pH 8,3) :

250 mM Tris-HCI

150 mM KCI

30 mM MgCl,

50 mM Dithiothreitol
5,25 pl dieses Ansatzes wurden zur RNS-LAsung gegeben und mit DEPC-behandeltem H,O
MilliQ auf 10 pl aufgefillt. Die Proben wurden bei 37°C fur 60-90 min inkubiert und danach

bei —20°C gelagert. Eine kurzfristige Erwarmung auf 95°C flr 2 min war vorteilhaft, aber nicht

zwingend notwendig.

3.1.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Allgemein. Die Polymerase-Ketten-Reaktion besteht aus einer gewdhnlichen enzymatischen

DNS-Replikation ohne zellulare Kontrollfaktoren. Das Amplifikationspotential wird durch zwei
Modifikationen entscheidend erhéht: Durch die Verwendung hitzestabiler DNS-Polymerasen

aus Archaebakterien'?

(z.B. Tag-DNS-Polymerase aus Thermus aquaticus) muss das En-
zym nicht regeneriert werden, so dass im automatisierten Prozess die DNS-Replikation
mehrfach wiederholt werden kann. Anstatt einem Oligonukleotid (,Primer®) (wie z.B. bei der
reversen Transkription) werden zwei verwendet, die jeweils zu einem der beiden Doppel-

strange komplementar sind und gemeinsam den zu amplifizierenden Bereich einrahmen.
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Somit kénnen bei jeder Replikation aus einer doppelstrangigen DNS zwei neue Tochter-

strange entstehen, was in einer exponentiellen Amplifikation resultiert.

Oligonukleotiddesign. Zur selektiven und sensitiven Detektion von Transkripten wurden auf
Grundlage der klonierten cDNS-Sequenzen mit Hilfe des Programms ,Oligo™4.0“ (E. Rych-
lik) Oligonukleotidprimer bestimmt. AnschlieRend erfolgte ein Sequenzvergleich mit Hilfe von
.,BLASTA" des Wisconsin Sequence Analysis Package (Genetics Computer Group, Madison,
USA) bzw. des National Institute of Health (Bethesda, USA), um die Sequenzspezifitat der
Primer fir die Zielsequenz zu gewahrleisten. Als DNS-Datenbanken wurden GenEMBL (Hei-
delberg) und GenBank (NCBI Indiana, USA) durchmustert.

Interne Kontrollen. Interne PCR-Kontrollen ermdglichen einen groben Vergleich der zu
amplifizierenden Nukleinsduremenge und —qualitat. Sie sind vor allem dann sinnvoll, wenn
als Ausgangsmaterial RNS (wie in der RT-PCR) verschiedener Praparationen verwendet
wird, da spektroskopisch nicht eindeutig zwischen undegradierter und degradierter RNS un-
terschieden werden kann.

Als interner Standard wurde die Amplifikation eines 249 bp-Produktes der Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase-(HPRT)-cDNS verwendet. Dieses Enzym des Purinkatabolismus
wird in allen Zellen in relativ geringer Zahl konstitutiv exprimiert, so dass die transkribierte
cDNS ein MaR fur die Menge an intakter Gesamt-RNS darstellt. Bei einer Kontamination der
Gesamt-RNS durch genomische DNS amplifizieren die Primer einen entsprechenden HPRT-
Genabschnitt mit einer Lange von 1100 bp, so dass auch solche Verunreinigungen erkannt

werden konnen, die im RNS-Gel unentdeckt bleiben.

3.1.6.1 Analytische PCR-Amplifikation

Zum analytischen Nachweis von cDNS-Fragmenten wurde das folgende, auf die Tag-
Polymerase der Firma Promega optimierte Standardprotokoll durchgefihrt.

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Vorsichtsmalnahmen, die fir RNS-
Techniken gelten, auch bei der Polymerase-Ketten-Reaktion angewandt. Alle Schritte wur-

den auf Eis durchgefihrt. Ein 50 yl-Ansatz enthielt folgende Komponenten:

Taqg-Reaktionsansatz (pH 9,0): Taq10x-Puffer (pH 9,0):
4ul Tag10x-Puffer (Promega, Mannheim) 500 mM KCiI
2 ul MgCl, (25 mM; Promega, Mannheim) 100 mM Tris-HCI

1,25 pl Vorwarts-Oligonuk. (10 uM, siehe 2.4) 1%(v/v) Triton X-100
1,25 pl Revers-Oligonuk. (10 uM, siehe 2.4)

1,25 U Tag-Polymerase (Promega, Mannheim)

31,25 yl DEPC-behandeltes H,O
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Zum Ansatz wurden alternativ 1 oder 10 pl des RT-Ansatzes (siehe 3.2.4) gegeben. Bezlg-
lich der RT-PCR hat sich dabei die Verwendung von 1 pl als vorteilhaft hinsichtlich Sensitivi-
tat und Spezifitat erwiesen.

Zvyklenparameter:

Initiale Denaturierungsphase (94°C, 2 min)

Denaturierung (94°C, 30 sek)

Annealing (Ty, 30 sek)

Extension (72°C, 1 min)

Wiederholung der Schritte 2 bis 4 (insgesamt 35 Zyklen)

AbschlieRende Extension (72°C, 15 min)
Nach Uberschichtung des Ansatzes mit einem Tropfen Paraffindl (Fluka, Deisenhofen), um
eine Kondensation des Wassers im oberen Teil des Reaktionsgefaltes zu verhindern, wer-
den die Ansatze in dinnwandigen PCR-GefalRen (Perkin-Elmer, Weiterstedt) direkt aus dem
Eis in den auf 94 °C vorgeheizten Biometra Trio-Thermoblock (Biometra, Géttingen) Gber-
fuhrt.
Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Produkte bei —20°C oder auch RT gelagert;

5-10 pl wurden per Agarosegelelektrophorese aufgetrennt.

3.1.6.2 Préaparative PCR-Ampilifikation
Zur praparativen Synthese von cDNS-Fragmenten fur die Struktur-Funktionsanalyse wurde
das Expand™High Fidelity PCR Kit (Roche biochemicals, Mannheim) eingesetzt. Hier wird
eine Enzymmischung aus der Tag- und der Pwo-Polymerase verwendet. Da letztere eine 3'-
5°-Exonukleaseaktivitat besitzt, erhdht sich die Sequenzgenauigkeit der amplifizierten Pro-
dukte um das 3-fache. Die Zusammensetzung des Puffers ist aus patentrechtlichen Griinden
nicht bekannt.
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

Reaktionsansatz High Fidelity™:

5 ul ExpandHF 10x-Puffer

600 uM MgCl,

200 uM jedes dNTPs

je 250 nM der Oligonukleotidprimer

2,5 U der Enzymmischung

ad 50 uyl mit DEPC-behandeltem H,O
100 ng der Matrizen-DNS wurden zum Reaktionsansatz gegeben; die PCR wurde mit den
Standardzyklenparametern fur 25-30 Zyklen durchgefiihrt und anschlieend vollstandig gele-

lektrophoretisch aufgetrennt.
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3.1.6.3 Einzelzell-RT-PCR

Allgemein. Die Detektion von Nukleinsauren einer einzigen Zelle erfordert ein hohes Mal} an
Sensitivitat und Spezifitat: Saugetierzellen enthalten im allgemeinen in Abhangigkeit vom
Gewebetyp etwa 10 - 20 pg Gesamt-RNS bzw. 0,2 - 1 pg mRNS'". Setzt man den Anteil an
Ca,2.3-mRNS mit 0,1%(w/w) an, was sicherlich zu hoch ist, so erhalt man unter Berlcksich-
tigung eines Molekulargewichtes von 26,4-10° g/ mol Ca,2.3-Transkripten eine durchschnittli-
che Anzahl von 228 Molekilen Ca,2.3-RNS pro Zelle. Mit Hilfe der von B. Lambolez etablier-
ten Einzelzell-RT-PCR-Variante'™® kénnen Transkriptmengen dieser GroRenordnung detek-
tiert und visualisiert werden. Bei dieser Methode wird mit Hilfe einer Patch clamp-
MeRelektrode der zytosolische Inhalt einer Zelle ausgesaugt und die darin enthaltene RNS
nach der reversen Transkription durch eine PCR-Reaktion amplifiziert. Die dabei gestellten
Anforderungen an die Reinheit der Reagenzien sind hoch. Es hat sich als vorteilhaft erwie-
sen, zumindest fir den Zeitraum der Versuchsdurchfihrung die verwendeten Gerate und
Materialien vom allgemeinen Laborgebrauch zu separieren. Im wesentlichen kénnen vier
Problembereiche die Durchfihrung erschweren:

1. Aufgrund der Amplifikation durch 70-90 Zyklen kénnen unspezifische Amplifikationspro-
dukte mit den gewinschten cDNS-Fragmenten konkurrieren.

2. Die Zahl der Oligonukleotidprimer, die fir eine Einzelzell-RT-PCR geeignet sind, ist be-
grenzt. Die Primer missen ein Hochstmald an Spezifitdt und Sensitivitat aufweisen, einer-
seits, um die Bindung an nicht-komplementare Sequenzen zu verhindern und andererseits,
um im Reaktionsvolumen von 50 pl die wenigen DNS-Matrizen wirkungsvoll zu amplifizieren.
Daher zielt die Erhéhung der Zyklenzahl im wesentlichen darauf, die Zahl der korrekten Pri-
mer-Matrizen-Hybridisierungen zu erhdhen.

3. Interaktionen mit der Gefalwand, Luftblasen und unzureichendes Mischen kénnen die
Menge an verflugbarer Nukleinsaure weiter verringern.

4. Das Experiment bedarf zahlreicher zusatzlicher Negativkontrollen, um eine induzierte zel-
luldre Gen-Transkription von einer zufallig erfolgten zu unterschieden. Dazu zahlen z.B. Pro-

ben aus dem Medium oder von benachbarten, aber nicht untersuchten Zellen.

Durchfiihrung. Nach vorheriger elektrophysiologischer Messung wurde unter Verwendung
eines Spitzenwiderstandes von 2-5 MQ das Zytoplasma in die Messelektrode aufgesaugt,
wahrend die Zellschrumpfung durch ein Mikroskop kontrolliert wurde. Die sterile Elektroden-
pipette, die noch die elektrophysiologische Messlosung enthielt, wurde auf einer sterilen
Einmal-Spritze befestigt und die Pipettenspitze schnell in ein auf —20°C vorgekuhltes
Plastikgefal® tberfuhrt. In diesem war der komplette RT-Ansatz bereits vorgelegt. Die Pipette
wurde leicht an den Boden gedriickt, so dass die Spitze brach; dann wurde mit Hilfe der
Einmal-Spritze die Loésung hinausgedruckt, ohne dass Luftblasen in den RT-Ansatz
gelangten. Durch leichtes Klopfen wurde gemischt, kurz in einer Mikrozentrifuge mit 1500 x g
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Durch leichtes Klopfen wurde gemischt, kurz in einer Mikrozentrifuge mit 1500 x g zentrifu-
giert und der Reaktionsansatz zur reversen Transkription bei 37°C inkubiert. Nach der RT-
Inkubation wurden die Proben bis zur Amplifikation bei —80°C gelagert.

Die nachfolgende PCR-Reaktion wurde mit dem Standardprotokoll (siehe 3.3.2) durchge-
fuhrt. Die Zyklenzahl variierte i.a. zwischen 40 (bei transfizierten Zellen oder haufig transkri-
bierten cDNS) und bis zu 70 Zyklen (fur seltene Nukleinsduren wie Ca,2.3-cDNS). Hohere
Zyklenzahlen wurden vermieden. Da die Taq-Polymerase im Standardprotokoll nach 35 Zyk-
len weitgehend inaktiv ist, wurde bei hoheren Zyklenzahlen durch Aliquotierung von 5-10 pl
des Reaktionsgemisches zu einem frischen Reaktionsansatz eine zweite Amplifikationsrunde

nachgeschaltet.

3.2 Proteinbiochemische Arbeiten

3.2.1 Extraktion von Proteinen

Wahrend zur praparativen Proteinisolation von Ca,2.3-Proteinen aus Zellinien eine Mikroso-
menpraparation durchgefiihrt wurde (siehe 3.3.1.1), erfolgte die Bestimmung des Proteinge-
haltes verschiedener INS-1-Zellklone durch schnelle und einfache Proteinextraktionen. Dabei
wurden die in der Literatur beschriebenen Protokolle der jeweiligen INS-1-Zellinkubation zur

Insulinbestimmung angepasst.

3.2.1.1 Mikrosomenpréparation
Mikrosomen sind geschlossene Vesikel, die sich bei der Homogenisierung von Zellen durch
Selbstversiegelung von Membranfragmenten des endoplasmatischen Retikulums bilden.
Auf 4°C vorgekuhltes PBS wurde mit verschiedenen Proteaseinhibitoren versetzt (finale
Konzentrationsangaben):

Proteaseinhibitoren-Mischung:

200 mM PMSF (Gibco BRL/ Life Technologies, Eggenstein))

500 mM 1,10-Phenanthrolin (Serva, Heidelberg)

300 mM 2-lodacetamid (Merck Eurolab, Darmstadt)

400 mM Benzamidin (Sigma, Deisenhofen)

1 mM Pepstatin A (Bachem, Heidelberg)
1 mg/ml Leupeptin (Bachem, Heidelberg)
Zunachst wurde der hypotonische Mikorosomenpuffer auf 4°C vorgekihlt.
Mikrosomenpuffer (pH 7,5):
50 mM Tris
1 mM EDTA

Proteaseinhibitoren (s.0.)

Die folgende Praparation wurde ausschlieflich im Kiihlraum bei 4°C durchgeflhrt.
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Konfluente INS-1-Zellen wurden vom Medium befreit und einmal mit 5 ml und anschlieRend
mit 2 ml PBS + Inhibitoren pro 9 cm-Kulturschale gewaschen. Durch mehrmaliges Pipettieren
wurde der Zellrasen jeweils in 5 ml PBS + Inhibitoren resuspendiert, die Kulturschalen ab-
schliefend noch einmal mit 5 ml PBS + Inhibitoren durchgewaschen und alle Resuspensio-
nen in einem 50 ml PP-Réhrchen aufgefangen. Nach Zentrifugation mit 450 x g/ 5 min bei
4°C wurde das Zellpellet vom Uberstand befreit und in 25 ml Mikrosomenpuffer + Inhibitoren
resuspendiert. Die Losung wurde fir 20 min auf Eis inkubiert und dann erneut bei 4°C mit
450 x g/ 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein Ultrazentrifugenréhrchen Uberfiihrt,
das Sediment in 2 ml Mikrosomenpuffer + Inhibitoren resuspendiert und als Kontrollaliquot
auf —80°C tiefgefroren.

Die Sedimentation der mikrosomalen Bestandteile erfolgte wahrend der anschlielienden
Ultrazentrifugation in der Beckman L-60 Ultrazentrifuge (Beckman, Minchen; Rotor VTi 50.2)
mit 50000 x g/ 40 min im Vakuum. Das Pellet wurde in 200 pl Mikrosomenpuffer + Inhibitoren
resuspendiert, der Uberstand in Form zweier Kontrollaliquots auf —80°C tiefgefroren. Da die
Resuspension v.a. der INS-1-Zellklone erhebliche Zeit und Mihen in Anspruch nahm, wurde
in spateren Praparationen auf einen manuellen Eppendorf-Homogenisator (JKA-
Labortechnik, Fisher Scientific, Dusseldorf) zuriickgegriffen, zumal hierdurch auch die Ho-
mogenitat der Mikrosomensuspension wesentlich verbessert werden konnte. Abschlielend
wurden Ultrazentrifugenréhrchen und Homogenisator mit 50 yl Mikrosomenpuffer + Inhibito-
ren durchgesplult, die Losungen vereinigt und a 15 pl aliquotiert. Zwei Aliquots wurden zur
nachfolgenden Proteinbestimmung (BCA-Methode, siehe 3.3.2.1) verwendet und der Rest

bei —80°C eingefroren.

3.2.1.2 Proteinextraktion mit hypotonischen Zellaufschluss

Bei dieser Extraktion fuhrt die Verwendung eines hypotonischen Lysepuffers zum Platzen
der behandelten Zellen, so dass die zytosolischen Proteine in Losung gelangen. Die Extrak-
tion wurde dem Arbeitsprotokoll des Versuchsaufbau zur induzierten Insulinsekretion (siehe
3.4.2) angepasst.

Die erste Inkubation der INS-1-Zellklone, die zur Proteinbestimmung vorgesehen waren,
wurde in 500 pl KRB-Puffer ohne BSA, die zweite Inkubation in 500 yl Mikrosomenpuffer +
Inhibitoren (siehe 3.3.1.1) durchgefihrt. Nach Entnahme des Uberstandes wurde dieser mit
65 x g/ 5 min bei 4°C zentrifugiert, 300 pl des Uberstandes entnommen und bis zur Quantifi-
zierung bei —80°C eingefroren. Zur Analyse durch den Bradford-Assay wurden 30 pl einge-
setzt, bei Durchflihrung der BCA-Methode 50-100 pl.
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3.2.1.3 Proteinextraktion mit Glyzerin
Die folgende Proteinextraktion durch eine Glyzerinsolubilisierung von Damm'* wurde dem
Arbeitsprotokoll der induzierten Insulinsekretion (siehe 3.4.2) angepal3t. Aufgrund der Anwe-
senheit von Dithiothreitol (DTT) im Lysepuffer wurde fiir die Proteinquantifizierung ein Brad-
ford-Assay durchgefihrt (siehe 3.3.2.2).
Die erste Inkubation der INS-1-Zellklone, die zur Proteinbestimmung vorgesehen waren,
wurde in 500 yl KRB-Puffer ohne BSA durchgefiihrt, die zweite in 500 ul PBS, pH 7,4. Bei
der Entnahme der Uberstdnde wurde der Zellrasen mit einer blauen Pipettenspitze abge-
kratzt und anschlieRend mit 65 x g/ 5min bei 4°C pelletiert. Nach Dekantierung des Uber-
standes wurden 100 pyl Damm-Puffer hinzugegeben. Dieser war folgendermalien zusam-
mengesetzt:

Damm-Puffer (pH 7,9):

20 mM HEPES

400 mM KCI

2 mM DTT (GibcoBRL, Karlsruhe)

20%(v/v) Glyzerin (Roth, Karlsruhe)

Das Gemisch wurde fir 20 sek gevortext und dann bis zur Quantifizierung auf —80°C einge-

froren. Dann wurden die Proben auf Eis angetaut, mit 10800 x g/ 5 min bei 4°C zentrifugiert

und zur Analyse 30 pl des Uberstandes im Bradford-Assay eingesetzt.

3.2.2. Quantifizierung von Proteinen
3.2.2.1 BCA-Methode

Diese Methode der Proteinbestimmung basiert auf der Lowry-Methode'"?, der wiederum die

Molybdanblau-Reaktion zugrunde liegt. Der Vorteil gegenuber der Lowry-Methode, die er-
hohte Toleranz gegenulber einer Vielzahl von Detergenzien, wird durch die Verwendung von
Bicinchoninsaure erzielt.

Reagenz A: Reagenz B:

1% (w/v) Dinatrium-BCA 4% (w/v) CuSO,

2%(w/v) Natriumcarbonat

0,16%(w/v) Natriumtartrat

0,4%(w/v) Natriumhydroxid

0,95%(w/v) Natriumhydrogencarbonat
Die Reagenzien wurden von der Firma Pierce (Pierce, Rockford, USA) bezogen; die fertige
BCA-L6sung besteht aus 50 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B und wurde taglich
frisch angesetzt.
Zu 50 ul Probe wurde 1 ml der frischen BCA-Lésung gegeben und gemischt. Die Proben
wurden anschlie®end 30 min bei 56°C inkubiert und nach Abklhlen auf RT (etwa 40 min)
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wurde die Extinktion bei 562 nm gegen Wasser als Referenzwert am Pharmacia LKB
Ultrospeclll-Photometer (Amersham pharmacia biotech, Freiburg) gemessen.
Als Standard wurde eine BSA-Eichkurve mit 0-0,1 mg/ml BSA (New england biolabs,

Schwalbach) verwendet.

3.2.2.2 Bradford-Assay
Im Bradford-Assay’'® wird die bei der Bindung des Farbstoffs Coomassie-Brillantblau G-250
an Proteine auftretende Veranderung im Absorptionsmaximums des Farbstoffs von 465 zu
595 nm zur einfachen und schnellen Bestimmung von Proteinen genutzt. Die Sensitivitat
dieser Methode ist mit der von Lowry vergleichbar; allerdings besitzt es den Vorteil der Un-
empfindlichkeit des Bradford-Reagenzes gegenliber Reduktionsmitteln wie dem Dithiothreitol
im Damm-Puffer (siehe 3.3.1.3.).
Das Bradford-Reagenz enthielt folgende Bestandteile:

Bradford-Reagenz:

0,01%(w/v) Coomassie Brilliant Blue G 250 (Serva, Heidelberg)

5%(v/v) Ethanol

20%(v/v) konz. Phosphorsaure

Die Lésung wurde filtriert und lichtgeschiitzt bei RT aufbewahrt.

In einer 96-Mikrotiterplatte wurden in jede Vertiefung 150 yl H,O MilliQ und 30 pl der jeweili-
gen zu untersuchenden Proben vorgelegt, dann mittels einer Multipette jeweils 75 pl Brad-
ford-Reagenz hinzugegeben und nach 5 min lichtgeschutzter Inkubation bei RT gegen H,O
MilliQ als Referenzwert im pQuant-Titerplatten-Leser (Bio-Tek, Winooski, USA) die jeweili-
gen Extinktionen bei 595 nm bestimmt. Als Standard wurde eine BSA-Eichkurve mit 0-0,1

mg/ml BSA (New england biolabs, Schwalbach) verwendet.

3.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Ca,2.3-Proteinen

Zur Auftrennung des aus der Mikrosomenpraparation erhaltenen Proteingemisches wurde

"7 durchgefiihrt. Durch

eine diskontinuierliche Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Disk-PAGE)
Zugabe des Detergens SDS und dessen Anlagerung an die Proteine entstehen negativ ge-
ladene Molekilkomplexe, die im elektrischen Feld zur Anode wandern und deren Wande-
rungsgeschwindigkeit in logarithmischer Abhangigkeit umgekehrt proportional von der Prote-
ingrofRe abhangt. Im Gegensatz zur kontinuierlichen Gelelektrophorese (siehe 3.1.3) werden
bei der Disk-PAGE zwei Gele unterschiedlicher Zusammensetzung und pH-Wert Gbereinan-
der gegossen (Sammelgel und Trenngel), die in der vertikalen Gelelektrophorese die Fokus-
sierung der Proteinbanden verbessern. Die im folgenden angegebenen Zusammensetzun-

gen wurden dem Laufverhalten der 240 kDa grofRen Ca,2.3-Untereinheit angepalit.
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Die zur Elektrophorese benétigten Glasplatten (Vorder- und Hinterplatte) wurden gereinigt;
durch Einfligen einer Gummidichtung und Fixierung mit Klemmen wurde eine vertikale Ge-
lapparatur erstellt. Zur Herstellung des Trenngels wurden folgende Substanzen verwendet:

6,5%(w/v)-iges Trenngel (pH 8.7):

3,23 ml 30%(w/v) Acrylamid (29% Acrylamid, 1% Bisacrylamid; Amresco,

Solon, USA)

3,75 ml 1,5 M Tris-HCI

150 pl SDS 10%(w/v)

7,8 ml H,O tridest.

5 yl TEMED (Amresco, Solon, USA)

50 pl einer 10%(w/v) Ammoniumpersulfatiésung (Biomol, Hamburg)

Die Polymerisation wurde durch Zugabe von TEMED und Ammoniumpersulfat eingeleitet.
Zur Luftabdichtung wurde mit 3 ml Wasser-gesattigtem Butanol tUberschichtet. Die Polymeri-
sation erfolgte in der Regel innerhalb einer Stunde. AnschlieRend wurde das Sammelgel
nach demselben Prinzip wie das Trenngel hergestellt.

4,5%(w/v)-iges Sammelgel (pH 6,3):

1,5 ml 30%(w/v) Acrylamid (29% Acrylamid, 1% Bisacrylamid)

2,5ml 0,5 M Tris-HCI

100 pl SDS 10%(w/v)

5,7 ml H,O tridest.

20 yl TEMED

60 pl 10 %(w/v) Ammoniumpersulfat

Wahrend diese Mischung entgast wurde, wurde das Butanol vom polymerisierten Trenngel
abgegossen, die Geloberflache mit Elektrophoresepuffer gewaschen und der benetzte Be-
reich mit Whatman3M-Papier (Fisher Scientific, Schwerte) sorgfaltig getrocknet. Dann wurde
durch Zugabe von TEMED und Ammoniumpersulfat die Sammelgel-Polymerisation gestartet,
das Polymerisat auf das Trenngel gegossen und der Kamm aufgesteckt.
Nach etwa 30 min wurden Klammer und Gummidichtung entfernt, der Gel-Platten-Sandwich
in eine vertikale Elektrophoresekammer (Biorad, Minchen) eingesteckt und der Kamm nach
Zugabe des Elektrophoresepuffers herausgenommen. Der Puffer war folgendermalien zu-
sammengesetzt:

Elektrophoresepuffer:

25 mM Tris

192 mM Glyzin (Biomol, Hamburg)

0,1 %(w/v) SDS

Wahrend der Polymerisation des Sammelgels wurden die Mikrosomen schonend aufgetaut.

Aufgrund der Temperaturempfindlichkeit der zuvor bei —80°C gelagerten Mikrosomen wur-
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den die Proben nicht wiederverwendet. Das finale Auftragungsvolumen von 15 ul, welches
neben den Mikrosomen und H,O MilliQ den Denaturierungspuffer enthielt, wurde mit Hilfe
einer Hamilton-Spritze in die Geltaschen eingefillt und die Elektrophorese mit einer Strom-
starke von 15 mA fur 30 min durchgeflihrt. Als zugegebener Gréenstandard wurde SDS-6H
(29-205 kDa; Sigma, Deisenhofen) verwendet. Der Denaturierungspuffer enthielt folgende
Komponenten:

Denaturierungspuffer:

10%(v/v) Glyzerin

3%(v/v) 2-Mercaptoethanol

3%(w/v) SDS

0,3%(w/v) Bromphenolblau

Mit Beginn der Elektrophorese wurde die Gelkihlung auf 4°C eingestellt. Nachdem die
Bromphenolblau-Front das Trenngel erreicht hatte, wurde die Stromstarke auf 30 mA erhoht.
Nach Auslaufen der Farbstofffront (etwa 2 h) wurde noch 30 min abgewartet, um den Eintritt

der hochmolekularen Kanalproteine in das Trenngel zu gewahrleisten.

3.2.4 Elektrotransfer von Ca,2.3-Proteinen auf PVDF-Membranen

Der Transfer der im Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteinbanden auf eine PVDF-Membran
erfolgte durch das sog. Nal-Tank-Verfahren, um einen méglichst schonenden Transfer der
hochmolekularen Ca,2.3-Proteine zu erzielen.
Eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Nylonmembran (Millipore, Bedford, USA) wurde auf die GroRRe
des Gels zurechtgeschnitten und sukzessiv in Methanol fir 15 sek, H,O MilliQ fir 2 min und
Transferpuffer fir 15 min prainkubiert.

Transferpuffer:

25 mM Tris

192 mM Glyzin

10%(v/v) Methanol

0,01%(w/v) SDS

Das Polyacrylamidgel wurde vorsichtig auf ein angefeuchtetes Whatman3M-Papier Gber-

fuhrt, mit der Nylonmembran bedeckt und auf diese eine weitere Lage Whatman3M-Papier
befestigt. Der Stapel wurde zurechtgeschnitten, mit einer sterilen Pipette Luftblasen heraus-
gerollt und zwischen die puffergetrankten Schwamme eines Naliblotschlittens eingespannt.
Der Sandwich wurde in die NaRblotkammer (Mini Trans-Blot cell; Biorad, Minchen) einge-
steckt, wobei das Gel zur Kathodenseite gerichtet war. Der Transfer erfolgte tGber Nacht bei
4°C und einer Stromdichte von =~ 2 mA/ cm®. Am néchsten Morgen wurde die Membran fiir
eine Stunde auf dem Schuttler bei RT blockiert. Die Blockierlésung enthielt PBST (PBS +
0,1%(v/v) Tween-20 (Merck, Darmstadt)) und 5% Magermilchpulver (Heirler, Supermarkt).
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Die blockierte PVDF-Membran wurde im Anschluss ohne Zwischenlagerung mit den ent-

sprechenden Antikérpern und Inkubationsprotokollen weiterbehandelt.

3.2.5 Detektion und Identifizierung von Ca,2.3-Proteinen

In unserer Arbeitsgruppe wurden von Dipl. Biol. Steffi Olyschlager zwei Antikérper anti-
a1Ecom und anti-a.1Ed in Kaninchen gegen verschiedene, aus der humanen Ca,2.3-cDNS
abgeleiteten und synthetisierten Peptide gewonnen. |JAbbildung 5| beschreibt die Lokalisation

des anti-o1Ed-Epitops in schematischer Form.
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Abbildung 5: Epitoperkennung eines Ca,2.3-spezifischen Antikérpers.

Das Peptid GIYLPSDTQEHAG (AS 1981-1993 im alternatlv gespleiflten Bereich des Carboxytermmus
von Ca,2.3d) wurde aus der menschlichen Sequenz abgeleitet und Uber die Festphasenmethode
synthetisiert.

5 Extracellular

Intracellular

Peptid-gerichteter
Antikorper anti-Nast197 (anti-o1Ed)

Die nach der Immunisierung von Kaninchen erhaltenen Seren wurden per Immunoblot von
Mikrosomen aus stabil mit humaner Ca,2,3 transfizierten HEK293-Zellinien auf ihre Ver-
wendbarkeit hin getestet'®. Mit Hilfe dieser beiden Antikdrper wurden die aus den Mikroso-
menpraparationen gewonnenen und in der PAGE aufgetrennten Proteingemische auf das

Vorhandensein des Ca,2.3-Proteins hin untersucht.

Die blockierte PVDF-Membran wurde zunachst 3 x 10 min in PBST + 2%(w/v) BSA (Fraktion
V, Biomol, Hamburg) gewaschen. Daran schloss sich die Inkubation mit dem Primarantikor-
per (anti-a1Ecom bzw. anti-o1Espec) in einer Verdinnung 1:500 an. Neben PBST + 2%(w/v)
BSA enthielt die Antikdrperlésung 0,05%(w/v) Natriumazid, wodurch die Verdinnungen bei
zwischenzeitlicher Lagerung bei 4°C bis zu finfmal wiederverwendet werden konnten. In der
Regel wurde 2 h bei RT inkubiert, allerdings wurde die Sensitivitat bei einer Primarinkubation
Uber Nacht bei 4°C verbessert. Die jeweils verwendeten Inkubationszeiten sind bei der Be-

schreibung der Experimente aufgefuhrt.
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AnschlieRend wurde dreimal mit PBST + 2%(w/v) BSA gewaschen, und es folgte die Sekun-
darinkubation fur 1 h bei RT. Dazu wurde der aus Esel gewonnene und an die Meerettich-
Peroxidase gekoppelte anti-rabbit-l; (Amersham pharmacia biotech, Freiburg) in einer Ver-
dinnung 1:10000 in PBST + 2%(w/v) BSA verwendet. Diese Lésung wurde immer frisch
angesetzt, enthielt kein Natriumazid, um die nachfolgende Peroxidase-Detektion nicht zu
stéren und wurde nach Gebrauch verworfen.

Zuletzt erfolgte nach 3 x 10 min Waschen in PBST ohne BSA die Chemoluminiszenz-
Detektion mittels des ECL western blot detection Systems (Amersham pharmacia biotech,
Freiburg). Hierbei wird die H,O,-vermittelte Oxidation von Luminol, einem substituierten zyk-
lischem Diazylhydrazid durch die Antikdrper-gekoppelte Meerettich-Peroxidase ausgenutzt,
welches neben der Entstehung von N, auch eine detektierbare Lichtemission (Maximum bei
482 nm) zur Folge hat. Die Membran wurde dazu kurz abgetropft und fiir eine Minute in einer
Mischung aus Lésung 1 und Ldsung 2 (Zusammensetzung aus patentrechtlichen Griinden
nicht bekannt) inkubiert. Nach erneutem Abtropfen wurde die Membran in Frischhaltefolie
eingepackt und auf dem Hyperfiim ECL (Amersham pharmacia biotech, Freiburg) flr ver-

schiedene Zeitraume bei RT exponiert.

3.3 Radioimmunoassay (Insulinnachweis)

Allgemein. Zur quantitativen Insulinbestimmung wurde in dieser Arbeit ein radioimmunologi-
scher Nachweis von Insulin in Lésung (hier bezeichnet als: Radioimmunoassay, RIA) durch-
geflhrt. Das Prinzip besteht in einer Kompetition des zu bestimmenden Insulins um den spe-
zifischen Antikérper mit einer konstanten Menge zugefiihrten '®I-Insulins. Die Menge des
radioaktiven Antigens und die des Antikorpers ist in allen Testansatzen gleich. Wird nicht
markiertes Insulin zugefiigt, so kénnen die Antikdrper nur entsprechend weniger '#I-Insulin
binden. Daraus ergibt sich eine umgekehrte Proportionalitat zwischen zugefihrtem Antigen
und der im Immunokomplex gebundenen Menge des markierten Antigens. Durch eine Tren-
nung des Antigen-Antikbrperkomplexes von l6éslichem, nicht am Antikdrper gebundenem
Insulin und Bestimmung des Anteils an '®I-Insulin kann aus einer entsprechenden Eichkurve
dann die zugefuhrte Insulinmenge exakt bestimmt werden.

Die Separation des I8slichen, nicht an Antikdrper gebundenen Insulins vom Insulin-
Antikérperkomplex erfolgte durch Adsorption an ein Molekularsieb'?', welches aus dextran-

beschichteter Aktivkohle und Kalberserum hergestellt wurde.

Durchfiihrung. Alle Pipettierungen wurden nach Mdéglichkeit mit einer Multipette (Eppendorf,
Hamburg) durchgefihrt; wo dies nicht mdglich war, wurde flir jede Pipettierung eine neue
Spitze benutzt, um Volumenungenauigkeiten aufgrund verbleibender Lésungsreste an der

Spitzenaulienseite oder unvollstandigem Pipettenausstol’ zu unterbinden.
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Alle insulinhaltigen Lésungen wurden in final 100 pl Glyzinpuffer + 0,25%(w/v) BSA verdinnt
und diese in Testrohrchen (Sarstedt, NUmbrecht) pipettiert. Von jeder Insulinbestimmung
wurden je zwei Testrohrchen bestlckt. Mit einer Multipette wurden zunachst 100 pl Antise-
rum auf jedes Testrohrchen verteilt. Dieses enthielt eine 1:15-Verdinnung des in 1 ml aufge-
nommenen lyophilisierten Ratteninsulin-Antikérpers (Lot ARI-02 [15T], Linco Research; be-
zogen Uber: Biotrend, Koéln), welcher in Meerschweinchen generiert wird. Dann wurden je
222 Bq des Tracers 125 0d-Insulin (Stammlsg. 74 kBq/ ml; Dreieich, Freiburg bzw. Diasorin,
Dusseldorf) pro Testréhrchen zugegeben und fir mindestens 12 h bei RT inkubiert.

Far die Eichkurve wurden Leer-, Referenz- und Maximumwerte sowie eine Verdunnungsrei-

he aus Ratteninsulin (Novo Nordisk, Danemark)-Stammlésung mit 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 und

0,125 ng Insulin/ml Glyzinpuffer + 0,25%(w/v) BSA in dreifacher Ausfiihrung angesetzt|

Tabelle 5; Auswertung und Erlauterung, siehe 3.3.1.2).

Nr. | "lod-Insulin Antiserum Standard Probe Codes
I pl [l / pl(ng Ins.) [l

1-3 300 - - - TOTAL

4-6 300 - - 200 G.p./BSA REFER

7-9 300 100 - 100 G.p./BSA BLANK
10-12 300 100 100 (0,125) - STD
13-15 300 100 100 (0,25) - STD
16-18 300 100 100 (0,5) - STD
19-21 300 100 100 (1) ; STD
22-24 300 100 100 (2) ; STD
25-27 300 100 100 (4) - STD
28-30 300 100 100 (8) - STD
Ab 31 300 100 - 100 RESP

Tabelle 5: Pipettierungsschema der Eichkurve.

Am nachsten Morgen wurden 6 g Norit A-Aktivkohle (Cat.Nr. 26,001-0; Sigma, Deisenhofen)
und 0,5 g Dextran FP 70 (MG 65000-73000, Cat.Nr. 18667; Serva, Heidelberg) fir 20 min in
200 ml Glyzinpuffer ohne BSA eingeruhrt (oder entsprechende Mengen). Dann wurde 1/3
Vol. Serum (Newborn calf serum; GibcoBRL, Karlsruhe) zugefiigt und fir 15 min gerthrt. 400
Ml dieser Suspension wurden in jedes Testrohrchen pipettiert. Dies flhrte zur Adsorption von
I6slichem, nicht an Antikérper gebundenem Insulin durch die dextranbeschichtete Aktivkohle,
welche durch eine Zentrifugation mit 2800 x g fiir 10 min bei 4°C pelletiert wurde. Die Uber-
stdnde wurden aspiriert und die Kohleprazipitate im Gamma-counter LKB Wallac (Wallac,

Turku, Finnland) vermessen.
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Standardisierung. Die ermittelten Werte eines einminltigen Zahlvorgangs des Gamma-
counters wurden mit der Software MultiCalc™ (Wallac, Turku, Finnland) ausgewertet.
Far die Eichkurve wurden aus den Dreifachwerten zunachst Mittelwerte gebildet; Einzelwerte

mit einer Abweichung > 20% vom Mittelwert wurden nicht bertcksichtigt.

Zur Standardisierung wurden drei Konstanten festgelegt (siehe[Tabelle §):
code TOTAL: totale (maximale) Aktivitat
code REFER: Aktivitat im Kohleprazipitat ohne zugefiigtes Antiserum
codeBLANK: unspezifische (minimale) Aktivitat im Kohleprazipitat ohne zugefligtes Insulin
Fir die lineare Y-Achse wurde eine Transformation der Aktivitats-MeRwerte (AMW) in den
Ausdruck B/Bnax durchgeflihrt, der sich wie folgt definiert:
B/Bmax= (AMW — BLANK) / (REFER — BLANK)
Fir die X-Achse wurde eine logarithmische Transformation der Konzentration gewahlt, wie

sie sich aus der Verwendung der Standards ergibt.

Die Anpassung der Eichkurve an die Messwerte der Standardverdinnungen wurde durch ein
Polynom 3. Ordnung (,smoothed spline®) eingerichtet, welches Knoten an jeder Standard-
konzentration besitzt und durch iterative Verfahren den Standard-AMW angepalf3t wurde. Ein
Beispiel fiir eine derartig standardisierte Eichkurve ist in[Abbildung § dargestellt.

3.4 Insulinsekretionsmessungen

3.4.1 Stimulation der Insulinsekretion in INS-1-Zellen

In eine 24-Loch-Kulturschale (Renner, Dannstadt) wurden pro Vertiefung 250000 Wildtyp-
oder stabil transfizierte INS-1-Zellen plattiert und fur drei Tage bei 37°C und 5%(v/v) CO; in
entsprechenden Medium (siehe 2.1.2.1) kultiviert'?*'®. Aufgrund der Tatsache, dass INS-1-
Zellen relativ fest an der Plastikunterflache haften, war es méglich, nicht benétigte Uberstan-
de abzusaugen.

Aus 20 von 24 Vertiefungen wurde das Medium daher lGber eine Wasserstrahlpumpe abge-
saugt, zweimal mit KRB-Puffer + 0,5%(w/v) BSA gewaschen und anschlieRend in je 500 pl
KRB-Puffer + 0,5% BSA(w/v) fir 30 min bei 37°C und 5%(v/v) CO, inkubiert. Die verbleiben-
den vier Locher wurden entsprechend mit KRB-Puffer ohne BSA-Zusatz gewaschen und

inkubiert; sie dienten spater zur Proteinbestimmung (siehe dazu 3.3.1.2 bzw. 3.3.1.3).
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Abbildung 6: Standardisierte Eichkurve der MultiCalc™-Transformationen.

Danach erfolgt die zweite Inkubation in 500 yl KRB-Puffer + 0,5%(w/v) BSA, dem die jeweili-
gen Testsubstanzen zugegeben wurden, fir 30 min bei 37°C und 5%(v/v) CO,. Im Anschluss
daran wurde der jeweilige Uberstand vollstéandig entnommen und mit 60 x g fiir 5 min bei 4°C
zentrifugiert. 300 pl wurden in ein neues Eppendorfgefal® Gberfihrt und auf —20°C eingefro-
ren. In die Vertiefungen wurden jeweils 500 ul saurer Ethanol (70%(v/v) Ethanol absolut, 150
mM HCI) pipettiert, um Gber Nacht bei 4°C das zellulare Insulin neben anderem aus den INS-
1-Zellen zu extrahieren.

Am nachsten Tag wurde zunéachst 0,2 M Glyzinpuffer, pH 8,8 mit 0,25%(w/v) BSA (Kat. Nr.
A2153; Sigma, Deisenhofen) frisch angesetzt. Der saure Ethanol in den Vertiefungen wurde
1:1000 in Glyzinpuffer + 0,25%(w/v) BSA verdiinnt. Je nach Zellklon wurde der Uberstand
0,5-8:100 und die saure Ethanol-Verdinnung 10-60:100 mit 0,2 M Glyzinpuffer + 0,25%(w/v)
BSA verdinnt.

Auf der Grundlage der Bestimmung des zellularen Insulins mittels Immuntechniken wurde

die Normalisierung der Messwerte durchgefiihrt: Da Insulinkonzentrationen aus Uberstanden
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verschiedener Inkubationen an sich nicht vergleichbar sind, wurde zur Normalisierung das
Verhaltnis aus sezerniertem Insulin zu zellular gespeichertem Insulin gebildet (siehe 3.4) und

als prozentualer Anteil beschrieben.

3.4.2 Stimulation der Insulinsekretion in isolierten Langerhans schen Inseln

Langerhans’sche Inseln der Maus wurden gemafR 2.1.2.2 isoliert. Die Inseln wurden mit ei-
ner Pipette in eine beschichtete Glasplatte Uberfiihrt, in der auf 37°C temperierter KRB-
Puffer + 0,5% BSA(w/v) + 2 mM Glukose vorgelegt worden war und in diesem fiur 1 h bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurden je nach Versuchsanordnung jeweils finf bzw. sechs
Inseln in ein Eppendorfgefal’ Gberflihrt und in 500 pl temperiertem KRB-Puffer + 0,5%
BSA(w/v) und verschiedene Konzentrationen von Glukose und SNX-482 fir 30 min bei 37°C
inkubiert. Dabei wurden die Inseln hinsichtlich ihrer Unversehrtheit, aber nicht gréRenabhan-
gig selektioniert.

Nach der Inkubation wurden die Eppendorfgefafie flir 5 min auf Eis gelagert, flir 3 min in ei-
ner auf 4°C vorgekihlten Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg) bei 100 x g sedimentiert und der
jeweilige Uberstand moglichst vollstdndig abgehoben. Dann wurde jeweils 500 pl saurer E-

thanol zu Exteraktion Uber Nacht (siehe 3.4.1) dazugegeben.

3.4.3 SNX-Denaturierung

Zur Hitze- und Sauredenaturierung wurden 193 mM des Peptidtoxins mit Tris-HCI auf pH 3

angesauert und fir 30 min auf 50°C erhitzt.

4 Ergebnisse

4.1 Gewebespezifische mRNS-Expression von Ca,2.3-SpleiBvarianten in kultivierten
Zellsystemen sowie neuronalen und nicht-neuronalen Geweben

Das porenbildende Ca,2.3-Protein des R-Typ-Calciumkanals war in unterschiedlichen
Spleilvarianten in mehreren Laboratorien kloniert worden. Die menschliche Ca,2.3d-
SpleilRvariante wies als einzige im Carboxyterminus eine 129 bp lange Insertion auf
(daneben existieren weitere variable Sequenzbereiche in der Region zwischen Domane I
und Ill sowie im Aminoterminus). Es war jedoch bisher keine Expressionsanalyse durchge-
fuhrt worden. Daher erfolgte zunachst eine Bestimmung der Ca,2.3-Transkripte in verschie-
denen Geweben und in vitro-Zellsystemen.

Ausgehend von den in der Literatur bereits beschriebenen Gewebeverteilungen wurden Neu-
rone in kultivierten Zellsystemen sowie neuronale, spater auch nicht-neuronale Gewebe und

Zellinien mit charakterisierten physiologischen Aktivitdten mittels RT-PCR auf eine Expressi-
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on des Ca,2.3-Transkripts hin UGberprift. Zusatzlich erfolgte in einigen Fallen auch die Ampli-
fikation von Transkripten anderer Ca,-Untereinheiten, um Expressionsmuster von VGCCs

verschiedener Zell- und Gewebetypen miteinander zu vergleichen.

4.1.1 Nachweis von Ca,2.3 -Spleilvarianten in kultivierten ES-Zellen-Aggregaten

Die Differenzierung kultivierter embryonaler Stammzellen in Multizell-Aggregate flhrt zur
Bildung komplexer in vitro-Modellsysteme mit unterschiedlichen Zelltypen. Mit Hilfe der re-
versen Transkription und der Polymerasen-Kettenreaktion sollte in den in vitro differenzierten
embryonalen Stammzell-Aggregaten BLC6 und D3 die Transkript-Expression der Ca,-
Untereinheiten von HVA-VGCCs im Verlauf der Differenzierung verfolgt werden.

Die beiden embryonalen Stammzellkulturen D3/Aat17 und BLC6 der Maus wurden unter den
jeweiligen Kulturbedingungen im ,hdngenden Tropfen“-Verfahren aggregiert und nach vier
(BLC6) bzw. sechs (D3/Aat17) Tagen auf Kulturschalen plattiert (siehe 2.1.2). Nach vier
(BLC 6) bzw. 11 Tagen (D3/Aat17) wurden sie in einer Standard-PCR mit primerspezifischen
Annealing-Temperaturen untersucht (siehe 2.3). Als Positivkontrolle wurde parallel cDNS
aus Maushirn verwendet, als interner Standard diente die Amplifikation der HPRT-cDNS
(siehe 3.1.6).

In Abbildung 7 sind die erhaltenen Amplifikationsprodukte in einer gelelektrophoretischen
Auftrennung der cDNS von funf (BLC6) bzw. zwei hochspannungsaktivierten Ca,-
Untereinheiten (D3/Aat17) dargestellt. Die dazu verwendeten Untereinheit-spezifischen Oli-
gonukleotidpaare sind in 2.3, aufgefuhrt.

Alle untersuchten Ca,-Untereinheiten konnten in BLC6-mRNS, die vier Tage nach Plattierung
der Kultur prapariert wurde, nachgewiesen werden.

Wahrend in BLC6-mRNS durch das Oligonukleotidpaar 524/525 (siehe 2.3) vornehmlich ein
langeres Produkt von 498 bp detektiert wurde, ist eine kirzere Variante von 369 bp im
Maushirn dominant. Die Differenz von 129 bp entspricht der Insertion lll, die in
schematisch dargestellt ist. Diese langere Ca,2.3-mRNS wird auch in in vitro differenzierten
embryonalen Stammzellen des D3/Aat17-Klons, die eine Kardiomyozyten-ahnliche Differen-
zierung eingehen, und in der Insulinoma-Zellinie B-TC3 der Maus exprimiert. In den undiffe-
renzierten ES-Zellen konnte dagegen nur ein unspezifisches cDNS-Fragment ribosomalen
Ursprungs mit 210 bp amplifiziert werden. Zum Vergleich wurden auch Ca,1.2-spezifische
Oligonukleotide eingesetzt (siehe Abb. 6B Spur 1-4), um cDNS-Fragmente der ionenleiten-

den Untereinheit des kardialen L-Typ-VGCCs als Indikator-Transkript nachzuweisen.

Die Analyse konnte damit zeigen, dass es sich bei Insertion Il nicht um ein Klonierungsarte-

fakt, sondern um eine exprimierte Spleivariation handelt.
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Abbildung 7: PCR-Amplifikation von Ca,-cDNS-Fragmenten aus in vitro differenzierten embryonalen Stammzellen.

Als Marker wurde eine 100 bp-Leiter verwendet (Spur 4, 8, 15, 19 in (A), Spur 5 und 11 in (B)). Die erwarteten GréRRen der cDNS-Fragmente sind
unterhalb der Diagramme angegeben. (A) Amplifikation aus differenzierten BLC6-ES-Zellen mit Untereinheit-spezifischen Oligonukleotidpaaren.
Jeweils aufgetragen: PCR-Produkte der Negativkontrolle ohne cDNS (-), BLC6-cDNS (E) und Maushirn-cDNS (B); im Falle der HPRT-
Amplifikation enthalt die Negativkontrolle BLC6-GesamtRNS. (B) Amplifikation aus differenzierten D3/Aat17-ES-Zellen mit Ca,1.2 - bzw. Ca,2.3-
spezifischen Primern; fur Spur 1 und 6 wurde Maushirn-cDNS, fur Spur 4 und 9 die Negativkontrollen ohne RNS verwendet; in Spur 2 und 7 bzw.
in Spur 3 und 8 wurde cDNS aus D3/Aat17-ES-Zellen-Kultur vor der Plattierung bzw. elf Tage nach Plattierung verwendet. Spur 10 enthalt als
zusatzliche Positivkontrolle die Amplifikationsprodukte der Insulinoma-Zellinie 3-TC3.
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4.1.2 Nachweis von Ca,2.3 in einzelnen Neuronen kultivierter ES-Zellen-Aggregate mittels
Einzelzell-RT-PCR

Distinkte Neurone, die durch Zugabe von 100 nM Retinolsdure zum Kulturmedium nach eini-

gen Tagen im differenzierenden BLC 6-ES-Zell-Aggregat auf einer Ein-Zell-Schicht von Glia-
zellen radial nach auflen wachsen, wurden im zeitlichen Verlauf ihrer Ausdifferenzierung als

apolar, bipolar oder multipolar morphologisch identifiziert.

Fur die pharmakologische Analyse wurden nur solche Neurone ausgewahlt, die einen
schnell aktivierenden und inaktivierenden Tetrodotoxin-empfindlichen Natrium-Einwartsstrom
besallen. Dann erfolgte die Charakterisierung der VGCC-Population anhand der Barium-
Einwartsstrome in der Ganzzellkonfiguration (sie 37). Die Sensitivitat der
Bariumstrome gegeniiber dem L-Typ-Antagonisten (t)-Isradipin, dem N-Typ-Blocker -
Conotoxin-GVla und dem P/Q-Typ-Antagonisten w-Agatoxin-IVa deutet auf eine Expression
der entsprechenden VGCCs hin. Dies steht in Einklang mit den PCR-Amplifikationen der
ionenleitenden Untereinheiten (Abbildung 7A). Nach Applikation der Antagonisten verblieb

ein Reststrom, der von 7,33 + 1,15 % in apolaren Zellen auf 13,5 + 3,2 % in multipolaren

Zellen anstieg (Abbildung 37B).

Mittels Einzelzell-RT-PCR (siehe 3.3.4) wurde im direkten Anschluss ermittelt, ob Ca,2.3-
Transkripte im untersuchten Neuron exprimiert werden. Dazu wurde der zytoplasmatische
Inhalt der untersuchten Zelle in die Patch-Pipette aufgesogen und in einem vorgelegten
Pramix mit dem Ca,2.3-spezifischen Oligonukleotidpaar 524/525 amplifiziert. In Abbildung 8A
sind drei reprasentative gelelektrophoretische Auftrennungen der nach Durchflihrung von 2 x
35 Zyklen erhaltenen PCR-Produkte dargestellt.

Dabei zeigte sich Uberraschend, dass im Gegensatz zur Amplifikation von cDNS-
Fragmenten aus RNS-Extraktionen vollstandiger BLC6-Aggregate in den distinkten Neuro-
nen die carboxyterminal kiirzere SpleiRvariante, aber nicht die in Abbildung 7A dominante
langere Variante exprimiert wird. Um auszuschlieRen, dass dieser Effekt nur zeitlich vortber-
gehender Natur war, wurden Neurone aus BLC6-Aggregaten verschiedener Altersstufen
untersucht. In Abbildung 8B sind die Resultate der durchgefiihrten Einzelzell-RT-PCRs tabel-

larisch nach dem Alter der untersuchten BLC6-Aggregate angeordnet.

In 35 Einzelzell-Untersuchungen wurde dreizehnmal die klrzere Variante amplifiziert, die
langere dagegen nur einmal; zweimal erfolgte die Detektion beider Fragmente. Die PCR-
Produkte der Tage 7 und 11 wurden zweimal subkloniert und sequenziert, die dabei erhalte-

nen Sequenzen entsprachen den publizierten Ca,2.3-Sequenzen der Maus®®. Zusatzlich
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konnte in einem ,Southern Blot“-Experiment gezeigt werden, dass eine **P-markierte Radio-
sonde, die aus dem 498 bp-PCR-Produkt erzeugt worden war, mit den entsprechenden
cDNS-Fragmenten gelelektrophoretisch aufgetrennter Einzelzell-RT-PCR-Produkte hybridi-

sierte.

A bp
- 800
Ca,2.3d - - 500
Ca,2.3c »
- 300
M 1 2 3
B|_ . . .
Zeit nach Plattie-| Anzahl | Zahl der Experimente mit
rung der Ex-
(4 Tage in han- | perimen-
genden Tropfen) te
lange  kurze beide
Ca,2.3 Ca,2.3
3 7 0 2 0
7 3 0 1* 0
9 5 0 2 0
10 5 0 4 0
11 7 1* 3xa 2
15 5 0 1 0
16 3 0 0 0
35 1 13

Abbildung 8: Einzelzell-RT-PCR aus Neuronen in in vitro differenzierten BLC6-ES-Zellen.

(A) Gelelektrophoretische Auftrennung dreier reprasentativer Einzelzell-RT-PCR-Produkte nach 2 x 35
Zyklen. Spur M enthalt die 100 bp-Leiter; Negativkontrollen (siehe 3.3.4) sind hier nicht dargestellt. Die
PCR-Produkte in Spur 1 und 2 mit einer Lange von etwa 220 bp sind Unspezifitdten ribosomalen Ur-
sprungs. (B) Tabellarische Ubersicht tber die Ergebnisse der Einzelzell-RT-PCRs in Abh&ngigkeit
vom Alter der BLC6-ES-Zell-Aggregate. Die Amplifikation in 2 x 35 Zyklen erfolgte mit dem Ca,2.3-
spezifischen Oligonukleotidpaar 524/525.

* = Southern Blot durchgefiihrt (siehe Text)

2 = subkloniert und sequenziert
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Die Tatsache, dass in den weitaus meisten Fallen der durch Einzelzell-RT-PCR untersuchten
Neuronen das kurzere Ca,2.3-Fragment nachgewiesen wurde, lasst vermuten, dass die lan-
gere SpleilBvariante in anderen Zelltypen als den hier identifizierten Neuronen exprimiert
wird. Die Verwendung der BLC 6-ES-Zellaggregate als Modellsysteme wurde aufgrund die-

ser uneinheitlichen Verteilung wieder aufgegeben.

4.1.3 Nachweis von Ca,2.3 in Kdrnerzellen-Primarkulturen und neuronalen Geweben der
Ratte

Einen Ausgangspunkt flir die Expressionsuntersuchungen von Ca,2.3-cDNS in Kérnerzellen-

Primarkulturen der Ratte bildeten die Arbeiten von Tottene® und Randall'**'?*, die unabhéan-
gig voneinander die Existenz von R-Typ-VGCCs funktionell in kultivierten zerebellaren Kor-
nerzellen nachwiesen.

In der erstgenannten Arbeit wurden mit G2 und G3 gleich zwei verschiedene R-Typ-Stréme
postuliert, ohne dass deren molekulare Struktur ermittelt werden konnte. Daher wurden im
folgenden vier wichtige Bereiche, in denen Ca,2.3-Variationen durch Vergleich der klonierten
Sequenzen identifiziert worden sind, auf ihre Expression in einer Primarkultur zerebellarer
Kdrnerzellen der Ratte hin untersucht.

Abbildung 9A veranschaulicht schematisch die aus der Literatur bekannten Ca,2.3-
Varianten, welche aus verschiedenen Spezies kloniert wurden; in und 9C sind
die entsprechenden Ca,2.3-Spleilvariationen sowie weitere mogliche cDNS-Strukturen, die

bislang noch nicht entdeckt wurden, dargestellt.

Die abgeleitete Primarsequenz der aus Rattenhirn klonierten Ca,2.3-cDNS*® enthélt ein 147
bp kiirzeres 5'-Ende als die klonierten Maus®-, Kaninchen'?- bzw. Mensch'®-Sequenzen. In
der grofden zytoplasmatischen Schleife zwischen Domane |l und Ill befinden sich, durch etwa
270 bp getrennt, zwei kurze Insertionen | und Il; bislang konnte noch kein Ca,2.3-Fragment
kloniert werden, welches keine der beiden Insertionen tragt. Insertion Il befindet sich am 3°-

Ende der cDNS und konnte bislang nur im humanen Ca,2.3d-Klon nachgewiesen werden.

Fir die nachfolgende RT-PCR-Analyse wurden Kortex und Zerebellum von drei Wistarr Rat-

ten sowie eine 6-8 Tage alte Primarkultur zerebellarer Kérnerzellen (siehe 2.1.3) verwendet.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der klonierten Ca,2.3-cDNS.

(A) Zusammenfassung der strukturellen Unterschiede, die fiir die jeweiligen klonierten cDNS berichtet
wurden und Aminosauresequenz der Insertion lll. (B) Spleildvariantenkombinationen von Ca,2.3-cDNS
mit ktrzerem Carboxyterminus. Die cDNS-Varianten wurden durch einen kleinen Buchstaben indiziert.
Ca,2.3b wurde aus historischen Griinden bislang nicht zugeordnet; auch die altere BI-Nomenklatur
wurde noch nicht angepasst. Ein Fragezeichen symbolisiert, dass die entsprechende Struktur noch
nicht entdeckt wurde. (C) Spleivariantenkombinationen von Ca,2.3-cDNS mit langerem Carboxyter-

minus.
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Neben anderen porenbildenden Untereinheiten von hochspannungsaktivierten VGCCs (hier
nicht gezeigt) wurden Amplifikationen von Ca,2.3-cDNS-Fragmenten durchgeflhrt.

Bei Verwendung des Oligonukleotidpaares 3418/3420, welches gemafy der publizierten
Ca,2.3-Sequenz der Ratte entworfen wurde, erhalt man nicht das gewunschte Produkt bei
272 bp, wohingegen ein entsprechend fir das menschliche 5°-Ende des Ca,2.3-Gens syn-
thetisiertes Oligonukleotidpaar 3417/3419 auf Rattenhirn die korrekte Bande bei 354 bp lie-
fert (Abbildung 10A). Auch in weiteren Experimenten konnte das Ratten-spezifische 5°-Ende

bislang niemals amplifiziert werden.

Fir die Region zwischen Domane Il und Il wurde ein Oligonukleotidpaar 3642/3643 verwen-
det, welches flankierend zu den Insertionen | und Il hybridisiert. Damit konnten aus zerebel-
laren Kérnerzellen drei von vier méglichen SpleiRvarianten detektiert werden (Abbildung ]
10B): Das PCR-Produkt mit einer Lange von 420 bp wurde von einer Ca,2.3-cDNS ampilifi-
ziert, welche beide Insertionen tragt; das 399 bp-Produkt enthielt nur Insertion I, das 363 bp-
Produkt nur Insertion Il. Im Rahmen der durchgefiihrten Experimente konnte kein cDNS-
Fragment ohne diese Insertionen detektiert werden. Wahrend in den kultivierten Kdrnerzellen
alle drei Produkte mit etwa gleicher Intensitat im 2,5%igen Agarosegel erschienen, ist in der
Zerebellum-Praparation die SpleiRvariante ohne Insertion | dominant. In der kortikalen Pra-

paration wurde die cDNS, welche beide Insertionen besitzt, als einziges Produkt amplifiziert.

Auch fur die 3'-Region konnte ein gewebespezifisches Expressionsmuster ermittelt werden
(Abbildung 10[C): Wahrend die kortikale Praparation ausschlief3lich die kiirzere Variante lie-
ferte (in Analogie zu 4.1.2), ist das langere cDNS-Fragment im Zerebellum dominant vertre-
ten. In kultivierten Kornerzellen wurden beide Varianten amplifiziert; demnach werden min-

destens zwei verschiedene Ca,2.3-cDNS exprimiert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die in 4.1.1 postulierte gewebespezifische
Expression von Insertion Il im Ratten-ZNS bestatigt und durch das Expressionsmuster von
Insertion | erganzt werden konnte. Beziglich Insertion Il konnten dagegen keine Variationen
registriert werden. Die Existenz unterschiedlicher Ca,2.3-cDNS in zerebellaren Kérnerzellen
kénnte die Grundlage der beobachteten, verschiedenen R-Typ-Ca*-Kanale G2 und G3 dar-
stellen; allerdings waren auch andere, bisher nicht beriicksichtigte bzw. identifizierte Se-
quenzvariationen der Ca,2.3-cDNS oder bestimmte Untereinheiten-Kombinationen denkbar.
Die Tatsache, dass in den kultivierten Kornerzellen gewebespezifische Ca,2.3-cDNS-
Varianten koexprimieren, kann eine Folge der Kultivierung und einer moglichen Dedifferen-
zierung in vitro darstellen. Von einer weiteren Verwendung flr eine Funktionsanalyse wurde

daher Abstand genommen.
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A I Ca,2.3, 5-Ende | bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9
- 500
-200
Gr Ce Co - Gr Ce Co - M
erwartete  Ratten-spezifisch Maus/Mensch-Homolog,
Grole, Oligo-3420/-3418 Oligo-3419 / -3417
bp 272 354
B —— Ca,2.3, II-lll —— bp
1 2 3 4 5 6
- 600
- 300
M Co Gr Gr Ce M
erwartete 420, 399, 363
Grolke, bp
C — Ca,2.3, 3-Ende— —— HPRT —— bp
1 2 3 4 5 6 7 8 9
- 600
%
- - 300
Gr Ce Co - M Gr Ce Co -
erwartete 498, 369 246
GrolRke, bp

Abbildung 10: PCR-Amplifikation von Ca,2.3-cDNS-Fragmenten aus Kortex, Zerebellum und
Kornerzellen-Primarkulturen der Ratte.

Die Sequenzen und Hybridisierungspositionen der Oligonukleotide sind in 2.3, Tabelle 4 dargestellit.
RNS aus folgenden Geweben wurde verwendet: Kornerzell-Primarkultur® (Gr), Zerebellum (Ce) und
Kortex (Co). Als Marker (M) wurde die 100bp-Leiter verwendet; die abgebildeten Negativkontrollen (-)
enthalten keine RNS. Die erwarteten Produktgréen sind unterhalb der Diagramme angegeben. (A)
Produkte der Amplifikation des 5°-Endes der Ca,2.3-cDNS mit den Ratten-spezifischen Oligonukleoti-
den 3418 und 3420 (Spur 1-4) bzw. mit den Maus/Mensch-spezifischen Oligonukleotiden 3417 und
3419 (Spur 5-8). (B) Amplifikationsprodukte des Oligonukleotidpaares 3642/3643 aus der zytoplasma-
tischen Schleife zwischen Domane Il und lll. Zwei verschiedene RNS-Aliquots von Kérnerzellen wur-
den parallel amplifiziert (Spur 3 und 4). (C) Amplifikationsprodukte aus der 3'-Region der Ca,2.3-
cDNS mit Oligonukleotidpaar 524/3250, welche die Ca,2.3d-spezifische Insertion Il flankieren (Spur
1-4); Spur 6-9 enthalten die cDNS-Fragmente der HPRT-Amplifikation mit den Oligonukleotiden
3251/9799.
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4.1.4 Nachweis spannungsabhingiger Ca**-Kanile in ausgewahlten Zellinien

Im weiteren Verlauf wurde bei der Suche nach einem Modellsystem auf Zellinien neuronalen
Ursprungs und auf Insulinoma-Zellinien zurlickgegriffen, da die mit der Klonierung der
Ca,2.3-cDNS aus Maus verbundene RNS-Analyse mittels Northern Blot aul3er einer starken
Expression in neuronalen Geweben auch schwache Signale in Milz, Herz, Retina und Pank-
reas®® aufwies. Daneben wurden auch andere Ca,-Transkripte von HVA-VGCCs (mit Aus-
nahme der skelettmuskularen Ca,1.1- sowie der Retinaspezifischen Ca,1.4-Untereinheit)
amplifiziert. Die detektierten cDNS-Fragmente sind in|Tabelle § aufgelistet.

Ca, Ca, Ca, Ca, Ca,

Zellinien Zelltyp Spezies 1.2 1.3 21 2.2 2.3
RTC-3 Insulinoma Maus + + - + +l
RIN-a2 Insulinoma Ratte + + + + -
INS-1 Insulinoma Ratte + + + + +!!
AtT-20 Hypophyse Maus + + + + -
AtT-20ph'  Hypophyse Maus + + + + 4+
GH3; Hypophyse Ratte + + - + -
NS20Y Neuroblastom Maus + - + + -
NG108 Hybridom"  Maus/ Ratte  + - + + -
N1E-115 Neuroblastom Maus + - + - -

Tabelle 6: RT-PCR-Analyse von Ca,-Transkripten in Zellinien.

Zellinien von Maus und Ratte wurden unter Standardbedingungen kultiviert (siehe 2.1.2), die jeweilige
RNS isoliert und mittels RT-PCR (Oligonukleotidpaare, siehe 2.4.1) auf die Expression der VGCC-
Transkripte untersucht; (+) = detektiert, (-) = nicht detektiert

' AtT-20-Zellklon, der von Dr. Philipson, Chicago zur Verfiigung gestellt wurde.

" Hybridom, welches durch Fusion von Neuroblastom (Maus)- und Glioma (Ratte)-Zellinien erzeugt
wurde.

IIIAmplifikation mittels Spezies-spezifischen Oligonukleotidpaaren, welche Insertion Il flankieren, resul-
tierten jeweils in einem cDNS-Fragment, welches diese Insertion besal.

In drei Zellinien konnten Ca,2.3-Transkripte amplifiziert werden; wahrend die Expression in
der Insulinoma-Zellinie INS-1 deutlich nachgewiesen wurde, waren die Ca,2.3-
Amplifikationsprodukte der hypophysaren Zellinie AtT20 sowie der Insulinoma-Zellinie BTC-3

nur schwach detektierbar.

4.1.5 Nachweis spannungsabhangiger Ca®*-Kanile in der Insulinoma-Zellinie INS-1 und in

Langerhans schen Inseln der Ratte

Die Zellinie INS-1 wurde auf ihre Verwendung als Modellsystem naher untersucht und ihre

VGCC-Populationen mit denen von Langerhans’schen Inseln aus Ratte und Maus vergli-
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chen. Die Inseln wurden durch duktale Injektion von Kollagenase und anschlieender me-
chanischer Scherung und Separation von parakrinem Gewebe der Bauchspeicheldriise ge-

reinigt und isoliert (siehe 2.1.1.2), so dass RNS bzw. Mikrosomen prapariert werden konnten.

4.1.5.1 cDNS-Analyse

Die Spleilvariantenstruktur der exprimierten Ca,2.3-cDNS als auch die Anwesenheit anderer
Ca,-Untereinheiten aus HVA-VGCCs wurde parallel in RNS-Praparationen aus INS-1-Zellen
bzw. Langerhans'schen Inseln der Ratte mittels RT-PCR bestimmt. Die gelelektrophoreti-
sche Auftrennung (Abbildung 11]A) verdeutlicht, dass alle untersuchten Ca,-Transkripte aus
Langerhans’schen Inseln und INS-1-Zellen amplifiziert werden konnten. Die geringe Intensi-
tat des Ca,2.2-Produktes lasst eine funktionelle Expression fraglich erscheinen; spatere Un-
tersuchungen (siehe 4.2.1 bzw. 5.2.1) ergaben, dass der Beitrag zum Calciumeinstrom in die

Zelle 1-2% nicht Ubersteigt (Prof. Dr. Kléckner, personliche Mitteilung).

In Abbildung 11B sind die Amplifikationsprodukte alternativ gespleifiter Regionen der Ca,2.3-
cDNS aufgetragen. Das Ca,2.3-Transkript wird sowohl in pankreatischen Inseln als auch in
der Insulinoma-Zellinie beziglich der detektierten Spleilvariante einheitlich exprimiert: Es
besitzt das Maus/Mensch-spezifische 5 -Ende sowie die Insertionen Il und Ill, aber nicht In-
sertion | und &hnelt daher der dominanten Struktur im Cerebellum. Im Unterschied zum
Kleinhirn wurden in dieser Analyse keine anderen Amplifikationsprodukte in der betreffenden

Region zwischen Domane Il und IIl detektiert.

Diese erstmalig definierte Spleilvariante wurde als Ca,2.3e bezeichnet. Eine cDNS dieser
Art konnte bislang nicht kloniert oder explizit nachgewiesen werden. Neben der Ca,2.3c-
cDNS, die im Kortex dominiert, ist dies die einzige Ca,2.3-cDNS, deren gewebespezifische
Expression damit zweifelsfrei nachgewiesen wurde. Dagegen handelt es sich bei Ca,2.3a

und Ca,2.3d wahrscheinlich um Klonierungsartefakte.
Die Vermutung, es handle sich hierbei mdglicherweise um eine peripher exprimierte (neuro-)
endokrine Ca,2.3-Variante konnte im weiteren Verlauf von Mitgliedern der Arbeitsgruppe

bestatigt werden (siehe 5.1).

Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse wurde die INS-1-Zellinie fir die weiterfihrende

Funktionsanalyse ausgewahilt.
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A —— Ca,1.2 L ca,1.3 —— bp —— Ca,2.1 » Ca2.2 —
10 11 12 13 14 15 16 17 18
Rattenhirn,
Inseln,
und
INS-1-Zellen - 500 -
- 300 -
erwartete B Islet INS-1 (-) B Islet INS-1 (-) M M B Islet INS-1 (-) B Islet INS-1 (-)
GroRe / UU 469 266 335 188
m ——— Ca,2.3,N-Terminus——— UU —Ca2.3, ll-lll —— —Ca,2.3,C-Terminus—
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Rattenhirn,
Inseln,
und
INS-1-Zellen - 500 -
- 300 -
erwartete B Islet INS-1 (-) B Islet INS-1 (-) M M B Islet INS-1 (-) B Islet INS-1(-)
Grolie / bp 272 344 357 /1393 /414 369 /498

Abbildung 11: PCR-Amplifikation von Ca,-cDNS-Fragmenten aus Langerhans’schen Inseln, INS-1-Zellen und Gesamthirn.

Fir jedes Oligonukleotidpaar wurden die Amplifikationsprodukte in der Reihenfolge Maushirn (B), Langerhans’schen Inseln (Islet), INS-1-Zellinie (INS-1)
und Negativkontrolle ohne RNS (-) aufgetragen; als Marker (M) wurde die 100bp-Leiter verwendet. Die erwarteten ProduktgréRen sind unterhalb der Dia-
gramme angegeben. Die HPRT-Amplifikation ist nicht dargestellt. (A) Amplifikation von Ca,1.2 (Spur 1-4), Ca,1.3 (Spur 5-8), Ca,2.1 (Spur 11-14) und
Ca,2.2 (Spur 15-18) mit spezifischen Oligonukleotidpaaren (s. 2.3.1). An anderer Stelle konnte aus Rattenhirn durch die Ca,1.3-spezifischen Oligonukleo-
tide ein cDNS-Produkt mit 266 bp amplifiziert werden. (B) Amplifikation der variablen Regionen des Amino- (N) und Carboxy (C-Term.)-Terminus sowie
der zytoplasmatischen Schleife zwischen Domane Il und 11l (lI-111) der Ca,2.3-cDNS.



4.1.5.2 Protein-Analyse

Zur Detektion des Ca,2.3-Proteins wurden die polyklonalen Antikdrper anti-oe1Ed und anti-Nast-
a1E-com eingesetzt (siehe 3.2.5). Dazu wurden routinemaRig Mikrosomen nach hypotonischen
Zellaufschluss prapariert'?’ (siehe 3.1.1.1) und anschlieRend durch eine Disk-PAGE und einem
Immunoblot auf die Expression von Ca,2.3-Protein hin untersucht wurden. Auf diese Weise
konnte das Protein mit hoher Sensitivitdt aus Grof3hirn-, Kleinhirn- und Nieren-Mikrosomen ver-
schiedener Spezies mit einer Lange von 246 kDa detektiert werden'®*'%'? So wurde die Ka-
naluntereinheit in 10 pg mikrosomalen Proteins aus Grofl3hirn-Praparationen nachgewiesen,
was einer Steigerung der Empfindlichkeit gegenliber kommerziell erhaltlichen Ca,2.3-
Antikdrpern um das Drei'®- bzw. Zehn®-fache beziiglich der Menge an eingesetztem mikroso-

malen Protein entspricht.

Fir die Detektion in Langerhans’schen Inseln der Ratte bzw. der Insulinoma-Zellinie INS-1 wur-
den 20 ug (entspricht 750 Inseln) bzw. 14,6 ug mikrosomalen Proteins aufgetragen und mit anti-
o1Ed inkubiert (. Als Positivkontrolle wurde 2 ug mikrosomales Protein, welches
aus der stabil mit Ca,2.3d transfizierten Zellinie HEK293-2C6 (siehe 2.1.2.1) isoliert worden

war, verwendet; als Negativkontrolle dienten 2 ug untransfizierte HEK293-Zellen'®.
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Abbildung 12: Immundetektion mikrosomalen Proteins aus Langerhans’schen Inseln der Ratte
und INS-1-Zellen.

Aufgetragen sind mikrosomale Praparationen von stabil mit Ca,2.3d transfizierten HEK293-2C6-Zellen
(E, 2 ug, Spur 2), untransfizierten HEK-293-Zellen (-, 2 ug, Spur 3), INS-1-Zellen (INS-1,14,6 ug, Spur 4)
und Langerhans’schen Inseln der Ratte (Insel, 20 yg, Spur 5). Die Immundetektion erfolgte mit anti-
o1Ed. In Spur 1 ist der Protein-Marker (SDS-6H, BioRad, Hercules, USA) aufgetragen.
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Ein Ca,2.3e-Protein in einer der Positivkontrolle vergleichbaren GréRe konnte weder in Langer-
hans’schen Inseln noch in INS-1-Zellen detektiert werden. Dagegen wurde ein Protein-

Fragment mit einer Gré3e von etwa 100 kDa angefarbt.

Auch in spateren Versuchen, bei denen bis zu 100 ug mikrosomales Protein aus INS-1-Zellen
bzw. Mikrosomenpraparationen aus 500 Langerhans’sche Inseln der Maus aufgetragen wur-
den, konnte das 240 kDa-Fragment nicht zweifelsfrei detektiert werden. Die Untersuchung von
mikrosomalen INS-1-Proteinen, welche zuvor durch Ultraschall’®' bzw. mechanische Scherung
(modifiziert, nach: Flockerzi'*?) homogenisiert wurden, erbrachte ebenfalls keinen Nachweis des
Ca,2.3-Proteins in einer der Positivkontrolle entsprechenden Grolie; eine Detektion des Prote-

ins in Trichloressigsaure-Extrakten'® von membranaren INS-1-Proteinen schlug ebenfalls fehl.

Da im Gegensatz zur RT-PCR auch bei Verwendung der zehnfachen Menge an mikrosomalen
Proteinen aus insulinhaltigen Zellen im Vergleich mit Grofl3hirn-Praparationen kein Ca,2.3-
Protein nachgewiesen werden konnte, wurde mittels Praadsorption des Antigens Uberprift, ob
es sich bei dem detektierten 100 kDa-Fragment um ein proteolysiertes Ca,2.3-Polypeptid han-
delt. Dazu wurden anti-o1Ed-Seren mit verschiedenen Konzentrationen des Peptids
GIYLPSDTQEHAG (siehe 3.2.5) Uber Nacht bei 4°C inkubiert, bevor am nachsten Tag die Im-

munodetektion erfolgte.

Mit Hilfe der Peptid-Verdiinnungsreihe konnte ermittelt werden, dass die Affinitat von anti-a1Ed
bezlglich der 240 kDa-Bande aus HEK293-2C6 bzw. des 100 kDa-Fragments aus INS-1-Zellen
in etwa gleich ist (Abbildung 13): Bei Konzentrationen tber 0,3 — 0,1 nM verhindert das Peptid
die Bindung des Antikérpers an die Membran-fixierten Antigene, unterhalb dieser Schwelle
werden beide Fragmente angefarbt. Aufgrund der unterschiedlichen aufgetragenen Mengen

erscheint die 100 kDa-Bande bei hoheren Peptid-Konzentrationen.

Hinzu kam die Beobachtung, dass bei Verwendung von EDTA/ EGTA-Konzentrationen von 20
mM im Homogenisationspuffer Proteinfragmente in der Immundetektion identifiziert wurden, die
gréer als 100 kDa und durch Antigen-Praadsorption (1 nM) verdrangbar waren (hier nicht ge-
zeigt). Daher wurde vermutet, dass das Ca,2.3e-Protein mdglicherweise durch eine Ca*-
abhangige Protease, die nicht in neuronalem, aber endokrinem bzw. Insulin-sezernierenden
Zellen auftritt, verdaut wird. Als mdgliche Kandidaten wurden die Protein Konvertasen (protein
convertases, PC) ermittelt, eine Proteasenfamilie, die in Hormon-sezernierenden Zellen fir die
proteolytische Prozessierung des Hormons im Vesikel verantwortlich ist. In Anlehnung an die
Literatur'*"** wurde daher das Oligopeptid PC-Inhibitor mit der Sequenz LLRVKR synthetisiert
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und in einer Konzentration von 40 pM final zum Homogenisationspuffer hinzugegeben. Dieses
Peptid inhibiert die proteolytische Aktivitdt von PC 1 und 2, die in Insulin-sezernierenden Zellen
exprimiert werden.
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Abbildung 13: Immundetektion von Ca,2.3e-Proteinen in HEK293-2C6 bzw. INS-1-Zellen nach vor-
heriger Antikorper-Adsorption durch das Peptid GIYLPSDTQEHAG.

Aufgetragen wurden jeweils drei Mikrosomenpraparationen (von links: HEK293-2C6 (E, 1 ug), HEK293 (-,
1 ug), INS-1 (INS-1, 20 ug) als Immundetektionen mit praadsorbiertem anti-Nast197. Die jeweiligen Kon-
zentrationen des Peptids Nast197 sind unterhalb der Tripletts dargestellt. Der Marker (SDS-6DH, BioRad,
Hercules, USA) ist in Spur 1 aufgetragen.

Die Verwendung des Peptids fuhrte jedoch nicht zu einer Detektion des Ca,2.3e-Proteins in der
nativen GréRRe in INS-1-Zellen (hier nicht gezeigt).

Der Expression des Ca,2.3e-Proteins in INS-1-Zellen bzw. Langerhans'schen Inseln konnte
daher nicht zweifelsfrei nachgewiesen werden. Dies kénnte auf eine sehr geringe Expressions-
dichte zurtickgeflihrt werden, die nur mittels RT-PCR detektiert werden kann. Eine gewebespe-
zifische Proteolyse des Ca,2.3e-Proteins kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. In diesem
Zusammenhang muss erwahnt werden, dass in der Literatur bislang noch von keinem VGCC-

Protein eine erfolgreiche Extraktion aus endokrinem Gewebe berichtet worden ist.

4.2 Pharmakologische Funktionsanalyse des Ca,2.3e-Proteins in INS-1-Zellen
Die Zellinie INS-1 aus Ratte hat sich in letzter Zeit zu einem anerkannten Modellsystem der

136,137 antwickelt. Sie wurde 1992 im Institut von Prof. Claes Wolheim etabliert'®

Insulinforschung
und besitzt gegenliber den meisten anderen Insulinoma-Zellinien den Vorteil, dass sie als

Reaktion auf Glukosezugabe im physiologischen Konzentrationsbereich in einer den nativen 3-
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Zellen der Langerhans’schen Inseln vergleichbaren Weise Insulin sezerniert. Dartber hinaus
ist, wie in 4.1.3 erwahnt, das Expressionsmuster der Ca,-Untereinheiten von VGCCs in INS-1-
Zellen und Langerhans’schen Inseln identisch.

In diesem Modellsystem wurde nun versucht, durch Sekretionsmessungen Aufschluss Uber die
unbekannte funktionelle Bedeutung dieses Proteins zu erhalten.

Ausgehend von jeweils 250 000 Zellen pro Messwert wurde nach dreitdgiger Kultivierung der
Zellen die Insulinsekretion durch die in 3.4 beschriebenen Protokolle aktiviert; die Ermittlung
des sezernierten Insulins, welches anhand des zellularen Gesamtproteins der Zelle normiert
wurde, erfolgte mit Hilfe eines Radioimmunoassays (siehe 3.3). Fir die folgenden Experimente

wurden saturierende Sekretionsaktivierungen mit 15 mM Glukose verwendet.

4.2.1 Die SNX-482-vermittelte Sekretionsinhibition
Zur selektiven Inhibition von Ca,2.3-haltigen Ca®*-Kanalen konnte das Peptidtoxin SNX-482

verwendet werden, welches freundlicherweise von der Fa. Elan Pharmaceuticals, Menlo Park,
USA zur Verfligung gestellt wurde. Das Peptidtoxin wurde aus dem Gift der Tarantelart Hyste-
rocrates gigas isoliert und resynthetisiert. Neben der Hemmung von rekombinanten Ca,2.3-
Proteinen in HEK293-Zellen (ICs, = 10-48 nM)"*° konnte keine spezifische Interaktion mit
anderen VGCCs registriert werden. In seiner chemischen Struktur dhnelt das Polypeptid der

Gruppe der 3-, k- und w-Conotoxine, die aus dem Gift der Meeresschnecken isoliert wurden

(Rbbildung 38M).

In einer eigenen elektrophysiologischen Charakterisierung (-E), die von Prof. Dr.
Kléckner, Institut flr vegetative Physiologie der Universitat Kélin durchgefihrt wurde, inhibierte
SNX-482 in einer Konzentration von 100 nM den Ca,2.3-induzierten Ba?*-Einwartsstrom in sta-
bil mit humaner Ca,2.3d-cDNS transfizierten HEK293-Zellen (HEK- Ca,2.3d). Die Hemmung
war schnell, partiell reversibel und unvollstandig: Wahrend nach Zugabe von 20 nM Toxin mehr
als 50% des Ba®*-Stroms inhibiert wurden, sank die Stromdichte nach Applikation von 100 nM
SNX-482 um 87% (Abbildung 38B). 100 nM Toxin hemmten weiterhin mit gleicher Empfindlich-
keit transient exprimierte Ca,2.3e-cDNS in HEK293-Zellen.

Auch die Koexpression der B3- bzw. der B3- und o262-Untereinheiten in Ca,2.3d-
exprimierenden HEK293-Zellen flihrte nicht zu einer Anderung der Empfindlichkeit des Barium-
Einwartsstroms gegeniiber SNX-482 (Abbildung 38F). Obwohl die native Untereinheitenkombi-
nation des R-Typ-Kanals in INS-1-Zellen unbekannt ist (es wird eine Koexpression mit der 33-
Untereinheit vermutet (Prof T. Schneider, persénliche Mitteilung)) konnte aufgrund dieser Expe-
rimente vermutet werden, dass der Ca**-Kanal in vivo entsprechend der ionenleitenden Unter-

einheit Ca,2.3e gehemmt werden wiirde.
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Zur Ermittlung des Einflusses von SNX-482 auf die durch 15 mM Glukose induzierte Insulinsek-
retion in INS-1-Zellen wurde zunachst eine Dosis-Wirkungskurve mit Konzentrationen zwischen
0 und 200 nM SNX-482 durchgefiihrt. 200 nM Toxin wurden verwendet, da 100 nM, wie in
dargestellt, den Ca,2.3e-vermittelten Strom nicht vollstéandig hemmten. Von hé-

heren Dosen wurde jedoch abgesehen, um nicht in den Bereich einer unspezifischen Interakti-
139

on mit anderen VGCCs *” zu gelangen.
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Abbildung 14: Dosis-Wirkungskurve der SNX-482 vermittelten Hemmung der Glukose- bzw. KCI-
induzierten Insulinsekretion in der Insulinoma-Zellinie INS-1.

Die verwendeten Toxin-Konzentrationen sind unterhalb des Diagramms angegeben. Im Einzelexperiment
wurde die SNX-482 vermittelte Hemmung mit der Stimulation ohne Toxin-Zugabe (0 nM) normiert; daher
besitzt dieser Wert keinen Fehler. Die Insulinsekretionen sind, jeweils normiert mit dem zellularen Insulin-
gehalt, als Mittelwert =+ mittlerer Standardfehler dargestellt. (A) Durch 15 mM Glukose induzierte Insulin-
sekretion in Gegenwart steigender Konzentrationen von SNX-482. Dem dargestellten Saulendiagramm
liegen 5 Einzelexperimente zugrunde, in denen 2 (0 nM) bzw. 4 Messwerte registriert wurden. (B) Durch
25 mM KCI induzierte Insulinsekretion in Gegenwart steigender Konzentrationen von SNX-482. Dem
dargestellten Sdulendiagramm liegen 4 Einzelexperimente zugrunde, in denen 2 (0 nM) bzw. 4 Messwer-
te registriert wurden.
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Wie verdeutlicht, fiihrte die Zugabe von SNX-482 in Abhangigkeit von der Kon-
zentration zu einer Reduktion der Insulinsekretion. In Gegenwart von 200 nM Toxin wurde die
Insulinfreisetzung in finf unabhangigen Experimenten auf 60% * 8 (p < 0,001) gegenlber der
Inkubation ohne SNX-482 reduziert. Die Reduktion in Gegenwart von 100 nM und 200 nM Toxin
ist signifikant; im weiteren Verlauf der Experimente wurden nur noch diese Konzentrationen
verwendet.

Um auszuschlie3en, dass der Effekt auf unspezifische Interaktionen des Peptids bzw. des L6-
sungsmittels zurtickzufiihren war, wurden 193 nM eines hitze- und sauredenaturierten SNX-
482-Toxins (siehe 3.4.3) in der Zellinkubation eingesetzt, was zu keiner signifikanten Reduktion
fuhrte (107% = 11%, n = 4).

Auch Depolarisations-induzierende Substanzen stimulieren die Insulinsekretion in INS-1-Zellen.
Durch die Erhéhung der extrazellularen K*-Konzentration verandert sich das elektrochemische
Potential gemal der Nernst-Goldstein-Gleichung, was eine Verschiebung des Membranpotenti-
als zu positiveren Werten zur Folge hat. Die Zugabe von 25 mM — 30 mM KCI zum Krebs-
Ringer-Puffer ist ausreichend, um nachfolgend VGCCs zu aktivieren™".

Daher wurde in einem weiteren Experiment der SNX-482-EinfluR auf eine Kaliumchlorid-
induzierte Insulinsekretion durch Zugabe von 25 mM KCI in einer Dosis-Wirkungskurve unter-
sucht (Abbildung 14B). Auch in diesem Fall fiihrte die Applikation des Peptidtoxins zur Redukti-
on der Insulinfreisetzung. 200 nM Toxin reduzierten in vier Einzelexperimenten die KCI-

induzierte Sekretion signifikant auf 74% + 10 (p = 0,06) gegenuber der Inkubation ohne Peptid.

Aus der inhibitorischen Wirkung des Peptidtoxins SNX-482 auf die Glukose- bzw. KCl-induzierte
Insulinsekretion lasst sich schlussfolgern, dass SNX-482-sensitive Kanale und dabei vermutlich

Ca,2.3e-haltige Ca**-Kanale an der Sekretionsregulation in INS-1-Zellen beteiligt sind.

4.2.2 Effekt der Kultivierungsdauer auf die SNX-482-Inhibition

Mit zunehmenden Alter der kultivierten INS-1-Zellen d.h. mit zunehmender Passagierungszahl
nahm das AusmaR der SNX-482-vermittelten Sekretionsreduktion ab. In ist der
Verlust der SNX-482-Sensitivitat bei Verwendung von 200 nM Peptidtoxin dargestellt.

Obwohl die Kultivierungsbedingungen nicht geandert wurden, konnte nur in den ersten Experi-
menten ein signifikanter Effekt des Toxins auf die Insulinsekretion beobachtet werden. In den
letzten vier Experimenten wurde schliellich keine SNX-482-vermittelte Inhibition mehr regist-
riert. Daher wurden keine molekularen Analysen der INS-1-Zellen mit hoher Passagenzahl

durchgefiihrt, sondern statt dessen ein neues Zell-Aliquot aufgetaut und nach der blichen Ver-
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weildauer von drei Wochen in Kultur (siehe 3.1.2) fir weitere Sekretionsmessungen verwendet.
In diesem Fall konnten die urspriinglich ermittelten Reduktionswerte bei Verwendung von 200
nM SNX-482 reproduziert werden.
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Abbildung 15: Abhédngigkeit des SNX-482-Effektes von der Kultivierungsdauer in INS-1-Zellen.
Dargestellt ist der Einfluss der Passagenzahl nach dem Auftauen eines INS-1-Zellaliquots auf die Hem-
mung der Glukose-induzierten Insulinsekretion durch 200 nM Peptidtoxin. Die acht Einzelexperimente
wurden in einem Zeitraum von 3 Monaten durchgefiihrt. Jedes Experiment reprasentiert mindestens 3
Einzelwerte, die jeweils mit dem zellularen Insulingehalt normiert wurden; die erhaltenen Reduktionswerte
wurden bezlglich der Glukose-vermittelten Stimulation ohne Toxin-Zugabe normalisiert.

4.2.3 Vergleich der inhibitorischen Effekte von L-Typ-, P-Typ- und R-Typ- Ca®*-Antagonisten

Aufgrund der Beobachtung, dass SNX-482 die Stimulus-induzierte Insulinsekretion nur partiell
hemmt, musste geschlossen werden, dass auch andere VGCC an der Sekretion beteiligt sind.
Aus der Literatur war bekannt, dass sowohl in Insulinoma-Zellinien'*? als auch in B-Zellen aus
Langerhans'schen Inseln'*'* L- sowie P/Q-Typ-VGCCs an der Ca®*-aktivierten Insulinsekreti-
on beteiligt sind. Tatsachlich scheinen beide Kanaltypen fir die meisten Stimulus-
Sekretionskopplungen in endokrinen Systemen verantwortlich zu sein (siehe 1.2.1). Aufgrund
der Daten aus der RT-PCR-Analyse und Angaben aus der Literatur'* konnte eine Beteiligung
verschiedener hochspannungsaktivierter VGCCs an der Glukose-induzierten Insulinsekretion in
INS-1-Zellen vermutet werden. Daher wurde der Einfluss der SNX-482-vermittelten Hemmung
in der Insulinoma-Zellinie mit den Effekten bekannter Ca*-Kanalblocker verglichen (toxy-

typing). Die Zugabe der Antagonisten erfolgte sowohl einzeln als auch zusammen.

Jeder Antagonist verursachte eine signifikante Reduktion der Insulinsekretion im Vergleich zur

Kontrolle ohne Hemmstoff (Abbildung 16)).
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Abbildung 16: Einfluss verschiedener Ca**-Kanalantagonisten auf die Glukose-stimulierte Insulin-
sekretion in INS-1-Zellen.

Dargestellt sind Mittelwert = mittlerer Fehler aus mindestens 3 Experimenten mit je 2 (ohne Antagonist)
bzw. 4 Einzelmessungen, jeweils normiert mit dem zelluldren Insulingehalt; die erhaltenen Reduktions-
werte wurden auf die Glukose-vermittelten Stimulation ohne Antagonisten-Zugabe bezogen (100%). Ver-
wendete Substanzen: kein Antagonist (no antag); 100 nM SNX-482 (SNX); 2 uyM (x)-Isradipin (PN); 0,5
MM w-Conotoxin-MVlic (MVIIC), sowie verschiedene Kombinationen der Toxine.

Die Zugabe von 2 uM des L-Typ-Antagonisten PN-200/110 (()- Isradipin) fihrte zu einer
Hemmung auf 23,5% = 9 (n=3) des Ausgangswertes. Auch die Applikation von 0,5 upM o-
Conotoxin-MVlic, einer Substanz, welche sowohl N-Typ- als auch P/Q-Typ-Ca*-Kanale blo-
ckiert, reduzierte die Insulinsekretion auf 31% + 8 (n=3) gegenuber der Positivkontrolle. 3 uM
des N-Typ-spezifischen w-Conotoxin-MVlla (SNX-111) (n=2) verursachten keine signifikante
Anderung der Insulinsekretion (hier nicht dargestellt), so dal der beobachtete Effekt der -
Conotoxin-MVllc-Hemmung offenbar zum weitaus grofiten Teil in der Hemmung der P/Q-Typ-
Ca®*-Kanale besteht. Die Bedeutung der VGCCs fiir die Insulinsekretion der INS-1-Zelle wird
durch die Tatsache verdeutlicht, dal3 die gleichzeitige Zugabe von P- und L-Typ-Antagonisten

die Insulinsekretion vollstandig unterdrickt.

Wahrend die Verwendung von 100 nM SNX-482 die Insulinsekretion auf 76% * 8 (n=4) redu-
zZierte, fuhrte die Kombination von ®w-Conotoxin-MVIic und SNX-482 mit 28,1% %= 11 (n=4) zu
einer im Vergleich mit der alleinigen Verwendung von w-Conotoxin-MVIIc nicht signifikant er-
niedrigten Insulinsekretion. Die fehlende Additivitat ist wesentlich ausgepragter als bei der

gleichzeitigen Verwendung von w-Conotoxin-MVIlc und (%)- Isradipin mit oder ohne SNX-482.
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Zugabe aller drei Antagonisten bzw. von w-Conotoxin-MVllc und PN-200/110 flhrte zur voll-
standigen Inhibition der Glukose-induzierten Sekretion in INS-1-Zellen.

In einem abschlieRenden Experiment wurde die Reduktion des Ba*'-loneneinwartsstroms in
INS-1-Zellen nach Applikation der im toxy-typing verwendeten Hemmsubstanzen bestimmt, um
den Beitrag der VGCCs an der Glukose-induzierten Insulinsekretion mit den jeweiligen La-
dungstrager-Durchtrittsstémen zu korrelieren. Diese elektrophysiologische Charakterisierung

wurde von Prof. Kléckner durchgefihrt.

Applikation von 2 uM (+)-Isradipin reduzierte den Ba®'-Einwartsstrom von 87,4 + 13 pA/pF
(n=11) auf 67,4 £ 10 pA/pF (n=11). Die Zugabe von 2 uyM (z)-Isradipin und 0,5 yM ®-Conotoxin-
MVllc verringerte den Ba*-Durchtrittsstrom von 50,8 + 2,6 pA/pF (n=5) auf 11,3 + 0,9 pA/pF
(n=11). Daraus errechnet sich der relative Anteil beider Komponenten am Ba*"-Einstrom zu 23
+ 16% (L-Typ) bzw. 55 £ 16% (P/Q-Typ) und der resistente Strom zu 22 + 2%.

Die anschlielende Reststromanalyse wurde zur Bestimmung des SNX-482-sensitiven Anteils
immer in Gegenwart der beiden N- und P/Q- bzw. L-Typ-Antagonisten durchgefiihrt (Abbildung ]
39'). In neun Experimenten reduzierten 100 nM SNX-482 den Reststrom von -12,6 + 1,2 pA/pF
auf -7,6 =+ 0,5 pA/pF, was einem relativen Anteil von 8 + 2% am gesamt-Ba”-Einwértsstrom
entspricht. Die dargestellte Strom-Spannungskurve-Kurve vor Zugabe des Peptidtoxins
(,control*, Abbildung 39B) mit einem maximalen Ba?*-Einwértsstrom bei einem Testpotential von
+5 mV reprasentiert den hochspannungsaktivierten Reststrom in INS-1-Zellen. Die Applikation
von 100 nM SNX-482 filhrte neben einer Verringerung der Ba**-Leitfahigkeit zu einer Verschie-
bung des Spitzenstroms zu positiveren Potentialen hin (,SNX-482“). Die Differenz der bei den
jeweiligen Testpotentialen registrierten Strome, die damit dem SNX-482-empfindlichen Anteil
am Reststrom entspricht, wurde berechnet (,difference”) und besitzt einen zu negativeren Po-
tentialen bei etwa 0 mV verschobenen Maximaleinstrom. Auch im Vergleich zur Strom-
Spannungs-Kurve der SNX-482-Hemmung in HEK-Ca,2.3d (Abbildung 38() liegt der Spitzen-
Einwartsstrom bei negativeren Testpotentialen. Somit kann angenommen werden, dass die
SNX-482-sensitive lonenstromkomponente bei negativeren Testpotentialen aktiviert wird als der
verbleibende Toxin-unempfindliche resistente Stromanteil. Dies kénnte bedeuten, dass SNX-
482 durch unterschiedliche Bindungsaffinitdten zwischen distinkten, verschiedenen R-Typ-
Kanalen differenziert. Eine &hnliche Schlussfolgerung wurde von Tottene et al.,2000% bei der
Analyse resistenter lonenstromkomponenten in zerebelldaren Kornerzell-Primarkulturen vorge-
nommen (siehe 1.1.4).

In Gegenwart von SNX-111 (einem synthetischen Analogon des selektiven N-Typ-Antagonisten

o-Conotoxin-MVlla) konnte keine signifikante Reduktion des SNX-482-unempfindlichen Ba*'-
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Einstroms beobachtet werden (Abbildung 39D), was darauf schlieBen lasst, dass der Anteil an

exprimierten N-Typ-Kanalen unterhalb der Nachweisgrenze liegt (siehe auch 4.1.3).

4.3 Funktionsanalyse des Ca,2.3e-Proteins in INS-1-Zellen nach stabiler Uberexpression
von Ca,2.3-Antisense-RNS

Durch die beschriebene pharmakologische Analyse konnte die Beteiligung des SNX-482-
sensitiven Ca,2.3e-Ca**-Kanals an der Glukose- bzw. Kaliumchlorid-induzierten Insulinsekretion
wahrscheinlich gemacht werden. Mit Hilfe der Antisense-Technologie sollten im folgenden |an-
gerfristige Anderungen in INS-1-Zellen induziert werden. Dabei stellte sich die Frage, ob eine
Reduktion des zellularen Ca,2.3e-Proteins die Insulinsekretion der Zellen verandern wiirde.

Zu diesem Zweck wurden INS-1-Zellen mit einem Vektorkonstrukt stabil transfiziert, welches zur
Uberexpression eines Ca,2.3-Antisense-Fragmentes flihrte, und im Anschluss einer Funktions-

analyse unterzogen.

4.3.1 Konstruktion des Vektors

Die Strategie, nach der die Antisense-Fragmente synthetisiert und in den Transfektionsvektor

kloniert wurden, ist in Abbildung 17|dargestellt:

Fir die Uberexpression wurde der 5 -Bereich der aus Ratte klonierten Ca,2.3-cDNS (Accessi-

onnr. L15453, GenBank, Bethesda, USA) inklusive des Start-Basentripletts ausgewahlt
(Abbildung 17B). Das Fragment beginnt mit der Kozak-Sequenz und dem ATG-Startcodon und
kodiert den gesamten Aminoterminus und die Transmembrandomane | sowie die ersten siebzig
Aminosauren der zytoplasmatischen Schleife zwischen Doméne | und Il. Mit einer Gesamtlange
von 1129 bp umfasst es den Nukleotidbereich von Position nt182 bis nt1311; das cDNS-
Fragment wurde durch eine Amplifikation mit Hilfe der Oligonukleotide a1e-asf (nt182-nt205)
und ale-asr (nt1292-1311) (siehe 2.4) aus Rattenhirn-cDNS synthetisiert.

Die beschriebene Region wurde mit strukturverwandten Sequenzen anderer Ca,-Untereinheiten
verglichen (Abbildung 17B). Die hohe Homologie zu Ca,2.1, der ionenbildenden Pore des in
INS-1-Zellen prominent exprimierten P/Q-Typ-Kanals, sowie in geringerem MafRe auch zu
Ca,1.2 (L-Typ), kénnte eine unspezifische Interaktion des Antisense-Fragmentes mit anderen
Ca,-RNS-Molekilen zur Folge haben. Daher wurde die Expression von P/Q- bzw. L-Typ-

VGCCs mit Hilfe selektiver Blocker im elektrophysiologischen Experiment Uberprift (s.u.).

Als Vektor wurde das Plasmid pCAGGS/GFP verwendet (freundlicherweise von Dr. Kolossov,
Institut fir Neurophysiologie, Universitat Koln, zur Verfliigung gestellt), welches eine hohe
Transfektionseffizienz gegenlber kultivierten Saugetierzellen aufweist. Die Struktur ist in
dargestellt. Der Einbau des Antisense-Fragmentes erfolgte mit Hilfe der flankie-
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renden EcoR I-Schnittstellen durch Substitution der GFP-cDNS (GFP = ,green fluorescent pro-
tein“). Dazu wurden terminale EcoR I-Erkennungssequenzen an das 5'- (a1E-asf) bzw. 3'-Ende
(a1E-asr) der zur Generierung des Antisense-Fragmentes verwendeten Oligonukleotide synthe-
tisiert. Nach dem Verdau mit EcoR | konnte das Amplifikationsprodukt daher in den entspre-
chend behandelten und anschlieRend dephosphorylierten Vektor ligiert werden.

Um zwischen der Antisense-Repression und unspezifischen Effekten aufgrund der Vektortrans-
fektion und anschlieRender Transkription zu differenzieren, wurde neben dem Antisense-Vektor
und dem urspringlichem pCAGGS/GFP-Vektor auch das Insertionsprodukt in umgekehrter Ori-
entierung (,Sense“-Produkt) in den anschlieRenden Zelltransfektionen eingesetzt.

Alle synthetisierten Plasmide wurden abschlielRend Uber die Insertionsbereiche kontroll-

sequenziert.
A) Vektorkonstrukt: - pCAGGS-Vektor
EcoRI | antisense l EcoRI
- Neomycin- | cmv- | B -Aktin [ sense e
kassette Enhancer Promoter |

B) Ausgewahlites cDNS-Fragment von Ratte Ca,2.3 cDNS (L15453)

ATG STOP
— I 1 1 v
nt 195 315 1101 6863
nt 182 1311 Sequenzvergleich mit Ca,-
humane Ca2.3 94.1% 1132bp
sense / Ratte Ca,2.1 74.9% 1152 bp
1146 bp Ratte Ca,2.2 755% 1149 bp
P Ratte Ca,1.2 60.9% 982bp
(inkl. Oligonukleotide, 60 Ratte Ca/3.1 63.4% 220bp

Abbildung 17: Rekombinante Synthese des Ca,2.3-Antisense-cDNS-Fragmentes.
(A) Verwendete Vektorkonstrukte (B) Komplementarbereich auf der Ratten-Ca,2.3-Primarsequenz und
Identitatsvergleich des Ca,2.3-Antisense-cDNS-Fragmentes mit anderen Ca,-Untereinheiten

4.3.2 Nachweis der genomischen Vektorinkorporation
INS-1-Zellen wurden mit Hilfe der Calciumphosphat-Methode (Mammalian transfection Kit; Stra-

tagene, La Jolla, USA) mit den drei Vektoren transfiziert und die Zellklone aufgrund ihrer Neo-

mycin-Resistenz auf Einzel-Zell-Niveau selektioniert.
INS-1-Zellen, die stabil mit pPCAGGS/GFP transfiziert worden waren, wurden unter dem Fluo-

reszenzmikroskop hinsichtlich grétmaoglicher Fluoreszenzintensitat selektioniert. Diese Arbei-
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ten wurden von Dr. A. Pereverzev im Institut fur Neurophysiologie der Universitat zu Koln
durchgeflihrt.

Aus 230 mit Sense- und Antisense-Vektoren transfizierten INS-1-Zellklonen wurde die jeweilige
genomische DNS extrahiert und diese auf die Anwesenheit der funktionsfahigen Expressions-
kassette durchmustert. Dazu wurde die DNS durch einen Verdau mit den Restriktionsendo-
nukleasen Sal | und HinD Il fragmentiert. Neben einem gréeren Fragment, welches das Vek-
torgerist sowie die Ampicillin- und Neomycin-Resistenzgene besitzt, entsteht ein kirzeres Pro-
dukt von 3,3 kb Lange, welches alle zur Transkription notwendigen Elemente beinhaltet; bei der
folgenden Analyse wurden nur solche Klone ausgewahlt, die eine vollstandige Inkorporation
dieses kiirzeren Vektorabschnittes enthielten. Die genomischen DNS-Fragmente wurden im
Rahmen einer Southern Blot-Analyse mit einer radioaktiv markierten Sonde (siehe 3.1.5.5),

welche der inserierten Ca,2.3-Sequenz entsprach, hybridisiert.

V —Antisense-Klone—— M ——Sense-Klone—— Grosse,
1C2 6C1 4A4 6C2 6C3 6A2 4A3 1kb 7 9 48 49 62 64 bp

-4 kb

-3 kb

-1,6 kb

1 2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Spur

Abbildung 18: Durchmusterung genomischer DNS stabil transfizierter INS-1-Zellen.

Dargestellt ist ein Autoradiogramm der Sal I / HinD IlI-Restriktionen genomischer Praparationen nach
Hybridisierung gemaf 3.1.4.2. Abkirzungen: V = 100 pg verdauter pCAGGS-Sense-Ca,2.3-Vektor, M =
1-kb-Leiter (GibcoBRL). Der Grofkenmarker ist auf der rechten Seite aufgetragen; die durchgezogene
Linie in der Abbildung reprasentiert die Gré3e der erwarteten DNS-Bande (3,3 kb).
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Abbildung 18|zeigt ein reprasentatives Autoradiogramm nach drei Tagen Exposition auf einem
Roéntgenfilm bei —80°C. Bei vollstandiger Inkorporation des entsprechenden Vektorabschnitts
wird ein 3,3 kb groRes Restriktionsfragment erwartet. Markiert werden Fragmente mit unter-
schiedlichen Intensitaten, was in erster Naherung proportional von der Zahl der inkorporierten
Vektoren abhangt. Daruber hinaus wird deutlich, dass die Sonde in einigen Fallen mit anderen

DNS-Fragmenten hybridisierte.

4.3.3 Uberexpression von Sense- und Antisense-RNS der Ca,2.3-Untereinheit

Neben einer Amplifikation mit den zur Generierung des Ca,2.3-Antisense-cDNS-Fragmentes
synthetisierten Oligonukleotiden a1e-asf und o1e-asr (Abbildung 17) wurden HPRT-Fragmente
(siehe 3.1.6.1) mit den Oligonukleotiden 9799 und 3251 (siehe 2.4.1) synthetisiert, um die
Amplifikationen der Kassetten-cDNS semi-quantitativ miteinander zu korrelieren.

In Abbildung 19]wird die unterschiedliche Expression der Antisense-/Sense-cDNS-Fragmente in
den INS-1-Zellklonen deutlich: Neben Zellklonen mit hoher Kassettenexpression (z. B. as66,
as84, as90) existieren auch Zellklone ohne detektierte cDNS. Die in Abbildung 19B simultan
durchgefiihrte HPRT-Amplifikation bestatigt die Verwendung aquivalenter Mengen an cDNS.
Die unterschiedliche Kassettenexpression beruht im wesentlichen auf den jeweiligen Einbaura-

ten und —orten des Transfektionsvektors im INS-1-Genom.

Die Quantifizierung der Ca,2.3-Repression durch Vergleich der entsprechenden Proteinmengen
in der Immundetektion konnte nicht durchgefihrt werden, da in INS-1-Zellen das Protein unter-
halb der Nachweisgrenze exprimiert wird (siehe 4.1.5.2). Auf Immunoprazipitationen der aus-
gewahlten Zellklone wurde verzichtet, da die einzusetzenden Mengen des im Hause hergestell-
ten Antikorpers erheblich waren. Aulerdem ware im Falle einer zellspezifischen Proteolyse
(siehe 4.1.4.2) des Ca,2.3-Proteins die Méglichkeit einer Normierung per se nicht gegeben.

Daher wurden im folgenden die Zellklone gemafR einer moglichst starken Antisense-
Kassettenexpression ausgewahlt und in Form von funktionellen Studien mit Kontrollzellen wie

Wildtyp-Zellen bzw. Sense- oder GFP-Kassetten-transfizierten Zellen verglichen.

4.3.4 Charakterisierung der stabil transfizierten INS-1-Zellklone

Durch das Klonieren kdnnen die Eigenschaften der stabil transfizierten Zellinien gegentber den
Ausgangszellen (,Wildtyp”) stark differieren. Daher wurden zunachst zelluldare Parameter wie
die Morphologie, der Insulingehalt, die basale Insulinsekretion und die Ba**-Einwartsstréme
verschiedener transfizierter INS-1-Zellklone mit dem Wildtyp verglichen. Ausgehend von jeweils
250 000 Zellen pro Kulturschalenvertiefung wurden nach dreitagiger Kultivierung die zellularen

Parameter bestimmt.
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A —— Antisense Klone Antisense Klone ——— Sense Wild-
Klone typ
2 34 56 78 910 111213141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 2930 31 32 33 34 35 36 37 38

OD<N . w =
Kassette

RT: + - +
M 6C2 6C3 4A4 6A2 66 67 82 83 84 90 98 101 121 122 124 M S9 6B2 INS-1

B —— Antisense Klone Antisense Klone ———  Sense  Wild-
Klone typ
2 3456 7 8 9101112131415161718 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 2930 3132 33 34 35 36 37 38

- II

RT: + -
M 6C2 6C3 4A4 6A2 66 67 82 83 84 90 98 101 121 122 124 M S9 6B2 INS-1

Abbildung 19: RT-PCR-Analyse der Expression der Antisense- und Sense-Kassette in stabil transfizierten INS-1-Zellen.

(A) Darstellung der Amplifikationsprodukte mit den Oligonukleotiden a1E-asf und a1E-asr. Die fehlende Amplifikation der Kassette in Wildtypzellen bestatigt
die Spezifitat des verwendeten Oligonukleotidpaares. Die Amplifikation von cDNS-Fragmenten aus Ansatzen, denen nur RNS zugesetzt wurde, ist auf eine
Chargen-abhangige Unspezifitat der verwendeten Taqg-Polymerase zurlickzufiihren. (B) Amplifikationsprodukte mit den HPRT-spezifischen Oligonukleotiden
3251 und 9799. M = 1kb-Leiter; RT: reverse Transkription der Zellklon-RNS durchgeflihrt (+) oder RNS direkt in PCR eingesetzt (-).
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Die erzeugten stabil transfizierten Zellklone unterschieden sich morphologisch nicht von
Wildtyp-Zellen. Allerdings wurden im Falle der transfizierten Zellklone mit Ausnahme von S9
weniger Protein pro Kulturschalenvertiefung ermittelt. Wahrend der Zellvermehrung konnte
beobachtet werden, dass die Antisense-Zellen im Vergleich zu Wildtypzellen und dem
Sense-Klon S9 langsamer proliferierten. Andererseits wurden mit dem Sense-Klon S6B2 und
dem GFP-Klon GFP3D1 auch zwei Kontrollklone mit einem reduzierten Proteingehalt pro

Vertiefung einer 24-Loch-Kulturschale (siehe 3.4.1) erhalten.
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Abbildung 20: Vergleich des Insulingehaltes und der basalen Insulinsekretion in Sense-, Anti-
sense-, GFP- und Kontroll-INS-1-Zellklonen.

Dargestellt sind die Mittelwerte + dem mittleren Fehler aus 3-6 unabhangigen Experimenten.

(A) Vergleich des proteinnormierten Insulingehaltes. Zellulares Protein bzw. der Gesamtgehalt an
Insulin wurden wie beschrieben isoliert (siehe 3.2.1). (B) Vergleich der basalen Sekretion. Zur besse-
ren Ubersichtlichkeit wurde der Relativwert ,basale Sekretion“ mit dem jeweiligen, proteinnormierten
Mittelwert des Insulingehaltes multipliziert, so dass die dargestellten Werte der basalen Sekretion pro
Proteingehalt entsprechen.



Unabhangig vom verwendeten Vektorkonstrukt ist der zellulare Insulingehalt mit Ausnahme
von S9 und as6C2 in allen stabil transfizierten Zellen erniedrigt (Abbildung 20R). Diese Re-
duktion muss auf die Zellklonierung und nicht auf die Uberexpression der Antisense-Kassette
zuruckgefuhrt werden. Da die durchschnittlichen Insulin-Sekretionsraten wahrend der Inku-
bationsexperimente mit nur 1-3 % des Gesamtgehaltes auch in den stabil transfizierten Zelli-
nien nicht zu einer Verarmung an zellularen Insulin fihren durften, wurden die ausgewahlten
INS1-Zellklone fir die folgenden Sekretionsmessungen verwendet. Das Konzept der Normie-
rung des sezernierten Hormons durch den zellularen Gesamtgehalt (siehe 4.2) wurde dabei

beibehalten.

Die zellulare Insulinfreisetzung in Glukose-freiem Krebs-Ringer-Puffer wurde als ,basale*
Sekretion definiert. Sie reprasentiert zellulare Effekte wie spontane Depolarisationen der
INS-1-Zelle und Messartefakte wie tote, abgeldste oder beschadigte Zellen.

In den stabil transfizierten INS-1-Klonen wurden keine héheren Basalsekretionen im Ver-
gleich zum Wildtyp ermittelt (Abbildung 20B), was darauf hindeutet, dass die Inkubationspro-
zedur den Zellklonen nicht mehr Schaden zufugt als den Wildtypzellen. Vergleicht man
Abbildung 20A und B, wird deutlich, dass die Zellklone mit geringerem Insulingehalt auch
eine erniedrigte basale Sekretion aufweisen. Im weiteren Verlauf der INS-1-Experimente
wurde daher neben dem zellularen Insulingehalt auch die basale Sekretion als Normierung
der verschiedenen Zellklone verwendet. Auf dieser Grundlage wurden die erhaltenen Stimu-

lationswerte als Vielfaches der basalen Sekretion berechnet.

In einer elektrophysiologischen Analyse von Prof. Kléckner wurden die Barium-
Einwartsstrome verschiedener Klone miteinander verglichen. Durch Zugabe der selektiven
VGCC-Blocker 0,5 yM o-Conotoxin-MVIlc (hemmt P/Q- und N-Typ-Stréme) bzw. 2 uyM (1)-
Isradipin (L-Typ-Antagonist) auf die Ba**-Einwértsstrome von Wildtyp-, Sense- und Anti-
sense-INS-1-Zellen wurde ermittelt, ob die entsprechenden HVA-Calciumkanale durch die
Uberexpression der Vektorkassette ebenfalls unspezifisch reprimiert wurden.

Die Antagonistenzugabe verursachte keine signifikanten Anderungen der Ba*'-
Einwartsstrome in stabil transfizierten INS-1-Zellen gegeniber Wildtyp-Kontrollzellen
(Rbbildung 40). Die Spitzeneinwartsstrome des Antisense-Klons as84 sowie des Sense-
Klons S9 wiesen im Vergleich zum Wildtyp geringfligig erniedrigte Amplituden auf (
40A). In Gegenwart von 0,5 uM @-Conotoxin-MVllc reduzierte sich der Einwartsstrom fiir
Wildtyp, S9- und as84-Zellen, ohne dass zwischen den einzelnen Klonen signifikante Unter-

schiede auftraten.
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4.3.5 Die Stimulus-induzierte Insulinsekretion in transfizierten INS-1-Zellen

In Analogie zu 4.2.1.2 wurden sowohl 15 mM Glukose bzw. 25 mM KCI mit und ohne Zugabe
von 100 nM SNX-482 fir die Analyse der Antisense-Zellklone eingesetzt. Als Kontrollzellen

wurden dabei sowohl Wildtyp- wie Sense- und GFP-transfizierte Zellen verwendet.

Eine vergleichende Darstellung der Sekretionswerte nach Induktion durch 15 mM Glukose
bzw. 15 mM Glukose und 100 nM SNX-482 ist in angegeben. Durch eine
Signifikanzanalyse mit Hilfe des ANOVA-Tests konnte gezeigt werden, dass die Stimulation
mit 15 mM Glukose nicht zu einer signifikanten Erhdhung der Insulinsekretion im Vergleich
zur Basalsekretion fir die Antisense-Klone as90 (p = 0,16) und as6C2 (p = 0,51) fuhrt. Auch
im Falle von as84 (p = 0,003) ist die Exozytose im Vergleich mit Wildtyp- (p = 4,1-10°) und

Sense-Zellen deutlich gehemmt.

4% 00 mM Glukose
M 15 mM Glukose
E 15 mM Glukose und 100 nM SNX-482

¥
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Abbildung 21: Vergleich der Glukose-induzierten Insulinsekretion in Wildtyp und transfizierten
INS-1-Zellen.

Saulendiagramm fiir die ermittelten Prozentualwerte (in Bezug zum zellularen Insulin-Gesamtgehalt).
Dargestellt sind Mittelwerte + mittlere Fehler aus 3 Experimenten mit 4-8 Einzelmessungen. Flr jedes
Experiment wurden nicht mehr als drei verschiedene Zellklone und der Wildtyp gleichzeitig prozes-
siert; Sense- und Antisense-Klone waren dabei wahllos gemischt.

Die Zugabe von 100 nM SNX-482 fuhrt nicht zu einer signifikanten Erniedrigung der Gluko-
se-induzierten Insulinsekretion, obwohl die Mittelwerte der Inkubationen mit SNX-482 fir alle
Zellklone und den Wildtyp niedriger liegen als bei alleiniger Inkubation mit 15 mM Glukose.

Dies mag an der geringen Anzahl der Experimente liegen (jeweils n = 3).
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Die dargestellten Absolutwerte von basaler und stimulierter Sekretion differieren innerhalb
der Senseklone und im Vergleich mit den Wildtyp deutlich, was nicht zuletzt eine Folge der
notwendigen Normierung mit dem zellularen Insulingehalt ist. Um zu einer vereinheitlichen-
den Darstellung zu gelangen, wurden daher im folgenden Stimulus-induzierte Insulinsekreti-
onen als Vielfaches der basalen Sekretion angegeben, wodurch der zellulare Gehalt rechne-
risch eliminiert worden ist. Fir die folgenden Analysen wurden neben Wildtyp-Zellen der

Senseklon S9 sowie die Antisenseklone as6C2 und as84 verwendet.

Applikation von 15 mM Glukose bzw. 25 mM KCI erhdhte die Sekretionsrate in ahnlichem
MalRe um das 2,84 + 0,29- bzw. 2,52 + 0,13-fache der Basalsekretion. Dies entspricht den
Daten, die aus der Literatur bekannt waren'.

Vergleicht man Glukose- und KCI- vermittelte Hormonsekretion (Abbildung 22A), so lasst
sich feststellen, dass bei Stimulation mit KCI im Falle der Antisense-Klone keine Reduktion
der Insulinsekretion auftritt. Vielmehr sind die KCl-induzierten Insulinfreisetzungen im Mittel
hoher als die Glukose-stimulierten und im Vergleich mit Wildtyp- und S9-Zellen nicht signifi-
kant verschieden (Abbildung 22B). Dagegen bestehen im Falle der Glukose-Induktion signifi-

kante Unterschiede zwischen Antisense- und Kontrollzellen.

A B 15 mM Glukose
3 4 025 mM KCl ]
&
g 1
87 3 l 7 ‘ B
£&
=S *
2w o
-
28 2 >
=
8
s
8
é 1 ‘ ‘ ‘
wt S9 as84 as6C2
Wildtyp Senseklon Antisenseklone
B as84 as6C2 S9
wt, 15 mM Glukose 0,03 0,06 0,51
wt, 25 mM KCI 0,19 0,37 0,26

Abbildung 22: Vergleich von Glukose- und KCl-induzierter Insulinsekretion in Wildtyp- sowie
transfizierten INS-1-Zellen.

(A) Saulendiagramm in der Darstellung des Vielfachen der jeweiligen basalen Sekretion. Dargestellt
sind Mittelwert + mittlerer Fehler aus 3 (15 mM Glukose) bzw. 6 (25 mM KCI) Experimenten mit 4-8
Einzelmessungen. (B) Signifikanzanalyse mittels ANOVA. Berechnet wurden p-Werte des Vergleichs
der Insulinsekretion von Wildtypzellen mit den verwendeten INS-1-Zellklonen (obere Zeile) fur die
Stimulation mit Glukose (,wt, 15 mM Glukose®) und KCI (,wt, 25 mM KCI*).
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Offenbar ist in diesen Zellen die Glukose-spezifische Signalkaskade durch die Repression
des Ca,2.3e-Proteins gestort, wahrend die Depolarisations-stimulierte Sekretion im wesentli-

chen unverandert bleibt.

4.4 Analyse der Glukose-stimulierten Insulinsekretion von isolierten Langer-
hans’schen Inseln der Maus

Um die in 4.2. und 4.3 erhaltenen Resultate auf in vivo-Verhaltnisse zu Ubertragen, wurden
Langerhans’sche Inseln der Maus isoliert und ihr Sekretionsverhalten auf eine Glukose-Sti-

mulation hin untersucht.

4.4.1 Die SNX-vermittelte Sekretionsinhibition

Zur SNX-482-Analyse wurden Langerhans’sche Inseln aus funf Wochen alten FVB/N-Mause

prapariert (siehe 2.1.1.2). Je sechs Inseln wurden gemaf} 3.4.2 mit 20 mM Glukose stimu-
liert. Der SNX-482-Effekt wurde durch Zugabe von 100 nM des Peptidtoxins untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 23| dargestellt.

A) normalisierte Insulinfreisetzung B) Insulinfreisetzung aus 6 Inseln
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Abbildung 23: Reduktion der Glukose-induzierten Insulinsekretion durch 100 nM SNX in Lan-
gerhans’schen Inseln.

Langerhans’sche Inseln wurden aus flinf Wochen alten FVB/N-Mausen isoliert. Sezerniertes Insulin in
Gegenwart von 2 mM Glukose wurde als Basalwert definiert (bas). Demgegeniber wurde die Sekreti-
on durch 20 mM Glukose mit 100 nM SNX-482 (SNX) oder ohne den Antagonisten (no antag) stimu-
liert. Abgebildet sind die Mittelwerte + mittlerer Fehler aus mind. 3 unabhangigen Experimenten. (A)
Darstellung des sezernierten Insulins als prozentualer Anteil des zelluldren Insulins (zelluldres Insulin
= 100%). (B) Darstellung des sezernierten Insulins in der ermittelten Hormonkonzentration des extra-
zelluldren Mediums.
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20 mM Glukose erhéhte die Insulinsekretion der Langerhans’schen Inseln um das 4,5-fache
gegenuber dem Basalwert. In Gegenwart von 100 nM SNX-482 erfolgte eine partielle Hem-
mung der Insulinsekretion, da die Stimulation von 100% + 6% (n=4) auf 89 + 8% (n=6) sank.
Obwohl dieses Ergebnis eine entsprechende Rolle des Ca,2.3e-Proteins in Langer-
hans’schen Inseln der Maus wie in der Insulinoma-Zellinie INS-1 aus Ratte suggeriert, war

der beobachtete Effekt im Gegensatz zur INS-1-Zellinie nicht signifikant.

4.4.2 Vergleich der Glukose-stimulierten Insulinsekretion von Langerhans’schen Inseln aus
C57Bl/6- bzw. a1 E(-/-)- Mausen

Wie in 4.3 beschrieben, flhrte die Verwendung eines Antisense-Ansatzes in INS-1-Zellen zu

einer verstarkten Repression der Glukose-stimulierten Insulinsekretion gegenuber der phar-
makologischen Inhibition durch SNX-482. Fir die entsprechende Untersuchung in vivo konn-
ten mit der Verwendung der Ca,2.3-defizienten Mauslinie a71E(-/-) Langerhans’sche Inseln

verwendet werden, in denen das Protein vollstandig eliminiert worden war.

Ca,2.3-defiziente Mause und Vergleichstiere der Mauslinie C57BI/6 wurden bei artgerechter
Haltung ad libitum (d.h. unter ungehindertem Zugang zu Futter und Wasser) ernahrt (siehe
2.1.1). Je sechs Weibchen im Alter von zehn bis elf Wochen wurden fir die nachfolgende
Analyse verwendet. Je eine Ca,2.3-defiziente Maus und ein Vergleichstier wurden im Ab-
stand von 15 min get6tet und das Sekretionsverhalten der isolierten Langerhans’schen In-

seln in einer statischen Ein-Punktmessung untersucht (siehe 3.4.2.1).

Die Abwesenheit des Ca,2.3-Proteins fiihrte zum Verlust der Glukose-induzierbaren Insulin-
sekretion in der defizienten Mauslinie (Abbildung 24)).

In funf unabhangigen Experimenten konnte die Insulinsekretion der Kontrolltiere nach Zuga-
be von 20 mM Glukose im Mittel auf das 1,9 + 0,1-fache des basalen Wertes (in Gegenwart
von 2 mM Glukose) stimuliert werden. Bei Verwendung von 7 mM Glukose konnte eine nicht-
signifikante Erhéhung der Insulinfreisetzung registriert werden. Demgegenuber fihrte weder
die Verwendung von 7 noch von 20 mM Glukose mit dem 1,0 + 0,2- bzw. 1,1 + 0,1-fachen
der basalen Sekretion zu einer gesteigerten Aktivitat der Langerhans’schen Inseln, welche
aus a1E(-/-)-Tieren isoliert worden waren.

Dieser Effekt ist nicht auf einen geanderten Insulingehalt zurtickzufihren, da ein Vergleich
der zellularen Insulingesamtgehalte von Wildtyp- und Ca,2.3-defizienten Mausen keinen Un-

terschied ergab (Abbildung 25B). Durch Auszahlung der Langerhans’schen Inseln in
Schnittpraparaten nach Anfarbung mit Insulin-Antikérper konnte weiterhin ermittelt werden,

dass weder Zahl (Abbildung 25A, Prof. Schneider, pers. Mitteilung) noch Verteilung der Lan-

gerhans’schen Inseln im intakten Organ zwischen beiden Mauslinien signifikant differieren.
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Abbildung 24: Vergleich der Glukose-stimulierten Insulinsekretion isolierter Langerhans scher

Inseln aus a1E(-/-)- und C57BIl/6-Mausen.

Dargestellt sind Mittelwerte + mittlere Fehler aus 5 Experimenten mit 4 -10 Einzelmessungen. Jede
Einzelmessung reprasentiert flinf zuvor isolierte Langerhans sche Inseln, die nicht gréRenselektioniert
wurden; daher wurden die ermittelten Insulinkonzentrationen anschlieRend mit dem zellularen Insulin-

gehalt normiert.
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Abbildung 25: Vergleich von Zahl und Insulingehalt Langerhans’scher Inseln von C57BI/6- bzw.

o1E(-/-)-Mausen.

(A) Auszahlung Langerhans’scher Inseln in Pankreas-Schnittpraparaten von C57BIl/6- bzw. o1E(-/-)-
Mausen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Schneider vom Institut fir Neurophysiologie der
Universitat zu Koln). (B) Vergleich der Gesamt-Insulingehalte von Langerhans’schen Inseln, welche
aus C57BI/6- bzw. a1 E(-/-)-Mausen isoliert wurden.
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4.5 Untersuchungen zur Modulation des Ca,2.3-Proteins im heterologen Expressions-
system und in stabil transfizierten INS-1-Zellen

Neben der Funktionsanalyse wurde auch die Modulation der Ca,2.3-Untereinheit untersucht.
Die zytoplasmatischen Abschnitte spannungsgesteuerter Calciumkanale stellen Angriffs-
punkte modulatorisch wirksamer Proteine aus den Bereichen der Signaltransduktion und
Calcium-Homdostase dar.

G By-Untereinheiten binden an Bereiche der zytoplasmatischen Region zwischen Domane |
und Il von Ca,2.1, Ca,2.2 und Ca,2.3"%"4® sowie im Falle von Ca,2.2 und Ca,2.3 im Ami-
noterminus’’. Dariiber hinaus ist fiir Ca,2.3 auch eine Interaktion der By-Dimere mit einer
Region im Carboxyterminus berichtet worden'. Alle Interaktionen fiihren zu einer Inhibition
von Ba®*-Einwartsstromen im heterologen Expressionssystem.

Stimulation von Protein Kinase C durch 100 nM Phorbol-12-myristat,13-acetat (PMA) erhéht
den Ba?*-lonendurchtritt fur Ca,2.2 und Ca,2.3, jedoch nicht fir Ca,2.1, wie durch transiente
Expression in Xenopus laevis-Oocyten gezeigt werden konnte®. Die Autoren vermuteten
eine Phosphorylierung von Serin- oder Threoninresten in der zytoplasmatischen Region zwi-
schen Domane | und I, welche die Anwesenheit einer VGCC-B-Untereinheit bendtigt.

In TSA201-Zellen konnte die PMA-vermittelte Stimulation von Ca,2.2 durch eine G-Protein-
induzierte Inhibition aufgehoben werden'®. Diese Integration von Signaltransduktionswegen,
der auf molekularer Ebene eine Interaktion von G Proteinen und Proteinkinase C in sich -
berlappenden Doméanen entspricht, wird in der Literatur als ,Crosstalk” bezeichnet. Wenig
spater wurden zwei Erkennungssequenzen in dem Bereich zwischen Domane | und Il als

Interaktionsstellen ermittelt®.

Durch in vitro-Untersuchungen heterolog in HEK293-Zellen exprimierter Ca,2.3d-Mutanten
wurde zunachst untersucht, welche Domanen in vivo bei der Somatostatin-vermittelten G-
Protein-Inhibition sowie der durch Protein Kinase C induzierten Stimulation von Bedeutung
sind. Alle elektrophysiologischen Untersuchungen wurden von Prof. Kléckner, Kéln, und die

daflr notwendigen Transfektionen von Dr. Pereverzev, KéIn durchgefihrt.

4.5.1 Eigenschaften der Modulation von Ca,2.3d-induzierten Ba*-Strémen durch Phorbo-

lester bzw. Somatostatin in HEK293-Zellen

Durch transiente Expression der Ca,2.3d-Untereinheit in HEK293-Zellen wurde zunachst
gezeigt, dass auch diese Isoform durch Phorbolester stimulierbar (Abbildung 41C) und durch
Somatostatin inhibierbar (Abbildung 41A und B) ist. Zur Protein Kinase C-Stimulation wurde
in allen folgenden Experimenten unter Verwendung von 15 mM Barium als Ladungstrager
100 nM des Phorbolesters Phorbol-di-butyrat (PDBu) eingesetzt; eine Abgrenzung von PKC-
unabhangigen Effekten erfolgte durch den inaktiven Phorbolester 100 nM 4a-PDBu'°. Durch
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Zugabe von 1 pM Somatostatin zur Badlésung wurde die partielle Hemmung des Ba?*-

Einwartsstroms induziert.

Im Gegensatz zur Ca,2.2-Untereinheit konnte fur das Ca,2.3d-Protein kein ,Crosstalk-Effekt"
nachgewiesen werden. Nach vorheriger Stimulation des Ba®*-Einwartsstrom durch 100 nM
Phorbolester inhibierten 1uM Somatostatin diesen Strom im gleichem Ausmalf} wie im Expe-
riment ohne vorherige Phorbolester-Stimulation (fAbbildung 42). Dies kénnte bedeuten, dass
die durch die pharmakologischen Substanzen induzierten Effekte nicht an identischen Bin-
dungsplatzen des Ca,2.3d-Proteins stattfinden. Daher wurde im folgenden untersucht, wel-

che Regionen des Kanalbildners an den Interaktionen mit den Signalmolekulen beteiligt sind.

4.5.2 Synthesestrategie

Zunachst wurden Nukleinsaurebasen der Ca,2.3d-cDNS mutiert, deren komplementare Ami-
nosaurereste aussichtsreiche Kandidaten flir eine Phosphorylierung durch Protein Kinase C
darstellen. Die cDNS war zuvor in den Transfektionsvektor pcDNA3 (siehe 2.4) gebracht

worden'®. Im Anschluss wurden dann systematisch Regionen, von denen in der Literatur

eine Interaktion berichtet worden war, geandert (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Modifikationen von pcDNA3-Ca,2.3d.

Die Darstellung ist nicht mafistabsgerecht. Ca,2.3d-cDNS (Nr. L27745 GenBank, Bethesda, USA) ist
hellgrau unterlegt, Vektorsequenzen sind durch offene Abschnitte gekennzeichnet. Die homologe
Ca,2.1-cDNS-Sequenz (Nr. X99897, GenBank, Bethesda, USA), die bei der Chimarenkonstruktionen
den entsprechenden Abschnitt der Ca,2.3d-Sequenz ersetzt, ist dunkelgrau schattiert. Die verwende-
ten Restriktionsschnittstellen sind hervorgehoben. Die Bezeichnung der durchgefiihrten Modifikationen
ist in den praparierten Vektoren als Indizes beibehalten. Die Klonierungsstrategie wurde so angelegt,
dass die vorgenommenen Modifikationen der Ca,2.3d-cDNS sowohl einzeln als auch sukzessiv er-
zeugt werden konnten.
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4.5.3 Punktmutationen

Im Ca,2.2-Protein fihrte die Mutation der Aminoséaurereste Serin425 und Threonin422 zum
Verlust der PMA-Empfindlichkeit®®. In Analogie zu dieser Beweisfiihrung wurde in der vorlie-
genden Arbeit versucht, die entsprechenden Bindungsstellen im Ca,2.3d-Moleklil gleicher-
mafen zu inaktivieren. Die PKC-Erkennungssequenz [ R K X S, T X R,K ] konnte in Ca,2.3

an Position Ser468 identifiziert werden (siehe |Abbildung 27]). Daher wurde die Aminosaure
Ser468 punktmutiert.

GEFAKERERVENRRAFLI KTLR Consensus
1 GEFAKERERVENRRAFMEKTLR Ca,2.3hum
1 GEFAKERERVENRRAFLI KTLR Ca,2.2mus
1 GEFAKERERVENRRAFLIKTLR Ca,2.1lhum

RQQQIERELNGYXEWTIXZKAE Consensus

21

ROQQIERELNGYRAWIDIKAE Ca,2.3hum
21 RQQQIERELNGYLEWTITFZKAE Ca,2.2mus
21 RQQQIERELNGYMEWTISIZKAE Ca,2.1lhum

EVMLAEEXKNAEXXSPLDYVL Consensus

41

EVMLA ENKNAG-TSALEVL Ca,2.3hum
41 EVMLAEEDI KNAEEIXKSPLDYVL Ca,2.2mus
41 EVILAEDETDGEQRHPFDAL Ca,2.1lhum

RRATIKKSRTDLXXZXEEXE D Consensus

60 RRAIKR RTEAMTRDS S D E Ca,2.3hum
61 KRAA@KK RNDLTIHAEEGED Ca,2.2mus
61 RRTTIKKSKTDLLNPEEAED Ca,2.1lhum

XXVDIXSVGSPFARASTIIKS A Consensus

80 HCVDISSVGTPLARASTIIKSA Cay2.3hum
8l RFVDLCAVGSPFARASTLI KSG Ca,2.2mus
8l QLADIASVGSPFARASTIIKSA Cay2.1hum
KXEXSSYFRXKERIXXRTEFIXTIR Consensus
100 KVDGVSYFRHKERLLRIEIIRCaV2.3hum
101 KESSSYFRRKEKMFRFFIRCaVZ.Zmus
101 KLENSTFFHKEKERRMRTEFYTIR Ca,2.1lhum
RMYV KX Consensus
120 H M S Q Ca,2.3hum

vV K
121 R MV KA Q Ca,2.2mus
121 R MV KT Q Cay2.lhum

Abbildung 27: Sequenzvergleich von Ca,2.1, Ca,2.2 und Ca,2.3 fiir den zytoplasmatischen Be-
reich zwischen Domane | und II.

Die Aminosauren des Bereiches wurden von 1 bis 126 (bzw. 125) durchnumeriert. Position 1 ent-
spricht in den jeweiligen cDNS (GenBank, Bethesda, USA) Gly351 (Ca,2.3 human, Nr. L27384),
Gly357 (Ca,2.2 der Maus, Nr. U04999) und Gly326 (Ca,2.1human, Nr. X99897). Die im Text erwahn-
ten putativen PKC-Phosphorylierungsstellen sind durch Rahmen gekennzeichnet.
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4.5.3.1 Rekombinante Synthese von pcDNA3-a1Ed-M1(Ala468)

Fir die Mutante pcDNA3-a1Ed-M1(Ala468), in welcher die Substitution Serin468—Alanin468
vorliegt, wurden die zueinander partiell komplementéaren Oligonukleotide 2962 und 2779 syn-
thetisiert, deren Sequenzen an der Position nt1404 eine Ubereinstimmende Basenfehlpaa-
rung T—>G einfuhrten (siehe 2.4.2); die Synthese wurde wie in dargestellt
durchgeflihrt.

Bsm | Bsm |
(nt838) (nt1868)

: A _
pcDNA3- o1Ed v 5 — =
2778 2779

. T A T
- 2082 | 2963 M1
Pmi I Pmi |
(nt549) | ‘ (nt3051)
pGemzf3-/ g1Ed-M1 i SN -
pcDNA3- o 1Ed-M1 S SN -

Abbildung 28: Rekombinante Synthese von pcDNA3-o1Ed-M1(Ala468).

Ca,2.3d-cDNS cDNS (Nr. L27745 GenBank, Bethesda, USA) ist hellgrau unterlegt (Darstellung nicht
malstabsgerecht), Vektorsequenzen sind durch offene Abschnitte gekennzeichnet. Die Amplifikatio-
nen erfolgten mit den Oligonukleotidpaaren 2962/2963 bzw. 2778/2779, gefolgt von der finalen PCR
mit 2693/2778, die in einem 1673 bp-Produkt resultierte. Dieses wurde nach Verdau mit Bsm |
(schneidet bei nt838 bzw. nt1868) in den entsprechend verdauten und dephosphorylierten Vektor
pGemZf3-/a1Ed Uberflhrt. Die Insertion in pcDNA3-a1Ed wurde mit Hilfe von Pml | durchgefiihrt, wel-
ches die cDNS an den Positionen nt549 und nt3051 schneidet. Auf diese Weise konnte ein 2502 bp
grolRes Produkt aus pGemZf3-/a1Ed isoliert und in den entsprechend verdauten und dephosphorylier-
ten Vektor pcDNA3-o1Ed ligiert werden.

pcDNA3-a1Ed-M1(Ala468) wies nach transienter Transfektion in HEK 293-Zellen keine im

Vergleich zu pcDNA3-a1Ed verringerte Phorbolester-Stimulation auf.

4.5.3.1 Rekombinante Synthese von pcDNA3-a1Ed-M2(Ala414) und -M3(Gly418)

Ein Sequenzvergleich fuhrte zur Identifizierung von Thr414 und Ser418, die in der Region
von Ca,2.3 liegen, in der sich im Ca,2.2-Protein die durch Proteinkinase C phosphorylierba-
ren Aminosauren Thr422 und Ser425 befinden (Abbildung 27)).

Die Punktmutante pcDNA3-o.1Ed-M2(Ala414) (Abbildung 29) wurde mit Hilfe der mutagenen
Oligonukleotide 3162 und 3164 (siehe 2.4.2) erzeugt. Dabei erfolgte durch die Basenfehlpaa-

rung A—G der Aminosaureaustausch Thr414—Ala414. Auf diese Weise wurde die Amino-
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saure Thr414, welche Teil einer putativen PKC-Erkennungssequenz RXTXK ist, punktmu-
tiert.

Im Falle von pcDNA3-a1Ed-M3(Gly418) zielte das Syntheseprotokoll unter Verwendung der
Oligonukleotidkombination 3162 und 3163 (siehe 2.4.2) auf die Substitution von Ser418

durch ein Glyzin.

Bsm | Bsm |
(nt838) (nt1868)
pcDNA3- o1 Ed L IEN S [
277 i 3163 i
1 -
| 3162 1°2963
2778 | 3164 |
i~ e V K
: 3162 :2963
2778 : :
_______Z:Z::IZ: — ChiA
| ‘ oA (fol 164)
Clal i i Sfil
(nt257), ] (nt5786)
pGemZi3-/ o1Ed 1 T " | —
| . .
pcDNA3- o1 Ed-M2 ﬁ " T
‘ * [ — : -
pcDNA3- o1 Ed-M3 ' " ﬁ
pcDNA3- a1Ed-ChiA — ] * " [

Abbildung 29: Synthese von pcDNA3-a1Ed-M2(Ala414), pcDNA3-a1Ed-M3(Gly418) und
pcDNA3-a1Ed-ChiA.

Ca,2.3d-cDNS (Nr. L27745 GenBank, Bethesda, USA) ist hellgrau unterlegt (Darstellung nicht maf-
stabsgerecht), Vektorsequenzen sind durch offene Abschnitte gekennzeichnet. Die homologe Ca,2.1-
cDNS-Sequenz (Nr. X99897, GenBank, Bethesda, USA) ist dunkelgrau schattiert. Die Amplifikationen
erfolgten mit den Oligonukleotidpaaren 3162/2963 bzw. 2778/3163 fur M2(Ala414), 3162/2963 bzw.
2778/3164 fir M3(Gly418) gefolgt von der finalen PCR mit 2693/2778, die in einem 1673 bp-Produkt
resultierte. Anstelle der mutagenen Oligonukleotide wurde bei der Chimarenkonstruktion jeweils ein
482 bp-Produkt synthetisiert, welches durch Amplifikation des Oligonukleotidpaares 3161/3165 auf
dem Ca,2.1-cDNS-Fragment fbl164 gewonnen wurde. Es umfasste neben der zytoplasmatischen
Schleife zwischen Doméne | und Il auch 26 Aminosduren des ersten Transmembransegments der
zweiten Domane, 11S1. Das PCR-Produkt wurde fiir die Amplifikation mit 2778 bzw. 3163 verwendet,
wiederum gefolgt von der finalen PCR mit 2963/2778. Nach Verdau mit Bsm | (schneidet bei nt838
bzw. nt1868) wurde fir alle drei Synthesen das jeweilige 1673 bp-Produkt in den entsprechend ver-
dauten und dephosphorylierten Vektor pGemZf3-/o1Ed (iberfiihrt (Aus Griinden der Ubersichtlichkeit
ist nur ein Zwischenprodukt dargestellt.). Die Insertion in pcDNA3-o.1Ed wurde dann jeweils mit Hilfe
von Cla I und Sfi I (nt257 bzw. nt5786 auf der a1Ed-cDNS) durchgefiihrt. Aus pGemZf3-/a1Ed wurde
das 5,5 kb-Insert isoliert, aufgereinigt und mit dem vorgeschnittenen pcDNA3-a1Ed ligiert.
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Keine der beiden Mutanten wies nach transienter Transfektion in HEK 293-Zellen eine im
Vergleich zum Wildtyp verringerte Phorbolester-induzierte Stimulation auf.
Damit konnte gezeigt werden, dass keine der mutierten Aminosauren an der Phorbolester-

induzierten Stimulation der Ca,2.3-Untereinheit beteiligt sind.

4.5.4 Chiméarenkonstruktion

Anstelle der Synthese einer Tripelmutante sowie auf die Elimination weiterer Serin- und
Threoninreste in der Schleife zwischen Domane | und Il wurde eine neue Strategie verfolgt:
Mit dem Einbringen der homologen Region aus dem PKC-insensitiven Ca,2.1-Protein sollte
die Zielregion determiniert werden. Das neu synthetisierte Konstrukt sollte dann auch bezlg-
lich der Somatostatin-vermittelten Hemmung untersucht werden.

Mit Hilfe von Oligonukleotiden wurde von Prof. T. Schneider beim Durchmustern einer féta-
len menschlichen Hirn A- gt10-Bibliothek (Clontech, Heidelberg) ein Klon fbl-164, der den
Sequenzabschnitt nt138 — nt1573 der menschlichen Ca,2.1-cDNS™" kodierte, identifiziert
und sequenziert. Klon fbl-164 diente als Matrize fiir die nachfolgende Synthese-Amplifikation.
Dazu wurde eine Strategie (ibernommen, die von Page et al." entwickelt worden war. Zu-
nachst wurden zwei Oligonukleotide 3165 und 3161 entworfen, die auf fbl-164 ein Produkt
von 482 bp amplifizieren. Je 3,5 pmol des aufgereinigten Produktes wurden als Primer zur
Amplifikation auf pcDNA3-Ca,2.3d mit 2778 und 2963 als Gegenprimer verwendet
(Abbildung 29). Die weiteren Schritte entsprachen dem Vorgehen zur Erstellung von
pcDNA3-o1Ed-M2(Ala418) und -M3(Gly414).

Das Konstrukt besall nach transienter Transfektion in HEK-293-Zellen eine gegeniber
pcDNA3-Ca,2.3d unveranderte Phorbolester- und Somatostatin-Empfindlichkeit. Die Region
zwischen Domane | und Il schied damit als Interaktionsort flir die entsprechenden Signalmo-

lekile aus.

4.5.5 Deletionen

Die Struktur-Funktionsanalyse wurde im folgenden auf Bereiche, von denen in der Literatur

eine Interaktion mit G-Proteinen berichtet worden war, erweitert. Dabei wurden die ausge-

wahlten Regionen auf cDNS-Ebene deletiert.

4.5.5.1 Carboxyterminale Deletion

Qin et al."’

ermittelten durch Expression von Ca,2.3d-Trunkationen in Xenopus laevis-
Oocyten einen Bereich von 38 Aminosauren im Carboxyterminus, der von nt6108- nt6222

kodiert wird. Elimination dieses Abschnittes fuhrte zum Verlust sowohl der GR3y- mediierten
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Inhibition durch Carbachol als auch der Bindung der Hilfsuntereinheit R2A. Die Region liegt
in der Nahe (28 Aminosauren) der carboxyterminalen Insertion Ill der humanen Ca,2.3d-

cDNS. Daher wurde beschlossen, den gesamten Bereich inklusive der Insertion zu entfernen

(Abbildung 30).

Apa | Apal
(nt4080) (post cDNS)
pcDNA3-o1Ed — 1 M LV ] -

PAM I PAMI
(MS700) (n16594),

pBKS-Apa |, —AE S ma ' bt
Apa |
(r/?tfl)gSIO) (post cDNS)

pBKS-Apa |, -Ctr. F o

pcDNA3- o1Ed-Ctr.

TS T IV h\/CI:

Abbildung 30: Rekombinante Synthese von pcDNA3-o1Ed-Ctr.

Ca,2.3-cDNS (Nr. L27745 GenBank, Bethesda, USA) ist hellgrau unterlegt (Darstellung nicht maR3-
stabsgerecht), Vektorsequenzen sind durch offene Abschnitte gekennzeichnet. Deletierte Sequenzab-
schnitte sind durch diinne, gewinkelte Linien Gberbriickt. Durch Verdau mit Apa I an den Positionen
nt4080 sowie im 3'-Bereich der MCS von pcDNAS3 hinter der Ca,2.3-cDNS wurde ein 3 kb-Fragment
erhalten, welches in einen entsprechend geschnittenen und dephosphorylierten pBKS-Vektor (siehe
2.5) eingefugt wurde. In diesem Konstrukt wurde mit Hilfe von PfIM | (schneidet an nt5700 und nt6594)
ohne Verlust des Leserahmens ein 894 bp-Produkt entfernt und der Vektor anschlieRend religiert und
kontrollsequenziert. Uber Apa | wurde ein 2,1 kb-Fragment isoliert, welches in den entsprechend préa-
parierten Vektoren pcDNA3- Ca,2.3d eingefligt wurde.

Nach abschlieRender Kontrollsequenzierung wurde das erhaltene Konstrukte transient in
HEK-293-Zellen exprimiert. Die Stimulation nach Applikation von 100 nM PDBu entsprach
der von pcDNA3-Ca,2.3d und auch die Zugabe von 1 uM Somatostatin reproduzierte den
inhibitorischen Effekt, der bei Verwendung der Ca,2.3-cDNS ermittelt worden war.

Auch die Verwendung des Konstruktes pcDNA3-o.1Ed-ChiA-Ctr., in der in einem pcDNA3-
o1Ed-ChiA-Vektor (siehe 4.5.3) die carboxyterminale Deletion erzeugt worden war, fihrte zu

keiner Anderung der Kanalmodulation.

4.5.5.2 Aminoterminale Deletion

Die Bedeutung des Ca,2.3-Aminoterminus wurde von Page et al.”® beim Vergleich verschie-
dener klonierter Ca,2.3-cDNS ermittelt. Danach liegt die GRy-Bindungsstelle innerhalb der
ersten 50 Aminosauren der menschlichen cDNS, die in diesem Bereich mit der Ca,2.3d U-

bereinstimmt. Da die letzte dieser Aminosauren ein Methionin darstellt (der cDNS-Beginn der
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aus Ratte klonierten Ca,2.3-Variante) wurde der Versuch unternommen, die vorherigen 147

Basen aus dem Kanal zu deletieren.

Zu diesem Zweck wurden zwei Oligonukleotide synthetisiert (siehe 2.4.2):

HN-Kozak enthalt eine HinD Ill-Erkennungssequenz, gefolgt von einer Minimal-Kozak-
Sequenz'® zur Expressionsunterstiitzung vor der Ca,2.3d-analogen Sequenz, die mit dem
ATG-Startcodon bei nt150 beginnt. Nach erfolgter Synthese beginnt die
exprimierte cDNS ab diesem Triplett.

Das derartig erzeugte PCR-Produkt wurde in das Konstrukt pcDNA3-a1Ed-ChiA-Ctr. einge-
baut (siehe 4.5.4.1).

Hind 111 ) Clal
(pr’chNS) (%t%%? (ntl257)
PCDNA3- o1Ed R T

HN
— Kozak " e ——————— ‘_
HN-Kozak 2418

Abbildung 31: Rekombinante Synthese von pcDNA3-01Ed-AHN-ChiA-Ctr.

Ca,2.3d-cDNS (AccNr. L27745 GenBank, Bethesda, USA) ist hellgrau unterlegt (Darstellung nicht
mafstabsgerecht), Vektorsequenzen sind durch offene Abschnitte gekennzeichnet. Deletierte Se-
quenzbereiche wurden durch dinne, gewinkelte Linien Uberbriickt. Amplifikation durch HN-
Kozak/3418 resultierte in einem 187 bp Produkt, aus dem durch Verdau mit Cla I und HinD Il ein 129
bp-Fragment erhalten wurde. Die Insertion in pcDNA3- Ca,2.3d wurde mit Hilfe von Cla I und HinD Il |
(nt257 bzw. 5 aufwarts in der MCS von pcDNAS3) durchgeflhrt.

pcDNA3- a1Ed-HN

Das resultierende Konstrukt pcDNA3-a1Ed-AHN-Chi A-Ctr. wurde kontrollsequenziert und
konnte transient in HEK 293-Zellen exprimiert werden; die Deletion lie sich entsprechend
pcDNA3-Ca,2.3d durch 100 nM PDBu stimulieren. Im Rahmen der durchgefihrten Analyse
konnte daher fir die Phorbolester-vermittelte PKC-Stimulation nicht der Beweis erbracht
werden, dass die Ca,2.3d-Untereinheit direkt durch die Kinase moduliert d.h. phosphoryliert

wird.

Die EinfUhrung der aminoterminalen Deletion flihrte jedoch zum vollstandigen Verlust der

Somatostatin-induzierten Inhibition. Daraus wurde geschlossen, dass der Aminoterminus

|.76

analog zur Beobachtung von Page et al.”” von entscheidender Bedeutung ist.
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Zusammenfassend kann das Fehlen eines ,Crosstalk“-Effektes im Falle der Ca,2.3d-
Untereinheit (im heterologen Expressionssystem HEK293-Zelle) darauf zurlickgefuhrt wer-
den, dass die beteiligten Signalmolekule der SST- bzw. PKC-vermittelten Modulation nicht
mit identischen Regionen des Kanalproteins interagieren. Fir die PKC-Stimulation konnte
Uberhaupt kein entscheidender Bereich ermittelt werden, so dass der molekulare Mechanis-

mus nach wie vor unbekannt bleibt.

4.5.6 Vergleich der Somatostatin-induzierten Inhibition der Insulinsekretion in Wildtyp- und

transfizierten INS-1-Zellen

Aufgrund der Daten aus 4.5.5 wurde nun versucht, die Bedeutung der Somatostatin-
induzierten Hemmung Ca,2.3-haltiger Kanéle in einem komplexeren System zu ermitteln.
Dazu wurde wiederum die Insulinoma-Zellinie INS-1 verwendet, da mit den in 4.3 beschrie-
benen Antisense-Klonen as84 und as6C2 Zellinien zur Verfigung standen, in denen das
Ca,2.3-Protein im Gegensatz zu Wildtyp- und Sense-Zellen reprimiert worden war. Ein Ver-
gleich der SST-Wirkung in diesen Zelltypen auf die Glukose- bzw. KCl-stimulierte Insulinsek-
retion sollte daher eine mdgliche Einbindung des Ca,2.3-Proteins in G-Protein-vermittelten

Signalwegen untersuchen.

Das Hormon Somatostatin, welches u.a. in den 4-Zellen Langerhans’scher Inseln gebildet
wird, inhibiert die Insulinsekretion, wie zuerst in der Hamster-Insulinoma-Zellinie HIT gezeigt
werden konnte'. Nach Bindung an einen G-Protein-gekoppelten-Rezeptor und nachfolgen-
der Dissoziation eines G-Proteins der Gi-Familie fihren die GBy-Dimere in einer direkten In-
teraktion mit Non-L-Typ-VGCCs zu einer spannungsabhangigen Verringerung der Kanaloff-

nungswahrscheinlichkeit, wodurch weniger Ca®* pro Zeiteinheit in die Zelle stromt®.

Daher wurde im folgenden der Effekt von 100 nM Somatostatin'® auf die Glukose- bzw. KCI-
induzierte Insulinsekretion naher untersucht. Die verwendete Konzentration liegt damit we-
sentlich niedriger als die saturierende Menge, die im heterologen Expressionssystem HEK
293-Zelle eingesetzt wurde. Als Kontrollen dienten dabei sowohl die basale Sekretion als

auch die alleinige Zugabe von Somatostatin zum Inkubationspuffer.

Applikation des Hormons SST fihrte in Wildtyp zur vollstandigen, in S9 zur weitgehenden
Inhibition der Glukose- bzw. KCl-induzierten Insulinsekretion (Abbildung 32). Demgegeniiber
zeigen as6C2 und as84 eine deutlich schwachere Antwort: Sowohl im Falle der Glukose-
induzierten Exozytose wie auch bei der KCI-Aktivierung konnte die Zugabe von Somatostatin
keine signifikante Anderung der ohnehin nur geringen Stimulation hervorrufen.

Interessanterweise fuhrte die alleinige Zugabe von 100 nM SST zu einer Stimulation der In-

sulinsekretion in den Antisense-Klonen, die in den Kontrollzellen nicht auftritt. Moglicherwei-
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se wird in diesen Fallen durch das Fehlen der Ca,2.3e-haltiger Kanale ein stimulatorischer

Effekt des Hormons in der Insulinoma-Zellinie INS1 demaskiert.

A . W 15 mM Glukose
c E15 mM Glukose + 100 nM SST
2 5] 0100 nM SST
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o
o c
« O
0 =
T @
N X
£&
Q
p
g wt S9 as84 as6C2
Wildtyp Senseklon Antisenseklone
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Abbildung 32: Vergleich der Somatostatin-vermittelten Inhibition der Stimulus-induzierten Insu-
linsekretion in transfizierten INS-1-Zellen.

Saulendiagramme in der Darstellung des Vielfachen der jeweiligen basalen Sekretion. Demgemass
entspricht ein y-Wert = 1 der hier nicht dargestellten jeweiligen basalen Insulinsekretion. Abgebildet
sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus drei unabhdngigen Experimenten mit jeweils zwei
(100 nM SST) bzw. 4-6 Einzelwerten. (A) Somatostatin-Wirkung nach Stimulation mit 15 mM Glukose
(B) Somatostatin-Wirkung nach Stimulation mit 25 mM KCI.

Die vermutlich Gi-vermittelte, inhibitorische Wirkung von 100 nM Somatostatin auf die stimu-
lierte Insulinsekretion ist nach diesen Experimenten zumindest teilweise auf die Existenz des

Ca,2.3e-Proteins zurlickzuftihren.
AbschlieRend konnte damit die zuvor im heterologen Expressionssystem HEK293 nachge-

wiesene direkte Modulation des Ca,2.3-Proteins in der Insulinoma-Zellinie INS-1 bestatigt

werden.
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5 Diskussion

5.1 Die neue SpleiBvariante Ca,2.3e

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig die neue Calciumkanal-SpleiRvariante Ca,2.3e
identifiziert und charakterisiert. Neben der Ca,2.3c-cDNS, die 1994 von Williams et al.®® aus
Maus kloniert wurde, wurde in der durchgefiihrten Expressionsanalyse keine weitere Spleilva-

riante zweifelsfrei detektiert. In Abbildung 34A sind diese beiden Varianten schematisch darge-
stellt.

Die elektrophysiologischen Eigenschaften der transient in HEK293-Zellen exprimierten Spleif3-

variante Ca,2.3e unterscheiden sich nicht von denen anderer untersuchter Ca,2.3-Varianten

(Abbildung 33).

a1Ed
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alEe
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ol1Ed alEe

Abbildung 33: Vergleich der Ba®*-Einwirtsstrome transient exprimierter Ca,2.3d- und Ca,2.3e-
Untereinheiten in HEK293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Kléckner, Institut far
vegetative Physiologie, Universitat zu Kéln).

Die Inaktivierungszeitkonstante liegt fur Ca,2.3e mit 39 ms nur geringfligig unter der Zeitkonstante von
Ca,2.3d mit 43 ms. Die Stromdichten beider exprimierter cDNS sind nicht signifikant verschieden. Halte-
potential: - 70 mV; Testpotential: + 10 mV; Ladungstrager, 15 mM Ba®*. Fir die Untereinheit Ca,2.3 wur-
de mit o1E die alte Nomenklatur verwendet.

Beim Vergleich mit Ca,2.1"** und Ca,2.2"°, wo Spleilvarianten zu teilweise erheblichen Ande-
rungen der elektrophysiologischen und pharmakologischen Eigenschaften fiihrten, wird deut-

lich, dass die dort identifizierten Variationen innerhalb der Transmembrandoméanen auftreten.
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Im Gegensatz dazu liegen die Unterschiede zwischen Ca,2.3c und Ca,2.3e in der zytoplasmati-
schen Schleife zwischen Doméane Il und Il (Insertion 1) und im Carboxyterminus (Insertion IlI).

Die Bedeutung beider Regionen ist daher wahrscheinlich eher in der Wechselwirkung mit intra-
zellularen Proteinen zu suchen. Die erstgenannte Region interagiert in anderen Ca,-
Untereinheiten von VGCCs mit Ca®*-abhangigen Effektorproteinen. Der zytoplasmatische Car-
boxyterminus wiederum reguliert in L-Typ- und P/Q-Typ-VGCCs die Ca?*-abhangige Inaktivie-
rung durch die Wechselwirkung mit Calmodulin und ist Interaktionsort flir inhibitorische

By-Untereinheiten heterotrimerer G Proteine und fiir die R-Hilfsuntereinheit des Ca®*-Kanals.

Das Ca,2.3-Gen ist in Mensch (1925-931) und Maus (MGI: 106217) jeweils auf Chromosom 1
lokalisiert. Der Sequenzvergleich der kodierenden Region von Ca,2.3 mit der Datenbank des
menschlichen Genoms fiihrt zur Genstruktur mit insgesamt 48 Exons (Abbildung 35); dagegen
ergibt der Vergleich mit den Sequenzen, die von Mittmann S. et al. (2000) in GenBank abgelegt
wurden, einen Aufbau aus insgesamt 49 Exons. Die Genstruktur belegt die Hypothese, dass
Insertion | und Ill, aber nicht Insertion Il im Rahmen eines ,Exon-Skipping“-Prozesses in Ca,2.3-
mRNS eingebaut werden kénnen. Es ist bisher nicht bekannt, welche Faktoren einen gewebe-

spezifischen Einbau dieser Insertionen veranlassen oder unterbinden.

Detektierte Ca 2.3-SpleiBvarianten Gewebeverteilung

Cerebrum L. Inseln Herz
Cerebellum Niere Uterus

I 1v

| I
Ca,2.3¢ mm——mmr——w m—

Ca,2.3c

Abbildung 34: Detektierte Ca,2.3-SpleiBvarianten in Rattengeweben.

(A) Schematische Darstellung (B) Gewebeverteilung der jeweiligen mRNS'*®

Abbildung 34B zahlt die Gewebetypen auf, in denen die beiden Spleillvarianten auf mMRNS-
Ebene eindeutig nachgewiesen werden konnten. Nicht zuletzt die starke Expression von
Ca,2.3c im GrofBhirn bzw. ZNS fuhrte dazu, dass einige Autoren die Expression von Ca,2.3
immer noch auf neuronale Gewebe beschranken®.

Demgegentber konnte hier der Nachweis einer distinkten Ca,2.3e-Spleivariante in peripheren
Geweben durchgefihrt werden. Zweifelsfrei konnten cDNS-Fragmente in Langerhans’schen

Inseln und Uterus (Vajna, Schneider, hier nicht gezeigt) amplifiziert werden.
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Structure of the human O 1E gene (Ca v2.3)located on chromosome 1
}.
contig NT 004552.1 (= 932.149 nt)
| |
nt 279.953 nt 646.282
O 1E gene, 359.266 bp
48 exons
B. nt | 127745, o.1Ed cDNA nt 7110
I 1 11| v
] ]
nt 2142 - 2945 nt 5784 - 6206
W [ e Wl s
99 nt ”E 648 nt 111 nt 129 nt 183 nt
D. CIE-3 |5 |3 i o %
a1Ee p e WL e
II-I1I loop carboxy terminus

Abbildung 35: Struktur des humanen Ca,2.3-Gens (CACNA1E) (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Schneider, Institut fiir Neurophysiologie
der Universitat zu Koln.).

(A) Bezug der klonierten menschlichen Ca,2.3d-Sequenz zur sequenzierten genomischen DNS (NCBI). Durch Sequenzvergleich lassen sich insgesamt 48
Exons innerhalb einer etwa 359 kb langen Sequenz (nt 279.953 — nt 646.282) ableiten. (B) Schematische Darstellung der langsten klonierten Ca,2.3-
Spleilvariante, die alle abgeleiteten 48 Exons enthalt. (C) Modell zur Erklarung der vorgefundenen Spleilvarianten iber Exon-Skipping in 2 Bereichen der
abgeleiteten cDNS, dem lI-llI-Loop und der carboxyterminalen Region. (D) Aufbau der beiden wichtigsten Spleivarianten Ca,2.3c (Cerebrum und zerebellare
Molekularschicht) und Ca,2.3e (Purkinje-Neuronen und endokrine Bereiche). Fiur die Untereinheit Ca,2.3 wurde mit o1E die alte Nomenklatur verwendet.
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Immunhistochemisch konnte darliber hinaus in unserer Arbeitsgruppe die Existenz von Ca,2.3e
mit Hilfe des Ca,2.3e-spezifischen Antikérpers anti-o1Ed in zahlreichen endokrinen Zell- und

Gewebetypen wie Antrumzellen sowie Zellen aus Duodenum'™ bzw. Testes'® ermittelt werden.

Aufgrund dieses Expressionsmusters ergab sich zwangslaufig die Vermutung, dass das
Ca,2.3e-Protein bzw. der entsprechende R-Typ-VGCC fir die physiologische Aktivitat endokri-
ner Zellen von Bedeutung sein kénnte. Im Gegensatz zur neuronalen Ca,2.3c-Variante lag die
Expression des Proteins in Langerhans’schen Inseln bzw. der Insulinoma-Zellinie INS-1 unter-
halb der Nachweisgrenze des Western-Blotting-Verfahrens. Da spannungsgesteuerten Calci-
umkanalen als Bestandteil zellularer Signalkaskaden Verstarkerfunktionen zukommen, sind
hohe Expressionsdichten fiir den funktionellen Beitrag jedoch nicht von entscheidender Bedeu-

tung.

5.2 Funktionelle Bedeutung von Ca,2.3e in der Insulinsekretion

Zur Ermittlung der funktionellen Bedeutung des Ca,2.3e-Proteins wurde die Insulinsekretion als

Modell eines durch die Erregungs-Sekretionskopplung induzierten und regulierten Vorgangs

ausgewahlt. Durch Messung der sezernierten Insulinmenge konnte das Endprodukt der intrazel-

lularen Signalkaskaden untersucht werden.

Die durchgefiihrten Experimente belegen eine funktionelle Beteiligung Ca,2.3e-haltiger Kanale

an der Glukose-induzierten Insulinsekretion, da im einzelnen gezeigt werden konnte, dass

- das Ca,2.3-selektive Peptidtoxin SNX-482 die Glukose-induzierte Insulinsekretion in INS-1-
Zellen und Langerhans’schen Inseln der Maus reduzierte.

- stabil mit Ca,2.3-Antisense-RNS transfizierte INS-1-Zellen im Vergleich mit Sense- und
untransfizierten INS-1-Zellen erniedrigte Glukose-induzierte Insulinsekretionen aufwiesen.

- in Ca,2.3-defizienten Mausen die Glukose-induzierte Insulinsekretion der Langerhans’schen

Inseln gegeniber Inselpraparationen aus Kontrollmausen stark reduziert war.

5.2.1 Der SNX-482-Effekt

Um die Bedeutung des SNX-482-sensitiven Ca**-Kanals fiir die Insulinsekretion in INS-1-Zellen

zu erfassen sind in Tabelle 7 der jeweilige Einfluss selektiver Antagonisten auf den Ba?'-
lonenstrom ihren Effekten auf die Sekretionsrate gegenuberstelit.
Mit Ausnahme des N-Typ-Kanals konnten fir alle anderen VGCCs Beitrage zur Glukose-

vermittelten Insulinsekretion abgeleitet werden. Wahrend dies fiir P'*- und L'*®

-Typ-Kanal be-
reits zuvor gezeigt wurde, ist die Beteiligung Ca,2.3-haltiger R-Typ-Kanale in dieser Arbeit

erstmalig beschrieben.
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Kanaltyp Ba*-Einwartsstrom Anteil an der Insulinsekretion

(% des Gesamtstromes) (% der Gesamtsekretion)
L-Typ 23+16 76£5
P/Q-Typ 55+ 16 69+4
R-Typ 22+2 -
(davon SNX-482 sensitiv) (8 £2) (24 £ 6)
Summe 100 (86,6) 169

Tabelle 7: Vergleich der jeweiligen Anteile von L-, P- und R-Typ-VGCCs am Ba®*-Einwirtsstrom
bzw. an der Glukose-induzierten Insulinsekretion in INS-1-Zellen.

Daten nach Applikation des jeweiligen Inhibitors: 2 uM (z)Isradipin (L-Typ); 0,5 yM ®-Conotoxin MVIic
(P/Q-Typ); 100 nM SNX-482

SNX-482 fuhrte sowohl in Langerhans’schen Inseln der Maus (11% + 8, nicht-signifikant) als
auch in der Insulinoma-Zellinie INS-1 (24% = 6 signifikant) zu einer Reduktion der Glukose-
induzierten Insulinsekretion. Demgegentber konnte Prof. Dr. Kiéckner in einer Patch clamp-
Analyse der Ba**-Einwartsstrdme in INS-1-Zellen zeigen, dass nur 8 % des Gesamteinstroms
durch SNX-482-sensitive Kanale erfolgt. Mit der Verwendung von 100 nM SNX-482 kénnten
daher in der Untersuchung von INS-1-Zelle und Langerhans'schen Inseln der Maus R.- voéllig
und Ry,-Komponenten (siehe 1.4) groftenteils blockiert werden; vorhandene R .-Strombildner

sind jedoch auf diese Weise nicht inhibierbar.

Es muss betont werden, dass die Werte der Sekretionsanalyse nicht den Regeln der Additivitat
entsprechen. Eine Erklarung daflr ist eine unspezifische Interaktion der jeweiligen Hemmstoffe
mit anderen VGCCs. Wie im Falle der Ba®*-Einwartsstromanalyse dargestellt, entspricht die
Summe aus L-, P/Q-, und R-Typ-Anteil jedoch der Additivitatsregel, wenn man berucksichtigt,
dass nach Zugabe von 100 nM SNX-482 ein Reststromanteil von etwa 20% verbleibt, der von
einer oder mehreren nicht blockierbaren, unbekannten Kanaltypen gebildet wird.

Es wurde berichtet, dass 200 nM SNX-482 in tsa201-Zellen 25% eines Barium-Einwartsstroms
inhibierten, der durch die rekombinant exprimierte Ca,1.2-Untereinheit zusammen mit $2A und
028-1 vermittelt war®. Horvath et al.”*® kamen in ihrer Untersuchung der Expression von
VGCCs in INS-1-Zellen zu dem Ergebnis, dass Ca,1.3 und nicht Ca,1.2 den weitaus gréfiten
Teil an L-Typ-Transkripten ausmacht. Ca,1.3 ist jedoch SNX-482 insensitiv'*. Dariiber hinaus
konnte Prof. Kldéckner zeigen, dass der Spitzenstrom der SNX-482-sensitiven Ba®'-
Stromkomponente in INS-1-Zellen gegenliber rekombinant exprimierten Ca,2.3-Protein zu ne-
gativeren Potentialen verschoben ist (Abbildung 39), wie sie fiir Ca,1.2-vermittelte lonenstréme

bislang in der Literatur noch nicht beschrieben worden sind.
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Eine wahrscheinlichere Erklarung der Nicht-Additivitat ergibt sich aus der Tatsache, dass der
funktionelle Beitrag von VGCCs an der Insulinsekretion (und anderen endokrinen Prozessen)
dualer Natur ist: Zum einen dient der Ca?*-Einstrom durch die Kanéle im Rahmen der SNARE-
Hypothese als direktes Signal zur Fusion des Vesikels mit der Plasmamembran, zum anderen
fuhrt er zur Depolarisation der Zellmembran, was die Aktivierung weiterer VGCCs verursacht.
Beide Vorgange erhdhen letztendlich die Sekretionsrate. Daher sind die aufgefluhrten Effekte
der einzelnen Kanaltypen auf die Hormonsekretion groRer als ihr relativer Anteil am Ba®-

Einwartsstrom.

Sowohl L-Typ- als auch SNX 482-sensitive Kanale besitzen nach [Tabelle 7]gegeniiber P/Q-
Typ-VGCCs eine wesentlich hdhere Effizienz bei der Kopplung von plasmamembranarer Erre-
gung und Insulinsekretion, ohne dass aufgrund der durchgefiihrten Messungen direkt bestimmt
werden konnte, ob diesem Effekt eine engere Kopplung mit der Vesikelmaschinerie oder eine
verstarkte Depolarisations-Aktivierung zugrunde liegt. Eine Erklarung bietet eine kirzlich in dis-
soziierten Neuronen des Nukleus supraopticus des Rattenhirns durchgeflihrte elektrophysiolo-
gische Analyse'. Die Autoren dieser Untersuchung ermittelten eine Aktivierung von LE-| und R-
Typ-Stromen bei niedrigeren Potentialen gegentber den ebenfalls vertretenen N- und P/Q-Typ-
Strédmen. Je friher die jeweiligen Calciumkanale im Zuge der Aktionspotential-Generierung 6ff-
nen, desto groRer ist ihr Einfluss auf nachfolgend aktivierte VGCCs. Die hohe Kopplungs-
Effizienz von Kanalen, die durch Ca,1.3 und Ca,2.3 gebildet werden, ware demnach auf die

verstarkte Depolarisations-Aktivierung zurtickzufihren.

5.2.2 Die Antisense-Repression

Die unzureichende Selektivitdt des Peptidtoxins SNX-482 fur Ca,2.3-haltige Calciumkanale in
INS-1-Zellen fuhrte zu dem Versuch, mit Hilfe der Antisense-Technik der tatsachlichen Bedeu-
tung des Ca,2.3-Proteins fir die Insulinsekretion ndher zu kommen.

INS-1-Zellen, die stabil mit einem Ca,2.3-Antisense-Konstrukt transfiziert worden waren, wiesen
eine im Vergleich mit Kontroll-Sense- bzw. Wildtypzellen signifikant erniedrigte Glukose-
vermittelte Insulinsekretion auf. Der Effekt war starker als die transiente pharmakologische Re-
duktion der Sekretion durch das Peptidtoxin SNX-482. Der Hypothese von Tottene et al., 2000%
folgend koénnte dies in der zusatzlichen Repression des R.-Typs begriindet sein, der durch die
verwendeten Konzentrationen des Peptidtoxins nicht inhibiert wird (siehe 1.1.4). Da in INS-1-

Zellen auf mRNS-Ebene jedoch nur eine Ca,2.3-Variante (bezlglich der untersuchten Abschnit-

Y'Als ionenleitende Untereinheit des L-Typs konnte Ca,1.3 identifiziert werden. Expression des rekombi-
nanten Proteins (zusammen mit der f1b-Untereinheit) in Xenopus Oozyten lieferte einen Ba®"- bzw. Ca*-

lonenstrom, der gegentiber Ca,1.2 um etwa 25 mV zu negativeren Potentialen hin verschoben war'®,
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te) detektiert werden konnte, bleibt es offen, ob die Kombination verschiedener Hilfsuntereinhei-
ten die Affinitat des Peptidtoxins beeinflusst.

Daneben kénnte auch eine unspezifische Repression anderer VGCCs durch das Antisense-
Konstrukt flr die verminderte Insulinsekretion verantwortlich sein. Ohne die Analyse fur L- und
P/Q-Typ-Kanale gesondert durchzufihren, konnte jedoch gezeigt werden, dass durch Depolari-
sation der Plasmamembran mittels 25 mM KCI sowohl in Antisense- wie in Kontrollzellen eine
vergleichbare Insulinsekretion induziert wurde. Demnach ist die Zahl der an der regulierten Sek-
retion partizipierenden VGCC-Molekiile in den Antisense-Klonen nicht wesentlich verandert. Im
Gegensatz dazu hemmte in der transienten pharmakologischen Analyse der Insulinsekretion in
INS-1-Zellen (siehe 5.2.1) die Zugabe von 100 nM SNX-482 die KCI-vermittelte Insulinsekretion
in signifikanter Weise. Diese Diskrepanz kdnnte durch kompensatorische Prozesse im Laufe
der Antisense-Klon-Vermehrung entstanden sein, die auf einer Erhéhung beider oder eines der

beiden anderen funktionell beteiligten HVA-Calciumkanale beruht.

Die Depolarisation, welche durch Zugabe von 25 mM KCI ausgeldst wird, unterdriickt die durch
die Antisense-Repression induzierte Reduktion der Glukose-vermittelten Insulinsekretion, ob-
wohl auch letztere sich der elektrischen Erregung der Plasmamembran bedient, um das Signal
zur Sekretion zu initieren. Demnach misste die Funktion der Ca,2.3-haltigen Kanale entspre-
chend in der Generierung dieser Depolarisation zu suchen sein. Da sie bei niedrigeren
Potentialen als L- und P/Q-Typ-Kanale aktiviert werden, kénnten die Ca,2.3-haltigen Kanale
damit vor den anderen HVA-VGCCs 6ffnen und das Aktionspotential soweit verstarken, dass
nachfolgend L- und P/Q-Typ-VGCCs aktiviert werden, die den exozytotischen Prozess
vermitteln.

5.2.3 Die Ca,2.3-defiziente Mauslinie

Die Eliminierung der Glukose-induzierten Insulinsekretion in Ca,2.3-defizienten Mausen ist ein

deutlicher Hinweis fur den wichtigen Beitrag des Calciumkanals an der Signalkaskade zur Hor-
monfreisetzung. Der Effekt ist eindeutig und unterliegt in Langerhans’schen Inseln, welche aus
zehn bis zwolf Wochen alten Mausen isoliert wurden, keiner Kompensation innerhalb des Glu-
kose-aktivierten Signalwegs.

Dr. Pereverzev konnte durch Untersuchungen am intakten Organismus eine verminderte Insu-
linsekretion in Ca,2.3-defizienten Mausen als Antwort auf einen erhdhten Blutglukosespiegel
ermitteln. So wurde nach intraperitonealer Injektion von D-Glukose (2 mg/g Kérpergewicht) die
Reaktion der Tiere als Glukose-Toleranz-Test gemessen. Dabei zeigte sich, dass in Ca,2.3-
defizienten Tieren nach 30 Minuten keine nennenswerte Erhdhung der Insulinkonzentration
aufgetreten war, wohingegen die Wildtyp-Gruppe auf die Zunahme des Glukosespiegels mit

einer Insulinfreisetzung antwortete'™.
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In einer neueren Untersuchung konnte Gilon'® zeigen, dass in B-Zellen der Maus 80% des
Ba?*-Einwartstrom durch L-Typ-Kanale getragen wird und die librigen 20% resistent gegeniiber
P/Q- bzw. N-Typ-Antagonisten sind. Sie kdnnten demnach durch Ca,2.3-haltige Kanale gebildet
werden. Dies wirde die drastische Reduktion der Glukose-induzierten Insulinsekretion im Ver-
gleich mit den Untersuchungen in der INS-1-Zellinie, welche aus B-Zellen der Ratte stammt,
erklaren. Interessant ist in diesem Zusammenhang, dass die Glukose-induzierte Insulinsekreti-
on der Maus im Vergleich mit den entsprechenden Prozessen in Ratte und Mensch moderat ist:
So flhrt die Applikation von 15-20 mM Glukose nur zu einer Verdopplung der Hormonsekretion
im Vergleich zum Basalzustand, wohingegen Langerhans’sche Inseln der Ratte auf das funf-
bis zehnfach des Ausgangswertes stimuliert werden'®'. Den Unterschied sehen einige Autoren
in einer verminderten Expression von Proteinen des intrazelluldren IP;-Signalwegs, so dass in
erster Naherung die Glukose-vermittelte Insulinsekretion in Mausen auf die Depolarisationsvor-

gange an der Plasmamembran zurickgeflhrt werden muss.

5.2.4 Regulation des Ca,2.3-Proteins

Die heterologen Expressionsexperimente in HEK293-Zellen flihrten zu dem Ergebnis, dass die

Ca,2.3-Protein durch Somatostatin direkt inhibiert wird. Verantwortlich dafir ist vor allem ein
aminoterminaler Bereich, der in dem Konstrukt pcDNA3-a1Ed-AHN-Chi A-Ctr deletiert worden
war. In diesem Punkt entspricht das Ergebnis den Untersuchungen von Page et al.”’, die mit der
aus Ratte klonierten Ca,2.3-Untereinheit durchgefiihrt worden war. In HEK293-Zellen wird die
intrazellulare Signalkaskade nach Bindung von Somatostatin an den SST2-Rezeptor durch G-
Proteine vermittelt, welche nachfolgend das Ca,2.3-Protein inhibiert'®®. Da ein entsprechender
Signalweg die Somatostatin-induzierte Inhibition in B-Zellen Langerhans’scher Inseln vermittelt,
lag es nahe, in Antisense-INS-1-Zellen den Somatostatin-Effekt zu untersuchen. Das Ergebnis
l&sst ahnen, dass die Ca,2.3-Untereinheit ein Angriffspunkt der inhibitorischen Wirkung darstel-
len kénnte. So zeigten die Antisense-Klone eine verminderte Sensitivitat gegentber Somatosta-
tin bezuglich der Glukose- und KClI-stimulierten Insulinsekretion. Dies wirde daflr sprechen,
dass die membranlaterale Wirkung der G;,-Proteine in INS-1-Zellen zumindest teilweise durch
Inhibition der Ca,2.3-Untereinheit erfolgt.

Die Stimulation des Calciumkanals durch Proteinkinase C unterliegt einem anderen Mechanis-
mus als die Somatostatin-induzierte Inhibition. Es existiert kein ,Crosstalk® zwischen beiden
Signalwegen und die vorliegende Studie konnte auch keine direkte Interaktion mit der Ca,2.3-
Untereinheit feststellen. Es bleibt also fraglich, in welchem Bereich die Interaktion mit PKC statt-

findet, bzw. ob nicht ein anderes Protein bei diesem Prozess vermittelt.
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5.2.5 Hypothese fiir eine Beteiligung von Ca,2.3 an der Insulinsekretion

Die vollstandige Reduktion der Glukose-induzierten Insulinsekretion in Ca,2.3-defizienten Mau-
sen unterstreicht die Bedeutung des Proteins an der Erregungs-Sekretions-Kopplung in 3-Zellen
Langerhans’scher Inseln. Da Uber die Interaktion des Ca,2.3-Proteins mit intrazellularen Sig-
nalwegen in B-Zellen nichts bekannt ist, sollte eine Hypothese uber eine funktionelle Beteiligung
des Ca,2.3-Proteins an der Glukose-vermittelten Insulinsekretion nur die Vorgange an der

Plasmamembran in Betracht ziehen.

25 — Ca’-induced inactivation U L
/ of Ca*-channels

Highivoltage activ. CaCh

-
G.. % Regenerative closure Regenerative activation
° of Ca™-channels due of Ca*-channels

/ to repolarisation

Mid/voltage activated CaCh

L Low voltage activated calcium channels
0 LN A

Gradual recovery
from inactivation

Abbildung 36: Hypothetische sukzessive Aktivierung spannungsabhangiger Calciumkanile in der
Zwis%rzlenphase repetitiver Aktionspotentiale (,,bursts“) in B-Zellen (modifiziert nach: Gromada,
1998 ™).

Die Darstellung repetitiver Aktionspotentiale der B-Zelle wurde durch den Einschub ,mid-voltage-activated
calcium channel” erweitert, welches den R-Typ-Kanal in Form seiner Spannungsaktivierung charakteri-
siert.

Die elektrische Aktivitdt der Plasmamembran einer B-Zelle wird durch die SchlieBung ATP-
sensitiver Kaliumkanale induziert. Als Folge kommt es zu langsamen Depolarisationen, die, ein
Schwellenpotential von —50 mV (berschreitend, die rasche Aktivierung eines Aktionspotentials
verursacht (Abbildung 36).

Da die beteiligten Calciumkanale bei unterschiedlichen Potentialen 6ffnen, ist es wahrschein-
lich, dass sie seriell und nicht parallel aktiviert werden. Im Falle einer solchen sukzessiven Akti-
vierung konnte dabei neben den T-Typ-Kanalen dem R-Typ-Kanal eine besondere Rolle zu-
kommen. Dies gilt insbesondere, da er im Gegensatz zu den LVA-Kanalen bei Potentialen o-
berhalb des angegebenen Schwellenpotentials aktiviert wird (siehe 1.2), also flir den schnellen
Aufstrich des Aktionspotentials im ,burst* (siehe verantwortlich ware. Die finale
Fusion und Entleerung der Insulin-haltigen Vesikel erfolgt dann im Zuge der Ca**-getragenenen

Aktionspotentiale, der ,spikes”, an den hochspannungsaktivierten VGCCs des P/Q- und L-Typs.

102



6 Anhang

6.1 Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Wbbildung 1: Schematische Quartarstruktur eines VGCCs ™. 2
[ Abbildung 2: G-Protein-Beteiligung an der Rezeptor-vermittelten Regulation von lonenkanalen. 9
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Aktivierung bzw. Regulation der Insulinsekretion in 3-Zellen |
|_ angerhans’scher Inseln. — _ _ 10
Abbildung 4: Methode der Uberlappenden PCR zur Einfihrung von Punktmutationen. 35
Abbildung 5: Epitoperkennung eines Ca,2.3-spezifischen Antikorpers. 46
Abbildung 6: Standardisierte Eichkurve der MultiCalc™-Transformationen. 50
Abbildung 7: PCR-Amplifikation von Ca,-cDNS-Fragmenten aus in vitro differenzierten embryonalen
Stammzellen. _ 53
Abbildung 8: Einzelzell-RT-PCR aus Neuronen in in vitro differenzierten BLC6-ES-Zellen. 55
Abbildung 9: Schematische Darstellung der klonierten Ca,2.3-cDNS. 57
Abbildung 10: PCR-Amplifikation von Ca,2.3-cDNS-Fragmenten aus Kortex, Zerebellum und |
ornerzellen-Primarkulturen der Ratte. 59|
Abbildung 11: PCR-Amplifikation von Ca,~-cDNS-Fragmenten aus Langerhans’schen Inseln, INS-1-Zellen
nd - Gesamthirn /2
IA if\i rhmc 12 lmmiundetektion mikrosaomalen W
-Zellen 63|
BAbbildung 13: Immundetektion von CaV2.3e-F’roteinen in HEK293-2C6 bzw. INS-1-Zellen nach vorheriger
Antikorper-Adsorption durch das Peptid GIYLPSDTQEHAG. 65
BAbbildung 14: Dosis-Wirkungskurve der SNX-482 vermittelten Hemmung der Glukose- bzw. KCI-|
nduzierten Insulinsekretion in der Insulinoma-Zellinie INS-1. 67
Abbildung 15: Abhangigkeit des SNX-482-Effektes von der Kultivierungsdauer in INS-1-Zellen. 69
Abbildung 16: Einfluss verschiedener Ca” -Kanalantagonisten auf die Glukose-stimulierte Insulinsekretion |
n INS-1-Zellen. 70
Rbbildung 17: Rekombinante Synthese des Ca,2.3-Antisense-cDNS-Fragmentes. 73
Abbildung 18: Durchmusterung der genomischen DNS stabil transfizierter INS-1-Zellen. 74
Abbildung 19: RT-PCR-Analyse der Expression der Antisense- und Sense-Kassette in stabil transfizierten
; INQ 1-Zellen 76|
-.FD und Kantroll-INS-1 7nlllllnnnn 77!
Bbbildung 21: Vergleich der Glukose-induzierten Insulinsekretion in Wildtyp und transfizierten INS-1- |
Pellen. 79|

Bbbildung 22: Vergleich von 15 mM Glukose- und 25 mM KCl-induzierter Insulinsekretion in Wildtyp- |
—powie transfizierten INS-1-Zellen 80|

La[hgorhanc schenlnseln. 91! |

Bbbildung 24: Vergleich der Glukose-stimulierten Insulinsekretion isolierter Langerhans 'scher Inseln aus |
i1 E(-/-)- und C57BI/6-Mausen nach Zugabe von 7 bzw. 20 mM Glukose. 83|
Abbildung 25: Vergleich von Zahl und Insulingehalt Langerhans’scher Inseln von C57Bl/6- bzw. oﬂE(-/-)-J_
Mausen. 83
Abbildung 26: Schematische Darstellung der Modifikationen von pcDNA3-Ca,2.3d. 85
Abbildung 27: Sequenzvergleich von Ca,2.1, Ca,2.2 und Ca,2.3 firr den zytoplasmatischen Bereich |
Fwischen Domane I und I1. 86
Abbildung 28: Rekombinante Synthese von pcDNA3-o1Ed-M1(Ala468). 87
Abbildung 29: Synth von pcDNA3-a1Ed-M2(Ala414 DNA3-a1Ed-M3(Gly41 n DNA3-o1Ed-
ChiA. 88
Abbildung 30: Rekombinante Synthese von pcDNA3-o1Ed-Ctr. 90
Abbildung 31; Rekombinant nth von pcDNA3-a1Ed-AHN-ChiA-Ctr. 91]
Abbildung 32: Vergleich der Somatostatin-vermittelten Inhibition der Stimulus-induzierten Insulinsekretion |
In transfizierten INS-1-Zellen. 93|

103



fbbildung 33: Vergleich der Ba” -Einwértsstrome transient exprimierter Ca,2.3d- und Ca,2.3e- |
Untereinheiten in HEK293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Kiockner, Institut fir |

vegetative Physiologie, Universitat zu Koéin). 94
Bbbildung 34: Detektierte Ca,2.3-Spleilvarianten in Rattengeweben. 95
Abbildung 35: Struktur des humanen Ca,2.3-Gens (CACNA1E) (Mit freundlicher Genehmigung von Prof.

Schneider, Institut flir Neurophysiologie der Universitat zu Kéin.). 96|

BAbbildung 36: Hypothetische sukzessive Aktivierung spannungsabhangiger Calciumkanale in der |
/wischenphase repetitiver Aktionspotentiale (,bursts®) in 3-Zellen (modifiziert nach: Gromada, |
1998 ™). 102]
Pbbildung 37: Identifizierung von VGCCs in einzelnen Neuronen in vitro differenzierter BLC6-ES-Zellen |
[Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Stefan Arnhold, Anatomisches Institut, Univ. zu Kaln). 105
Abbildung 38: EinfluR des Peptidtoxins SNX-482 auf die Ba“"-loneneinwartsstrome in transfizierten HEK-

P93-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Klockner, Institut fir vegetative Physiologie,

Universitat zu Koln). 106
BAbbildung 39: Inhibition von Ba“ -Einwartsstromen durch SNX-482 in INS-1-Zellen (Mit freundlicher |
[Genehmigung von Prof. Dr. Klockner, Institut fir vegetative Physiologie, Universitat zu Koln). 107|

Abbildung 40: Vergleich der Sensitivitat von Wildtyp, Antisense- und Sense-Zellen gegeniiber
Calciumkanal-Antagonisten (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Kl6ckner, Institut fiir
vegetative Physiologie, Universitat zu Koln.). 108

Abbildung 41: Modulation von Ba“ -loneneinwartsstrémen in transient mit Ca,2.3d transfizierten HEK
293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Kléckner, Institut fir vegetative Physiologie der

niversitat zu KoIn.). 109

Abbildung 42: Sukzessive Applikation von 100 nM PDBu und 1 uM Somatostatin in transient mit Ca,2.3d

ransfizierten HEK 293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Kidckner, Institut fiir |

vegetative Physiologie der Universitat zu Koln.). 110

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Ubersicht tGber die klonierten Ca,-Untereinheiten (verandert, nach: Ertel, 2000"). 5
labelle 2: Sequenzen der verwendeten Analyse-Oligonukleotidpaare. 20
[Tabelle 3: Sequenzen Ca,2.3-spezifischer Analyse-Oligonukleotidpaare. 20
Tabelle 4: Sequenzen der verwendeten Synthese-Oligonukleotidpaare. 21
Tabelle 5: Pipettierungsschema der Eichkurve. 48
Tabelle 6: RT-PCR-Analyse von Ca,-Transkripten in Zellinien. - _ _ 60
[Tabelle 7: Vergleich der jeweiligen Anteile von L-, P- und R-Typ-VGCCs am Ba’ -Einwartsstrom bzw. an |

Her Glukose-induzierten Insulinsekretion in INS-1-Zellen. 98|

104



6.2 Fremdexperimente

A Barium-Einwartsstrome in isolierten Neuronen
(Ganzzellkonfiguration)

CdcClI2 U

(50 uM)

\
+w-Aga TX “,\ Y
(100 nM) ‘\
+w-CgTX M

(5 UM)

+ Israd.

(3 uM) 50 pA

c 25 ms

B Morphologie
der Neurone L-Typ N-Typ P/Q-Typ R-Typ

apolare 34,4 35,7 20,8 7,3
Neurone (n=27) +33% +2,7% +36% +1.2%

bipolare 27,3 29,2 30,3 11,7
Neurone (n=36) +24% +15% +21% +19%

multipolare 23,8 26,4 35,2 13,5

Neurone (n=48) +23% +13% +23% +32%

Abbildung 37: Identifizierung von VGCCs in einzelnen Neuronen in vitro differenzierter BLC6-ES-
Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Dr. Stefan Arnhold, Anatomisches Institut, Univ. zu KaIn).

(A) Barium-Einwartsstrdme in der Ganzzellkonfiguration unter Verwendung von Amphotericin B als perfo-
rierendes Agens (3 Tage nach Plattierung); die dargestellten Stréme wurden ohne Blocker (c), bzw. nach
sukzessiver Zugabe von 3 UM (£)-Isradipin (israd.), 5 yM w-Conotoxin-GVla (o-CGTX) und 100 nM -
Agatoxin-IVa (w-AgaTX) ermittelt. Der verbleibende Strom (,resistenter Strom*®) wird reversibel durch 50
MM CdCI, blockiert (B) Prozentualer Anteil der durch die entsprechenden Hemmsubstanzen bestimmten
Kanaltypen am Gesamt-Barium-Einwartsstrom in morphologisch charakterisierten Neuronen.
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Abbildung 38: Einfluss des Peptidtoxins SNX-482 auf die Ba**-loneneinwirtsstrome in transfizier-
ten HEK-293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Kldckner, Institut fiir vegetative
Physiologie, Universitat zu KoIn).

(A) Aminosauresequenz des Oligopeptids SNX- 482" und Vergleich mit strukturell verwandten Polypep-
tiden aus Spinnengiften. (B) Zeitlicher Verlauf der Inhibition des maximalen Ba?*-Einwartsstroms (peak
Iga) in stabil mit Ca,2.3d-transfizierten HEK293-Zellen (HEK-Ca,2.3d). Der Balken markiert den Zeitraum
der Zugabe von 100 nM SNX-482. (C) Drei reprasentative Stromspuren, die zu den in B mit 1, 2 und 3
marklerten Zeiten registriert wurden. Haltepotential: -70 mV, Testpotential: +10 mV, Ladungstrager: 15
mM Ba®*, Depolarisationsdauer: 200 ms (D) Strom-Spannungskurve der Ba®*-Einwartsstrome. Die Stro-
me wurden wahrend einer 200 ms dauernden Spannungsrampe von —90 bis +50 mV vor (control) und
nach Zugabe von 100 nM SNX-482 registriert. (E) Vergleich der SNX-482-Empfindlichkeit von Ba*'-
Einwartsstromen der Spleivarianten Ca,2.3d und Ca,2.3e sowie verschiedener Ca,2.3d-haltiger Hete-
romere mit den koexprimierten Hilfsuntereinheiten B3 und 02-62 (02-2).
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Abbildung 39: Inhibition von Ba®*-Einwirtsstromen durch SNX-482 in INS-1-Zellen (Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Kléckner, Institut fir vegetative Physiologie, Universitat zu Kaln).

Alle Messungen wurden in der Ganzzellkonfiguration in Gegenwart von 2 yM PN200-110 und 0,5 pM w-
Conotoxin-MVllc durchgeflihrt. (A) Reprasentative Ba2+-Einwértstrom-Messung mit (SNX-482) bzw. ohne
(control) 100 nM SNX-482. Haltepotential: -70 mV, Testpotential: +10 mV, Ladungstréger: 15 mM Ba™,
Depolarisationsdauer: 200 ms (B) IV-Kurven in Abwesenheit (control) oder Gegenwart von 100 nM SNX-
482 (SNX-482). Die Differenz beider Kurven ist ebenfalls dargestellt (difference). (C) Statistik der signifi-
kanten, SNX-482-vermittelten Reduktion des ,resistenten“-Ba“"-Einwartsstroms in INS-1-Zellen von —12,6
+ 1,2 pA/pF auf —7,6 = 0,5 pA/pF (n = 9). (D) Statistik der nicht-signifikanten Reduktion des ,resistenten®
und SNX-482-unempfindlichen Ba”**-Einwartsstroms in INS-1-Zellen durch 3 MM @-Conotoxin-MVlla von
70,9+ 1,7% (n = 22) auf 69,6 + 2,6% (n = 5).
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Abbildung 40: Vergleich der Sensitivitidt von Wildtyp, Antisense- und Sense-Zellen gegeniiber Calciumkanal-Antagonisten (Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Dr. Kléckner, Institut flr vegetative Physiologie, Universitat zu Kéin.).

Dargestellt sind Mittelwerte = mittlerer Fehler einer Patch clamp-Analyse von mvam:-_wm?-m_:Em:wmz,@Bm in der Ganzzellkonfiguration. (A) Mittelwerte
von Barium-Einwartsstrome vor (linke Seite) und nach Zugabe von 0,5 pM w-Conotoxin-MVlic (rechte Seite). Dabei wurden die Zellen jeweils zun&chst
fir 30 min mit dem Toxin in Kulturmedium prainkubiert, bevor die Messung durchgefiihrt wurde. (B) Vergleich des jeweiligen Ba®"-Einwartsstrom-
Verhaltnis nach und vor Zugabe von 2 yM (z)-Isradipin von Wildtyp- und Antisense-Zellen.
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Abbildung 41: Modulation von Ba**-loneneinwirtsstromen in transient mit Ca,2.3d transfizierten HEK 293-Zellen (Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Kléckner, Institut fir vegetative Physiologie der Universitat zu Koin.).

(A) Ba**-Einwartsstrom vor (control) und (B) nach Zugabe von 1 pM Somatostatin (SST) (C) Ba*"-Einwartsstrom vor (control) und nach Zugabe von
100 nM PDBu (PDBu); als Negativkontrolle wurde 100 nM 40-PDBu verwendet (nicht gezeigt). Ladungstrager: 15 mM Barium
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Abbildung 42: Sukzessive Applikation von 100 nM PDBu und 1 pM Somatostatin in transient
mit Ca,2.3d transfizierten HEK 293-Zellen (Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Kléckner, Insti-
tut fir vegetative Physiologie der Universitat zu Koin.).

Dargestellt sind die zeitlichen Verlaufe der Ba?*-Einwartsstromdichten nach Applikation der jeweiligen
Substanzen. Oben: Stimulation des Einwartsstroms durch Zugabe von 100 nM PDBu. Unten: Repres-
sion des PDBU-stimulierten Ba**-Stroms durch Applikation von 1 yM Somatostatin. Man erkennt, dass

die Stimulation des Proteins durch PDBu eine nachfolgende Inhibition von Ca,2.3d durch Somatosta-
tin nicht unterbindet. Ladungstrager: 15 mM Barium
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