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Einleitung

1 Einleitung

Rhythmen gehéren zum Leben — sich periodisch wiederholende Vorgénge, wie etwa die
spontane Herzaktion, das rhythmische Feuern neuronaler Netzwerke, der Schlaf-Wach-Zyklus
oder die Freisetzung von Hormonen spielen in der Biologie und Medizin eine sehr wichtige
Rolle. Die molekularen Mechanismen aber, die diesen Rhythmen zugrunde liegen, sind noch
weitgehend unverstanden.

Die spontane Erregungsbildung, zum Beispiel in den Schrittmacherzellen des Sinusknotens,
héngt von dem komplexen Zusammenspiel und den biophysikalischen Eigenschaften einer
Reihe von lonenkandlen ab. Seit etwa 20 Jahren kennt man einen solchen Kanal, der eine
besonders wichtige Rolle bei der Entstehung spontaner Rhythmen in Herz und zentralem
Nervensystem spielt (DiFrancesco, 1993; Pape, 1996) und der I; fur ,funny current oder Iy
fr ,, hyperpolarization activated current® genannt wurde.

1.1 Funktion von I, — Rhythmische Erregungsbildung

Die spontane Aktivitdt im priméren Schrittmacherzentrum des Herzens, dem Sinusknoten
(Abbildung 1.1A), kommt durch eine fur dort lokalisierte Schrittmacherzellen typische Phase
zwischen ihren einzelnen Aktionspotentialen zustande — durch die spontane diastolische
Depolarisation. Wahrend dieser Phase steigt das Membranpotential Uber mehrere hundert
Millisekunden um 20 bis 30 mV an, bis die Schwelle zur Auslésung eines neuen
Aktionspotentials erreicht ist (Abbildung 1.1B).

Die langsame diastolische Depolarisation beginnt, sobald die Membran durch ,delayed
rectifier Kaliumkandle auf etwa —75 mV repolarisiert wurde. Bel diesem Membranpotential
wird I aktiv und depolarisiert die Zelle langsam bis zu einem Potentialbereich (ca. -50 mV),
in dem zunehmend T-Typ Kazium-Kandle oder durch ein dhnliches Membranpotential
regulierte lonenkande aktivieren. Dadurch vergrofRert sich der Einwartsstrom in die Zelle
zunehmend, bis es zum schnellen Aufstrich eines neuen Aktionspotentials kommt.

Durch welche funktionellen Eigenschaften kann der native I, Strom diese Rolle as
molekularer Rhythmusgenerator wahrend der Schrittmacherdepolarisation erfillen?

Zum ersten wird I, durch Hyperpolarisation, nicht Depolarisation aktiviert, anders als die

meisten anderen spannungsabhangigen lonenkandle. Zweitens weist I, eine gemischte

8




Einleitung

Leitfahigkeit fur Kationen — Natrium und Kalium — auf und kann so bei hyperpolarisierten
Membranpotentialen einen depolarisierenden (Natrium-)Einwértsstrom tragen. Drittens
koénnen Transmitter und Hormone Uber Second-Messenger-Systeme die spannungsabhangige
Aktivierung des I, Stroms modulieren (Abbildung 1.1C).

Beta-adrenerge Stimulation aktiviert Uber das Gs Protein die Adenylatzyklase. Die so
hervorgerufene Erhohung des intrazelluldren cCAMP verschiebt die Spannungsabhangigkeit
der Aktivierung von I, um etwa 10 mV zu positiveren Potentialen hin — die Folge ist ein
groRerer Einwartsstrom bel gegebenem Membranpotential. Dadurch depolarisiert die Zelle
wahrend der Schrittmacherdepolarisation schneller - dieser Mechanismus ist zum grofdten Tell
fir den Herzfrequenzanstieg unter Sympathikus-Stimulation verantwortlich (Brown et d,
1979).

Werden andererseits muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren stimuliert, verlangsamt sich die
Herzfrequenz zum Tell Uber G-Protein vermittelte Aktivierung des GIRK Kalium-Kanals
(Ikach ), zum Teil Uber Abfal des intrazelluldren CAMP und damit einem verminderten Iy,
Strom (DiFrancesco et al, 1989; Wickman et al, 1998).

Die cAMP-Modulation von I, wird nicht durch Proteinkinase A vermittelt, CAMP bindet statt
dessen direkt an den Kana (DiFrancesco und Tortora, 1991). Der Kanal, der dem I, Strom
zugrunde liegt, weist also sowohl Eigenschaften von spannungsabhangigen lonenkanden
(Aktivierung durch Hyperpolarisation) wie auch ligandengesteuerten lonenkandlen
(Modulation durch cCAMP) auf.

N2

1

Schrittmacher-
Depolarisation

Abbildung 1.1 A) Topographische Anatomie des Sinusknotens B) Aktionspotentiale einer isolierten
Sinusknotenzelle — I, trégt die langsame diastolische Schrittmacherdepol arisation bis zur Ausldseschwelle von T-
Typ Kalzium-Kandlen C) Isoprenalin bzw. Acetylcholinwirkung am Sinusknotenaktionspotential — Iy, reguliert
die Herzfrequenz, indem er die Dauer der diastolischen Depolarisation verklrzt oder verléngert (DiFrancesco,
1993).




Einleitung

I findet sich findet sich nicht nur im Reizleitungssystem des Herzens, sondern auch in einer
Vielzahl von Neuronen (Pape 1996; Lithi und McCormick, 1998). Welche Rolle spielt I}, bel
rhythmischer Aktivitat von Neuronen im ZNS? Am besten sind in diesem Zusammenhang die
thalamocorticalen neuronalen Netzwerke untersucht.

Vermutlich synchronisieren thalamocorticale, rhythmisch aktive Netzwerke den gesamten
Cortex und steuern so unter anderem die  Schlaf-Wach-Periodizitédt und Vigilanz. In
Interneuronen in diesen thalamocorticalen Netzen, die spontane rhythmische Aktivitat
aufweisen und das neuronale Netzwerk regulieren, wurde I, nachgewiesen — I, wirkt hier,
ahnlich wie im Sinusknoten, als Schrittmacher (Abbildung 1.2).

Isolierte thalamische Neurone weisen verschiedene komplexe Muster der Erregungsbildung
auf, zum Beispiel tonisches Feuern, langsame Oszillationen oder kurze Salven von
Aktionspotentialen, die von langen Ruhepausen unterbrochen werden. Zwischen diesen
einzelnen Mustern wechselt das Neuron, wenn bestimmte Neurotransmitter |, modulieren
(Pape 1996); makroskopisch spiegeln sich diese Vorgange im EEG wahrend verschiedener
Schlafphasen wieder (McCormick und Bal, 1997; Singer und Gray, 1995).

Aufgrund dieser Bedeutung Uberrascht es nicht, dass Iy-bedingte Stoérungen der
Rhythmuserzeugung bel wichtigen Erkrankungen des ZNS, etwa Absence-Epilepsien, eine
Rolle spielen sollen (McCormick und Bal, 1997).

N

Iy

250 ms

Abbildung 1.2 Aktionspotentiale, abgeleitet von Interneuronen eines thalamocorticalen Netzwerks. Iy, ist
wahrend der langsamen Depolarisationsphase aktiv und ermdglicht (im Zusammenspiel mit T-Typ Kalzium
Kanélen) das rhythmische Feuern (Pape, 1990)
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Einleitung

I trégt alerdings nicht nur als molekularer Schrittmacher zur Funktion von Nervenzellen bei.
So kann |, zum Beispiel eine Depolarisation als Antwort auf plétzliche, hyperpolarisierende
Pulse auddsen; dieser Mechanismus ermoglicht Photorezeptoren der Retina eine schnelle
Adaptation auf Lichtblitze (Fain et a, 1978; Wollmuth und Hille, 1992). Auch wurde far Iy
gezeigt, dass er im Dendritenbaum die Ausbildung und Weiterleitung von Potentialen, die
unter der Ausloseschwelle fur Aktionspotentiale liegen, beeinflussen kann und so zur
Integration synaptischer Ubertragung beitragt (Magee, 1998). Schlieflich spielt I, auch im
peripheren Nervensystem eine Rolle, zum Beispiel bei der Schmerzwahrnehmung und
peripheren Neuropathien (Baker et al, 1987; Ingram und Williams, 1994).

1.2 Die HCN-Kanéle

1.2.1 Klonierung der HCN-Kandle

Obwohl der native I, Strom elektrophysiologisch bereits ausgiebig charakterisiert worden
war, gelang die Klonierung der zugrundeliegenden Schrittmacherkandle erst vor kurzem.
1998 verdffentlichten drei  Arbeitsgruppen unabhangig voneinander die Klonierung
verschiedener cDNAS, die fur Schrittmacherkandl e kodierten.

Ein Yeast-Two-Hybrid-Screen mit der SH3 Domane einer neuronalen Isoform von Src und
einer Gehirn cDNA-Bibliothek ergab einen Klon (BCNG-1), von dem aufgrund von
Sequenzanalysen vermutet wurde, dass er einen zyklonukleotid-modulierten K*-Kanal
darstellte (Santoro et al, 1997). Im heterologen Expressionssystem zeigte sich, das BCNG-1
ein Mitglied einer Familie von Hyperpolarisations-aktivierten Kationenkanden bildete
(Santoro et al, 1998).

Ein anderer Ansatz war, eine EST (expressed sequence tag) Datenbank auf Sequenzen zu
untersuchen, die Ahnlichkeiten mit der CNBD (Zyklonukleotid-Bindungsdoméne) von CNG
(cyclic nucleotide-dependent) Kandlen (Biel et al, 1999) oder zyklonukleotid-abhangigen
Proteinkinasen (Pfeifer et al, 1999) aufwiesen. Mit diesem Ansatz wurden drei full-length
cDNA Klone isoliert, die als Hyperpolarization-activated cation channels (HAC1-3)
bezeichnet wurden (Ludwig et al, 1998).

Eine dritte Arbeitsgruppe klonierte einen hyperpolarisationsaktivierten Kationenkanal (SPIH)
aus dem Hoden von Strongyl ocentrotus purpuratus, einem Seeigel (Gauss et al, 1998).

Eine vierte full-length cONA (HCN4) wurde schliefdlich aus dem Herz verschiedener Spezies
isoliert (Ishii et al, 1999; Ludwig et al, 1999; Seifert at al, 1999).
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Einleitung

Der Konsensus zur Bezeichnung dieser Schrittmacherkandle (Clapham, 1998; Biel et d,
1999) ist mittlerweile ,, hyperpolarization-activated and cyclic nucleotide-gated (HCN)

cation channel*

1.2.2. Struktur der HCN-Kanéle

Insgesamt 4 Mitglieder der HCN-Kanalfamilie sind bislang bekannt (HCN1-4). Sie weisen
strukturelle Ahnlichkeiten mit den CNG-Kandlen und den Kaliumkanalen der EAG-Familie
auf. HCN Kande-enthalten sechs (putative) Transmembransegmente (S1-S6) mit einem
positiv geladenen $4 Segment, das als Spannungssensor dient, und einer ionenleitenden Pore
zwischen dem funften und sechsten Transmembransegment. Im (intrazelluldren) C-Terminus
findet sich eine Zyklonukleotidbindungsdoméne (Abbildung 1.3A). Die vier HCN-Kanal
Subtypen sind auf Ebene der Aminosduresequenz sehr dhnlich, die Homologie betrégt
insgesamt etwa 60% und in der ,Kernregion®, die den Transmembransegmenten und der
CNBD entspricht, etwa 80-90% (Abbildung 1.3B). Die Amino- und Carboxytermini dagegen
unterscheiden sich zwischen HCN1-4 stark in ihrer Lange und sind wenig homolog.

Wie zum Beispiel Kaliumkandle oder CNG-Kanéle, formen die HCN-Kanale wohl auch ein
Tetramer aus vier HCN Kanal-Untereinheiten. Alle vier HCN Typen kénnen als Homomere
funktionell heterolog exprimiert werden. Da sich die Gewebsexpression der HCN Transkripte
in Herz und Gehirn zumindest teilweise Uberlappt, kann zur Zeit nicht sicher ausgeschlossen

werden, dass sich in vivo Heterotetramere aus verschiedenen Subtypen bilden kénnen.

1.2.3. Funktionelle Eigenschaften der HCN-Kanéle

Aktivierung durch Hyperpolarisation

Das $4 Segment in HCN-Kandlen enthalt insgesamt 10 positiv geladene Aminosiurereste, im
Gegensatz zu 5 bis 8 positiven Resten bel Kaliumkanadlen. Dass bel HCN-Kanélen Uberhaupt
ein positiv geladener Spannungssensor vorkommt, ist Uberraschend, da andere lonenkande
mit positiv geladenen $S4 Segmenten durch Depolarisation, nicht Hyperpolarisation aktiviert
werden.

Ein moglicher Mechanismus fur die HCN Kanal-Aktivierung wurde ausgehend von Studien
an mutierten Shaker-Kandlen (Miller und Aldrich, 1996) und HERG-Kanden (Trudeau et a,
1995; Smith et a, 1996) vorgeschlagen (Santoro et al, 1998; Gauss et a, 1998; Bid et 4,
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1999). Nach diesem Modell sind die drei Zustande eines spannungsabhangigen lonenkanals —
offen, geschlossen und inaktiviert — bei HCN-Kanadlen zu negativen Membranpotentialen hin
verschoben. Dadurch wéren die HCN-Kand e beim Membranruhepotential inaktiviert, obwohl
die S4 Segmente, welche die ,activation gates’ bilden, die Konformation fir den
Offenzustand hétten. Hyperpolarisation wirde diese Inaktivierung aufheben. Welche
Strukturmerkmale von HCN-Kanélen fur dieses Verhaten verantwortlich sind, ist allerdings
noch ungeklart.

Die eektrophysiologischen Charakteristika von HCN-Kanden wurden nach heterologer
Expression in HEK 293-Zellen bestimmt. Die halbmaximalen Aktivierungspotentiale V1, der
Kandle, gemessen im ,whole-cell voltage clamp® Modus, sind in Tabele 1.1
zusammengefaldt. Ein Vergleich der Zeitkonstanten 1, berechnet durch Anndherung einer
exponentiellen Funktion an die gemessene Aktivierungskurve der HCN Kanédle (Tabelle 1.1)
zeigt, dass HCN4 deutlich langsamer als HCN2 und dieser wiederum langsamer als HCN1
aktiviert.

A
B
HCN2
HCN 4
HCN 1
HCN3
[ |
50 100Prozent Identitat

Abbildung 1.3 A) Einfaches Modell der Transmembrantopologie von HCN-Kandlen mit sechs
Transmembransegmenten, positiv geladenem $4 Segment, Pore und CNBD (Zyklonukleotidbindungsdomane).
B) Phylogenetischer Stammbaum der HCN-Kanéle, berechnet anhand der Sequenzhomologien im Bereich
zwischen S1 bis zum Ende der CNBD.
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Modulation durch zyklische Nukleotide

Zyklische Nukleotide, speziell cAMP, wirken zweifach auf Schrittmacherkandle ein: Zum
einen verschieben sie die Aktivierungskurve um etwa 2 bis 15 mV zu positiven Potentialen
hin (siehe Tabelle 1.1 fur Unterschiede zwischen den Subtypen; HCN1 wird im Gegensatz zu
HCN2 und 4 kaum durch cAMP Bindung moduliert), zum anderen beschleunigen sie die
Aktivierung der Kandle.

Sie regulieren die Kandle direkt, indem sie an eine CNBD im Carboxyterminus der Proteine
binden. Die Zyklonukleotidbindungsdoméne der HCN-Kandle ist homolog zu den CNBDs
anderer, zyklonukleotid-aktivierter Proteine wie dem catabolite activator protein (Cap) von
Escherichia coli, den cAMP-regulated guanine nucleotide exchange factors cAMP-
GEFg/Epac (Kawasaki et al, 1998; de Rooij et al, 1998), CAMP und cGMP abhangiger
Proteinkinasen (Pfeifer et a, 1999) und CNG Kandlen (Zagotta und Siegelbaum, 1996).
Bestimmte Aminosauren, fur die anhand der Struktur von kristallisiertem CAP gezeigt wurde,
dass sie dicht am gebundenen cAMP-Molekil liegen (Weber und Steitz, 1987), sind in der
CNBD der Schrittmacherkanéle konserviert.

Die cCAMP Bindung an nativen I, (DiFrancesco und Tortora, 1991) wie auch an den heterolog
exprimierten HCN2 Kanal, ist nicht kooperativ (Hill-Koeffizient von ungefahr 1; Tabelle 1.1),
im Gegensatz zur Bindung von Zyklonukleotiden an CNG Kandle.

Selektive Leitfahigkeit fir lonen

Der native Iy Strom wird sowohl von Natrium- wie auch Kaliumionen getragen, mit einer
etwa 4:1 Selektivitét fur K™ gegentiber Na™ (Wollmuth und Hille, 1992; Ho et al, 1994). Die
lonenselektivitdt heterolog exprimierter HCN Kandle stimmt hiermit gut Uberein (Tabelle
1.1).

Sequenzvergleiche zeigen, dass die ionenleitende Pore von Schrittmacherkandlen eine enge
Verwandtschaft zu der von Kaliumkandlen aufweist (Doyle et al, 1998; Choe und Robinson,
1998), obwohl Kaiumkandle Kalium mehr as hundertfach besser als Natrium leiten. Die
Porenregion von Kaiumkanden liegt zwischen dem funften und sechsten
Transmembransegment und besteht aus der Porenhelix und dem , selectivity filter* (Doyle et
al, 1998). Die fur K" Kandle typische Aminosiuresequenz (,signature sequence”) Glycin-
Tyrosin-Glycin (GYG) ist der Hauptanteil des ,selectivity filter (Doyle et al, 1998;
Heginbotham et al, 1994). Uberraschenderweise enthalt die Pore von HCN-K andlen auch das
GY G-Motiv, obwohl sie sowohl Kalium als auch Natrium leitet. Anscheinend bestimmen aso
auch andere Aminosauren aul3er dem GY G-Motiv die Selektivitét fur Kalium.
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Einleitung

In K™ -selektiven Kandlen wird die ringformige, engste Stelle der Pore von den CO-Gruppen
des Sequenzrickgrats der ,, signature sequence” so gebildet, dass ein dehydriertes Kaliumatom
genau hindurchpasst. Die Tyrosinseitenketten des GY G-Motivs legen in Wechselwirkung mit
aromatischen Aminosauren der Porenhelix den Durchmesser der Pore fest.

Die Pore der HCN-Kandle unterscheidet sich in einigen Aminosauren von den Poren von
Kaliumkandlen, wodurch das ganze Porengeftige wohl gelockert und daher fiur Natrium wie
auch Kalium permeabel ist.

Ob Natrium durch die HCN-Kandle geleitet wird, hangt stark von der extrazelluléren

Kaliumkonzentration ab. Erhéht man das extrazelluldre Kalium, steigen die Stromstérke stark
an und die Kandle leiten Natrium etwas besser (Wollmuth und Hille, 1992; Frace et al, 1992,
Brown und Ho, 1996); in kaliumfreier Lésung leiten die Kandle wenig bis kein Natrium, und
dies, obwohl hauptsachlich Natrium den depolariserenden Einwértsstrom durch HCN
Kandle tragt. Die Struktureigenschaften der Kandle, die fir dieses Verhalten verantwortlich
gemacht werden kénnen, sind ebenfalls noch unbekannt.

mHCN1 mMHCN2 MHCN3 mHCN4
Aminosauren 910 863 779 1203
Aktivierungskonstante* | t1=30; 12=171 |241 n.d. 660
V2 -94 mvV -103 mV n.d. -109 mV
Pna/Px 0,25 0,24 n.d. 0,22
Hill Koeffizient n.d. 0,8 n.d. n.d.
Shift durch cAMP, mV | +1,8 +13 n.d. +15

Tabelle 1.1 Elektophysiologische Charakteristika der heterolog in HEK293 Zellen exprimierten HCN
Kandle. *, gemessen bei —140 mV, ms (Ludwig et al, 1999). n.d: nicht ermittelt.

1.3 Zielsetzung der Promotionsarbeit

Priméres Ziel dieser Arbeit war es, die Expression der einzelnen Mitglieder der HCN
Genfamilie in den Geweben zu untersuchen, in denen eine wichtige Funktion far Iy
beschrieben worden ist. Hierzu sollte das Vorkommen der HCN Kandle in Gehirn, Herz
(insbesondere im Sinusknoten), Spinalganglion und Retina mittels molekularbiol ogischer
Methoden (In-situ-Hybridisierung, Blotting-Techniken, PCR) aufgeklart werden. Der
Schwerpunkt der Arbeit sollte dabei in der Untersuchung der zelluléren Expression von HCN-
Kanden mittels In-situ-Hybridisierung liegen. Gegen die HCN2 und HCN4 Subtypen sollten
aulderdem spezifische Antikorper erzeugt werden, um auch auf Proteinebene die Expression

untersuchen zu konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Kultur von Bakterien

2.1.1 Verwendeter Stamm

Plasmide wurden im Escherichia Coli Stamm XL-1-blue MRF' (Stratagene) amplifiziert. Der
Genotyp dieses Stamms lautet A (mrcA)183 A (mr CBhsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi
-1recAl gyrA96 relAllac [ F pro AB lac®ZAM15 Tn10 (Tet)].

2.1.2 Nahrmedium und Antibiotikum

Die Bakterien wurden im Vollmedium Luria-Bertani (LB) mit Glucose gezlichtet. Das
Medium wurde vor Verwendung durch zwanzigminttiges Autoklavieren bei 121°C und 2 bar

sterilisiert.

Luria—Bertani —Medium (+), pH 7,2-7,5:

Trypton (Gibco) 109
Hefeextrakt (Gibco) 50
NaCl 59
Glucose 19
H-0 ad 1000 ml

Um plasmidtragende Bakterien zu selektionieren, wurde dem LB-Medium kurz vor der
Anzucht das Antibiotikum Ampicillin mit einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben.
Die Stammldsung mit 50 mg/ml Ampicillin-Na (Sigma) in H,O wurde sterilfiltriert und in
Aliquots bei —20° C aufbewahrt.

Zur Herstellung von Agarplatten wurde dem LB-Medium vor dem Autoklavieren 15 g/l Agar
(Gibco-BRL) hinzugefugt. Nach Abkihlen auf 50°C wurde Ampicillin in einer Konzentration
von 50 pg/ml zugegeben und das Medium in sterile Petrischalen gegossen.

2.1.3 Kultivierung

Die Bakterien wurden aerob in LB-Medium kultiviert. Fllssigkulturen wurden in

Glasrohrchen oder Erlenmayerkolben bel 37°C und 225 rpm inkubiert. Zur kurzfristigen

Aufbewahrung und um Einzelkolonien zu separieren wurden Bakteriensuspensionen auf

Ampicillin-LB-Platten ausgestrichen, bei 37°C inkubiert und bis zu acht Wochen bei 4°C
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gelagert. Zur langeren Aufbewahrung wurden Aliquots von FlUssigkulturen 1 : 1 mit Glycerol
(ICN) gemischt und bel —20°C eingefroren.

2.2 Verwendete Plasmide

pAL 1
Dieser Vektor ist ein Derivat von pUC 19, bei dem an beiden Seiten der multiplen
Klonierungsstelle die Sequenz fir den T3 und T7 RNA-Polymerase-Promotor und
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Bam HI und Asp 718 eingefugt wurden (Ludwig et
al, 1997). Er diente zur Subklonierung und wurde zur In-vitro-Transkription von cRNA-

Sonden fr die In-situ-Hybridisierung eingesetzt.

pcDNA3 und pcDNA3.1 Myc

Diese Vektoren (Invitrogen) dienten als Expressionsvektoren. Sie kénnen in E. coli vermehrt
und in eukaryonten Zellen zur heterologen Expression von rekombinanten Proteinen
verwendet werden. Die cDNA steht unter der Kontrolle von viralen Promotorsequenzen und
wird dadurch stark transkribiert. Die Stabilitét der transkribierten RNA wird durch ein
Polyadenylierungssignal und Transkriptionsterminationssequenzen verbessert. Das pcDNA3.1
Myc Plasmid wurde verwendet, um die exprimierten Proteine mit einem Myc-Tag zu
fusionieren, das zum Nachweis der Proteine durch einen  monoklonalen anti-myc Antikorper

diente.

p Blueskript Il KS+/-
Dieses Plasmid stellt einen Abkdmmling des Vektors pBR 322 dar. Es enthdlt das
Ampicillinresistenzgen, den E. coli Replikationsursprung und einen Teil des lac Z-Gens (a-

Peptid der 3-Galactosidase). Es wurde zur Subklonierung verwendet.

P1-Phagemid

Bestimmte Bakteriophagen haben relativ grof3e Genome; sie bieten daher die Moglichkeit, sie
Zu Vektoren umzubauen, in denen sich grole Stlicke fremder DNA (130 — 150 kb)
unterbringen lassen. Der Bakteriophage Pl ist ein Beispiel. Ein Phagemid aus einer
kommerziellen P1-Bibliothek (Genome Systems), das Teile der genomischen DNA von

MHCN4 enthielt, wurde zur Klonierung verwendet.
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2.3 Reinigung und Quantifizierung von Nukleinsauren

2.3.1 Prazipitation von Nukleinsuren

Plasmide und DNA-Fragmente wurden durch Ethanol-Prazipitation konzentriert und von
stérenden Substanzen getrennt (Sambrook et a, 1989). Dazu wurde die Nukleinsaurel 6sung
mit /10 Volumen 5M NaCl und dem 2,5fachen Volumen 100% Ethanol versetzt und 1h bei
—20°C inkubiert, die ausgeféllte DNA abzentrifugiert (12000 x g, 15 min, 4°C), der Uberstand
dekantiert und das Pellet mit 70% Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde nach erneuter
Zentrifugation (12000 x g, 5 min, 4°C) in einer Vakuumzentrifuge (Speedvac) getrocknet und

in einer geringen Menge sterilen Wassers aufgenommen.

2.3.2 Phenol-Chlor ofor m-Extraktion

Mittels Phenol-Chloroform-Extraktion kénnen Proteine (z.B. Enzyme) aus wassrigen
Nukleinsdurel6sungen entfernt werden. Die Nukleinsdurelosung wurde mit demselben
Volumen Phenol/Chloroform/lsoamylalalkohol (25 : 24 : 1, Roth) versetzt, bis zur
Emulsionsbildung kréftig geschittelt und zur Phasentrennung abzentrifugiert (12 000 x g, 5
min). Die wassrige Oberphase, in der die Nukleinsduren enthalten sind, wurde in ein neues

Gefal3 Uberfuhrt und mit Ethanol préazipitiert.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nukleinsduren absorbieren elektromagnetische Strahlung im Bereich von 250 — 270 nm, was
auf die aromatischen Ringsysteme der DNA-Basen zuriickzufUhren ist. Somit kann die
Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration durch Extinktionsmessungen unter Anwendung
des Lambert-Beerschen-Gesetzes erfolgen. Bei monochromatischem Licht der Wellenlange
260 nm und einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine gemessene Extinktion von 1:

- 50 ug/ ml doppelstrangiger DNA

- 40 ug/ ml einzelstréngiger RNA

- 33 pug/ ml einzelstréngigem Oligonukleotid.

Die Reinheit von DNA und RNA kann aus dem Verhatnis OD,go / OD2gp abgeschéatzt werden.

Dieser Quotient sollte Gber 1,7 liegen.
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2.4 I1solierung von Plasmid-DNA

2.4.1 Schnéllisolierung von Plasmid-DNA nach Holmes und Quigli (1981)

Zur Schnellisolierung von Plasmid — DNA wurden die Bakterien durch Lysozym, Triton X-
100 (nichtionisches Detergens) und Kochen aufgeschlossen. Die chromosomale DNA bleibt
dabei an der Zellmembran haften und kann zusammen mit den ZelltrGmmern durch
Zentrifugation von der Plasmid-DNA abgetrennt werden. Die Plasmid-DNA wird danach mit
Isopropanol geféllt und durch Waschen mit 70% Ethanol entsalzt. Die Bakterien aus einer 7
ml LB-FUssigkultur wurde durch abzentrifugieren geerntet, das Pellet in STET-Puffer ( 8 %
Saccharose, 5 % Triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris, pH 8,0) resuspendiert und in
Anwesenheit von Lysozym (Boehringer) und RNase A 1 min aufgekocht, mit Isopropanol
gefallt, abzentrifugiert (12 000 x g, 15 min, 4° C) und mit 70 % Ethanol gewaschen. Die
Ausbeute lag bei etwa 20 pug Plasmid-DNA. Die Qualitdt und Quantitdt der gewonnenen
Plasmid-DNA reichte aus, um Restriktions- und Sequenzanalysen (2.7) durchfiihren zu

kdnnen.

2.4.2 Plasmidisolierung und Reinigung mittels Saulenchromatographie

Zur Gewinnung grofierer Mengen hochreiner Plasmid-DNA wurde der ,, Qiagen Plasmid Maxi
Kit* (Qiagen) verwendet. Die Methode beruht auf dem Prinzip der akalischen Lyse
(Birnbaum und Doly, 1979) in Verbindung mit einer anschlief3enden chromatographischen
Reinigung Uber eine Anionenaustauschersdule. Bei der akalischen Lyse werden die Zellen in
NaOH/SDS lysiert, wobei Proteine und DNA-Molekile denaturiert werden. Die Methode
basiert darauf, dal3 durch anschlie3ende Neutralisation mit Kaliumacetat die relativ kleine
Plasmid-DNA wieder renaturiert, wahrend das viel grof3ere Bakterienchromosom denaturiert
bleibt und mit den Ubrigen Zelltrimmern abgetrennt werden kann.

Aus einer 7ml Vorkultur ausgehend von einer Einzelkolonie wurde eine 100 ml LB-Kultur
(100 pg / ml Ampicillin) 1 : 500 angeimpft und Uber Nacht bei 37° C und 225 rpm inkubiert.
Am nachsten Morgen wurde die Kultur durch Zentrifugation geerntet (5 000 x g, 10 min, 4°
C) und das Bakterienpellet in 10 ml Puffer P, (50 mM Tris) HCI pH 8,0, 10 mM EDTA, 100
ng/ml RNase A, 4°C) resuspendiert. Nach Zugabe von 10 ml Puffer P, (200 mM NaOH, 1%
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SDS; RT) und vorsichtigem Mischen wurde die Préparation 5 min bel Raumtemperatur
inkubiert. Im folgenden wurde 10 ml Puffer P; (3 M KOAc pH 5,5, 4°C) zugegeben,
gemischt, fur 20 min auf Eis inkubiert und abzentrifugiert (20 000 xg, 30 min, 4° C).
Wahrenddessen wurde die Qiagen-Saule mit 10 ml Puffer QBT ( 50 mM MOPS, pH 7,0, 0,74
M NaCl, 0,15 % Triton X-100, 15 % E+OH; RT) &quilibriert. Der klare Uberstand (enthalt
die Plasmid-DNA) der Zentrifugation wurde auf die aquilibrierte Sdule aufgetragen und die
Saule mit 60 ml Puffer QC (50 mM MOPS pH 7,0, 1 M NaCl, 15 % EtOH) eluiert, in 10,5 ml
Isopropanol gefallt, abzentrifugiert (15 000 x g, 30 min, 4°C), in 10 ml Ethanol gewaschen,
nochmals zentrifugiert und unter Vakuum getrocknet. Nach Aufnahme der Plasmid-DNA in
500 pl H20 wurde die Konzentration photometrisch Uberpriift und mit ca. 500 ng DNA eine
Restriktionsanalyse zur Qualitatstiberprifung durchgefihrt. Die hochreine Plasmid-DNA
konnte als Ausgangsmaterial fur viele Zwecke eingesetzt werden, etwa fur PCR (2.8), zur
Sequenzierung (2.7), zur Transfektion eukaryontischer Zellen (2.14.3) oder zur
Transformation von Bakterien (2.9).

2.5 Enzymatische Modifikation von DNA

2.5.1 Restriktionsenzyme

Restriktionsendonukleasen, auch kurz Restriktionsenzyme genannt, sind Endo-
Desoxyribonukleasen, die spezifische Basensequenzen innerhalb einer DNA-Doppelhelix
erkennen und die DNA in beiden Strangen spalten (Sambrook et al, 1989). Die im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Typ Il-Restriktionsenzyme spalten ihr DNA-Substrat innerhalb
oder unmittelbar neben der (meist palindromischen) Erkennungssequenz, so dal3 Fragmente
mit definierten Enden entstehen. Je nach Enzym erfolgt die Spaltung entweder an
gegeniiberliegenden Positionen des DNA-Doppelstranges oder versetzt, daher ergeben sich
entweder glatte Enden (,blunt ends‘) oder einander komplementdre, 5- bzw. 3'-
Uberhéngende , sticky ends‘. Die freigesetzten DNA-Enden besitzen aber immer eine 5'-
Phosphat und eine 3'-OH-Gruppe, was die spétere enzymatische Neuverknipfung (Ligation)
kompatibler Enden ermdglicht. Restriktionsenzyme werden durch einen Buchstabencode nach
dem Wirtsorganismus benannt, aus dem sie isoliet wurden. Die verwendeten
Restriktionsendonukleasen, ihre Erkennungssequenzen und zugehtrigen Puffer sind in
Tabelle 2.1 angegeben.
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Restriktionsenzym | Firma Erkennungssequenz | Puffer
Asp 718 Boehringer 5-G/GTACC-3 B

Avr NEB 5-C/ICTAGG-3 NEB2
Bam HI NEB 5-G/GATCC-3 B

Ddel NEB 5-C/ITNAG-3 NEB3
Eco RI NEB 5-G/AATTC-3 NEB3
Hae Il NEB 5 -PuGCGC/Py-3 NEB4
Haelll NEB 5-GG/CC-3 NEB2
Hind 111 NEB 5-A/AGCTT-3 NEB2
Nhel NEB 5-G/CTAGC-3 NEB?2
Pst | NEB 5-CTGCA/G-3 NEB3
Rsal NEB 5-GT/AC-3 NEB1
Xbal NEB 5-T/CTAGA-3 NEB?2
Xhol NEB 5-C/ITCGAG-3 NEB2

Tabelle 2.1 Verwendete Restriktionsenzyme. N steht fiir ein beliebiges Nukleotid, Pu und Py fur Purin
beziehungsweise Pyrimidin. Die optimal e Inkubationstemperatur betrug fur alle Enzyme 37°C.

Der Restriktionsansatz wurde bei optimaler Temperatur fur 1,5 h (analytischer Ansatz) bzw. 3
— 8 h (préparativer Ansatz) inkubiert und danach durch Gelelektophorese untersucht. Eine
Einheit (1 U) Restriktionsendonukleaseaktivitét entspricht der Menge an Enzym, die nétig ist,

um 1 pg DNA unter optimalen Bedingungen innerhalb einer Stunde vollstandig zu schneiden.

2.5.2 Dephosphorylierung von DNA-Molekilen mittels alkalischer Phosphatase

Alkalische Phosphatase aus Kélberdarm (CIP = calf intestine phosphatase) spaltet endstandige
5'-Phosphatgruppen von DNA-Molekulen ab. Diese Dephosphorylierung verhindert den
durch DNA-Ligase katalysierten Ringschluf3 linearer, doppelstrangiger DNA-Molekile, da
dieses Enzym einen endstdndigen 5'-Phosphatrest benétigt. Auf diese Weise wird die
Religierung eines Leervektors verhindert und damit die Klonierungseffizienz  der
gewlnschten DNA-Fragmente erhoht. Die linearisierten Plasmide (etwa 5 pmol) wurden in 50
mM  Tris pH 8,0 mit 1U CIP (Boehringer) fir 1 h bei 37° C inkubiert. Nach
Hitzeinaktivierung des Enzyms (10 min, 75° C) konnte die Vektor-DNA in einen
Ligationsansatz (2.5.3) eingesetzt werden.

2.5.3 Verknupfung von DNA-Fragmenten mit T4 DNA-Ligase

Die T4 DNA-Ligase (NEB) katalysiert die Bildung einer Phosphodiosterbindung zwischen
einer 3'-Hydroxyl- und einem 5’ -Phosphatende doppelstréniger DNA-Fragmente unter ATP-
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Verbrauch (Weiss et al, 1968). Sie wurde eingesetzt, um Fremd- und Vektor-DNA kovalent
zu rekombinanter Plasmid-DNA zu verknipfen. Ligase, linearisierter, dephosphorylierter
Vektor und Fremd-DNA wurden in Ligasepuffer gemischt und fir etwa 16 h bel 16°C
inkubiert. Anschlief3end konnte das rekombinante Plasmid durch Transformation in E. Coli

eingeschleust werden (2.7).

2.6 Auftrennung und Isolierung von DNA-Fragmenten

Nukleinsauren werden bei ihrer Wanderung im elektrischen Feld nach Masse und
Konformation (linear, offenzirkuldr oder superhelikal) aufgetrennt. Aufgrund ihres Zucker-
Phosphat-Ruckgrats sind Nukleinsduren negativ geladen. Sie wandern daher bei der
Elektrophorese zur Anode, und zwar um so langsamer, je grof3er sie sind. Durch Interkalation
des Floureszenzfarbstoffes Ethidiumbromid konnen die getrennten Nukleotidfragmente im
UV-Licht (302 nm) als diskrete Banden sichtbar gemacht werden. Zum GroéRenvergleich
diente ein DNA-Standard (1kb-Ladder, Gibco). Um den Verlauf der Elektophorese zu
kontrollieren, wurden dem Auftragspuffer farbige Marker zugegeben, namlich
Bromphenolblau, das mit DNA-Fragmenten von 10 — 100 bp Lange wandert und die
Elektrophoresefront markiert, und Xylencyanol, das mit DNA-Fragmenten von circa 5 kb

Lange wandert.

V erwendete L 6sungen:

10 X TBE:

Tris (USB) 09M
Borsaure (Merck) 0.9M
EDTA pH 8,0 (ICN) 20 mM

Elektrophor esepuffer:
1x TBE (1 Teil 10x TBE + 9 Teile H,0)

6 x Auftragspuffer:

Ficoll Typ 400 (Sigma) 18 %
EDTA pH 8,0 0,122 mM
TBE 6 X
Bromphenolblau 0,15 %

Xylencyanol FF (Sigma) 0,15 %

Ethidiumbromidstammlésung:

10 mg/ ml (Sigma), wassrig
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2.6.1 Polyacrylamid — Gelelektr ophor ese

DNA — Fragmente mit einer Lange von 50 — 1000 bp wurden durch vertikale Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) aufgetrennt. Hierfir wurden 5%ige Polyacrylamidgele in 1 x TBE
as Laufpuffer (Sambrook et a, 1989) verwendet. Die Trennstrecke betrug 15 cm.

Zusammensetzung des analytischen (0,75 mm Dicke) Polyacrylamidgels:

- 3,8 ml Rotiphoresegel (Verhdltnis Acrylamid / NN'-Bisacrylamid = 29 : 1, 40%, Roth)
- 3ml10x TBE

- 0,1% N,N,N',N'- Tetramethylethylendiamin (TEMED, Sigma)

80 pl 20% Ammoniumpersulfat (Sigma)
ad 30 ml H,O

Fur praparative Gele (1,5 mm Dicke) wurden die doppelten Mengen eingesetzt. Den DNA-
Proben wurde vor Auftragen 1/6 Volumen 6 x Probenpuffer hinzugefiigt. Die Elektrophorese
erfolgte fur 1 h bei konstanter Spannung von 270 V. Als Langenstandard wurden 700 ng der
1kb Ladder (Gibco) aufgetragen. Nach der Elektrophorese wurden die Gele 5 min in
Ethidiumbromidldsung (0,5 pg/ml) geféarbt und durch elektronische Bilderfassung (Cybertec)

dokumentiert.

2.6.2 Agar ose-Gelelektrophor ese

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten im Langenbereich 15 kb bis 1 kb wurde die
horizontale Agarosegelelektrophorese eingesetzt. Fir analytische wie auch préparative
Zwecke kamen 0,7 % Gele zum Einsatz (8 x 8 cm). Die Agarose wurde in 1 x TBE im
Mikrowellenherd geschmolzen; der Losung wurde nach Abkihlen (vor dem Ausgief3en in
eine horizontale Kammer) Ethidiumbromid zugegeben (finale Konzentration im Gel: 800
ng/ml). Die Elektrophorese wurde mit 1 x TBE as Laufpuffer Gber 1 h bei 100 V
durchgefthrt.
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2.6.3 Elektroelution

Um en DNA-Fragment nach der elektrophoretischen Auftrennung aus dem Gel

zurlickzugewinnen, wurde eine Elektroelutionsmethode (modifiziert nach Davis et a, 1986)

verwendet. Unter UV-Licht wurde die interessierende Bande aus dem Gel geschnitten, das

Gelstiick mit 1 x TBE in enen Diayseschlauch (Sigma) uUberfuhrt und in einer
Elektrophoresewanne bel 4°C mit 100 mA aus dem Gel eluiert. Nach 90 min wurde die DNA

mittels Ethanolfalung (2.3.1) isoliert.

2.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Die Sequenzanalyse von rekombinanter Plasmid-DNA erfolgte nach der von Sanger et al.
(1977) entwickelten Didesoxymethode. Dabei synthetisiert eine DNA-Polymerase in vitro
an einer einzelstrangigen DNA-Matrize den komplementéren Strang. In Anwesenheit von
2,3 -Didesoxynukleosidtriphosphaten (ddNTPs) kommt es zu Kettenabbriichen, da eine
OH-Gruppe in 3'-Position der Nukleotide fur eine Verlangerung der DNA notwendig ist.
Bel sorgféltiger Wahl des Verhdltnisses zwischen dNTPs und ddNTPs entsteht eine
Mischung aus DNA-Fragmenten jeder moglichen Lange. Die unterschiedlich langen DNA-
Fragmente werden durch den Einbau der mit Foureszenzfarbstoffen versehenen
Didesoxynukleotide markiert. So kénnen Guanin, Cytosin, Adenin und Thymidin in einem

Ansatz sequenziert werden, da jede der vier Basen einen anderen Fuoreszenzfarbstoff
tragt.

2.7.1 Sequenzierreaktion

Fir die Sequenzierreaktionen zur Synthese der unterschiedliche langen, fluoreszierenden
DNA-Fragmente wurde folgender Ansatz verwendet:
Sequenzierreaktion:

Ready Reaction Mix (Perkin Elmer) 8ul
Primer (0,8 pmol/pul) 4ul
DNA (50-500ng) 1yl
Ho0 ad 20ul
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Die vier verschiedenen ddNTPs, die jeweils bei einer anderen Wellenlange fluoreszieren
(ddGTP: 540nm, ddATP: 570nm, ddTTP: 600nm, ddCTP: 630nm), die dNTPs und die
Tag-Polymerase waren in dem Ready-Reaction Mix enthalten. Der Ansatz der
Sequenzresktion wurde kurz gemixt, mit 40 pl Ol (berschichtet und in einem
Thermozykler (Omni Gene HB-TR 3, Hybaid) amplifiziert. Zunéchst wurde die DNA fir 2
min. bel 95°C denaturiert. Anschlief3end wurden 25 Zyklen des folgenden Protokolls
durchgefthrt:

95°C fur 30 sec. (Denaturierung)

50°C fur 40 sec. (Annealing)

60°C fur 4 min. (Elongation)
Da nur ein Primer zugegeben wird, findet bel dieser Sequenzierreaktion nur eine lineare
Vermehrung der DNA-Matrize und nicht wie bei der PCR eine exponentielle
Amplifikation statt.
Das Produkt der Reaktion muf3te mittels einer Gelfiltrationssaule (CentiSep Colum, Perkin
Elmer) von freien fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt werden. Es wurde auf die Saule
pipettiert und far 2 min. bei 2500 rpm zentrifugiert. Die gereinigte DNA wurde
aufgefangen und anschlief3end fur 15 min. in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Das

Pellet wurde in 20 pl Template Suppression Reagent (Perkin EImer) resuspendiert, fir 3
min. bei 95°C denaturiert und in einen ABI PrismTM -Sequenzer (Perkin Elmer) gestellt.

Die Losung wurde von dem Gerdt in eine mit Polymer gefillte Kapillare aufgezogen.
Durch die angelegte Spannung von 12,2 kV wandern die DNA-Fragmente in 5 - 3'-
Richtung durch einen Laserdetektor. Aus der Abfolge der von dem Laserdetektor
bestimmten Farbsignal e errechnete der Sequenzer die Nukleotidabfolge.

2.8 Polymerase — Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-K ettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et a, 1988) ist ein In
vitro-Verfahren zur selektiven Amplifikation von definierten Nukleinsduresequenzen aus
einem Gemisch von Nukleinsdure-Molekilen. Zwei Oligonukleotid-Primer sind erforderlich,
die spezifisch an den kodierenden bzw. an den nicht-kodierenden Strang eines DNA-Stiicks
binden. Die DNA-Matrize wird durch Hitzedenaturierung (94°C) zunéchst in Einzelstrange
aufgeschmol zen. Danach kénnen die Primer, die in groRem molaren Uberschul vorliegen, an

ihre entsprechende Zielsequenz binden (Primer-Annealing, 45-60°C). Ausgehend von diesem
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kurzen doppelstrangigen Bereich wird der fehlende, komplementére Einzelstrang in 5 - 3'-
Richtung synthetisiert (Elongation, 72°C). Nach erneutem Aufschmelzen der DNA und
Primer-Annealing arbeitet die hitzestabile DNA-Polymerase wieder weiter. Mit jedem Zyklus
kommt es im Idealfall zu einer Verdoppelung der DNA und damit in einer Kettenreaktion zu
einer exponentiellen, selektiven Anreicherung der durch die Oligonukleotide flankierten
DNA-Sequenz. Theoretisch entstehen bei n Zyklen 2" amplifizierte Molekiile.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die PCR verwendet, um:

» Gensonden zu erstellen

*  DNA-Sequenzen der Maus zu gewinnen, die bislang nur beim Menschen bekannt waren

* DNA-Fragmente zur Konstruktion von Expressionsvektoren zu gewinnen.

2.8.1 Standardprotokoll

Die PCR fand in eéinem Thermo Cycler (Omni Gene HB-TR3, Hybaid) statt. Als
thermostabile Polymerase wurde die Tag DNA-Polymerase (Boehringer) verwendet. 10 bis 20
ng Plasmid-DNA dienten as Ausgangsmaterial. Der Reaktionsansatz wurde mit Ol
uberschichtet und bei 94 °C fir 5 min. denaturiert. Bis zur Zugabe des Enzymmixes wurde
der Ansatz auf 80 °C gehalten (hot start), dann setzten die Zyklen mit Denaturierung,
Primeranlagerung und Polymerisation ein, wie in Tabelle 2.2 angegeben.

10 x PCR-Puffer: 1 x PCR-Puffer:

TrisyHCI pH 8,3 100 mM 10x PCR-Puffer 10 pl

KCl 500 mM 50 mM MgCl 3l
Reaktionsansatz:

Enzymmix: Primer A (10 pmol/pl) 2,5ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,5 pl Primer B (10 pmol/ul) 2,5 ul

1 x PCR-Puffer 1,0l 1 x PCR-Puffer 55ul

dNTPs (je 1,25 mM, Roth) 8,0ul DNA ca 2 ul
H.O ad 40,5 pl

Phase Initiale Zyklus Nr.1-40 (bzw.1-30) |Verlangerung

Denaturierung (Extension)

Denaturierung 94 °C, 5min. 94 °C, 1 min.

Primer-Anlagerung 45-60 °C, 1 min.

Polymerisation 72 °C, 1-2 min. 72 °C, 5 min.

Tabelle 2.2 Dauer und Temperatur der einzelnen Reaktionsschritte einer
Polymerasekettenreaktion
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2.9 Transformation von Bakterien

2.9.1 Praparation von kompetenten Bakterienzellen

Als kompetente Zellen bezeichnet man bakterielle Zellen, die in der Lage sind, exogene
DNA  aufzunehmen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden E. coli Bakterien durch
Behandlung mit Dimethylsulfoxid (DMSO) kompetent gemacht. 100 ml LB(-)-Medium
wurden mit 1ml einer Ubernachtkultur ausgehend von einer frischen Einzelkolonie von
E.coli XL1-blue beimpft. Sobald eine ODggg von 0,35 bis 0,38 erreicht war, wurde die
Kultur abgekihlt und abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 15ml 1 x TSS

resuspendiert, in Portionen von je 500ul aliquotiert, schockgefroren und bel -80°C

gelagert.

1x TSS (Transformation and Storage Solution):
PEG (Polyethylenglykol) 3350 12,5 ml

1M MgCly 25ml
100% DM SO 25ml
LB-Medium ad 50 ml

2.9.2 Transformation von E. coli

Die Einschleusung von DNA in Bakterienzellen bezeichnet man as Transformation. Bei
geeignetem Selektionsdruck, der sich durch Zugabe von Antibiotika erreichen lat, wird
ein indie Zelle geschleustes Plasmid stabil an die Tochterzellen weitergegeben.

Die kompetenten Bakterienzellen wurden aufgetaut, zu einem Ligationsansatz pipettiert
und zur Aufnahme der DNA auf Eis gestellt. Nach einer Erholungsphase in LB-Medium
bei 37°C wurde die Bakteriensuspension auf Ampicillin-Agarplatten ausplattiert und bel
37°C inkubiert. Die erhatenen Klone konnten mittels Kochschnelltest (2.4.1) auf

Anwesenheit des rekombinanten Plasmids Uberpriift werden.
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2.10 Herstellung ** P-markierter Sonden

Um 2P-markierte DNA-Sonden zu erhalten, wurde das ,, Random primed Labeling” Verfahren
verwendet. Das als Matrize eingesetzte DNA-Fragment stammte aus einer PCR (2.8) oder
einem Restriktionsverdau (2.5). Ein Gemisch aus Zufalls-Hexanukleotiden wurde als
»random“-Primer genutzt (Feinberg & Vogelstein 1983), die an die Matrizen-DNA banden.
An deren 3'-Ende begann die Synthese des komplementédren Stranges durch das Klenow-
Enzym begann. 3P-markiertes dCTP wurde in den Strang eingebaut. Nach Abschlul3 der
Reaktion mufdten Uberschiissige, nicht eingebaute Desoxyribonukleosidtriphosphate durch
Saulenchromatographie Uber eine Nick™ Column (Pharmacia) entfernt werden. Die gereinigte
Probe wurde mit TE-Puffer von der Séule eluiert und ihre spezifische Aktivitét mit Hilfe eines
Szintillationszéhlers bestimmt.

TE-Puffer

1M TrispH 8,0 10 ml
0,5M EDTA pH 8,0 2ml
H.O 1000 mi

2.11 Isolierung und Analyse von RNA aus eukaryontischen Zellen

Beim Arbeiten mit RNA ist darauf zu achten, dass eine Kontamination der RNA-haltigen
Losung mit Ribonukleasen ausgeschlossen wird beziehungsweise dass die Aktivitét der
anwesenden RNasen minimiert wird. RNasen sind sehr stabile Proteine, die selbst Abkochen
unbeschadet Uberstehen. Sie werden aber inaktiviert in  Anwesenheit von z.B.
Guanidiniumisothiocyanat und reduzierenden Agentien wie -Mercaptoethanol (Chirgwin et
a, 1979). Alle verwendeten Glaswaren, Pinzetten, Magnetrihrstdbchen, etc. wurden zur
RNase-Dekontamination fur mindestens finf Stunden bei 250 °C gebacken.

2.11.1 Isolierung von totaler RNA

Die Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben wurde mit der Guanidiumisothiocyanat-
Methode (modifiziert nach Sambrook et al, 1989) isoliert. Frisch prapariertes Gewebe wurde
in flissigem Stickstoff schockgefroren, in einem Warring Blendor zermahlen und mit GTC-

Losung vermischt. Nach Homogenisieren (Ultraturrax) und abzentrifugieren (3500 g, 5 min)
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wurde der Uberstand im Verhdltnis 1:2 vorsichtig auf CsCI-EDTA uberschichtet und 20 h bei
100000 x g und 20°C ultrazentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde anschlief3end
vorsichtig entfernt, das RNA Pellet in 70% Ethanol gewaschen, Phenol-Chloroform extrahiert
(2.3.2), gefédlt und in Wasser aufgenommen. Die Ausbeute lag bei etwa 700 ug RNA pro 2 g
Gewebe.

V erwendete L 6sungen:

GTC-Stocklésung:
4 M Guanidiumisothiocyanat
23 mM Na-Citrat

0,5% N-Laurolylsarcosin

CsCI-EDTA L dsung:
5,7 M CsCl

0,1 M Na-EDTA

pH 7,0 mit NaOH

GTC-L0Osung:

50 ml GTC-Stocklésung
333 pl B-Mercaptoethanol
1,67 ml Antifoam A

2.11.2 Isolierung von Poly (A)-RNA

Fast alle eukaryontischen Messenger-RNA-Molekiile werden nach der Transkription am 3-
Ende polyadenyliert. Diese Poly (A)-Schwanze kdnnen zur Aufreinigung der mRNA aus
Gesamt-RNA benutzt werden, da sie mit Polythymidylsdure Basenpaarbindungen
eingehen. Bel dem verwendeten Poly (A) Quick mRNA-Isolation Kit (Stratagene) wird
dieses Prinzip Uber eine Saulenchromatographie mit Oligo (dT)-Cellulose verwirklicht.

Nach Bindung der Poly(A)-RNA an die Oligo (dT)-Reste der Saule wurden Verunreinigungen
durch mehrere Waschschritte entfernt. Die Boten-RNA wurde eluiert, gefélt, in RNase-
frelem Wasser gel6st und bei -80 °C aufbewahrt. Die Ausbeute betrug circa 5 % der Gesamt-
RNA.
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2.11.3 Gelelektrophor ese von RNA

Es wurden zwei Methoden angewandt, um RNA elektrophoretisch aufzutrennen. In beiden
Fdlen lag die RNA vollstandig denaturiert vor. 1.) Bei Northern-Blot-Analysen wurde die
RNA fir eine Stunde bel 50 °C in Denaturierungslésung inkubiert und Uber ein 1 %iges
Agarosegel bei 60 V und 4 °C aufgetrennt.

2x Denaturierungslsung: 10x Phosphatpuffer (pH 7,0):
40 % Glyoxal (deionisiert) 100 pl 1 M NaH,PO, 39 mi
100 % Dimethylsulfoxid 400 pl 1 M NaHPO, 61 ml

10x Phosphatpuffer (pH 7,0) 10 ul

2.) Um die Qualitdt von aus Gewebe frisch isolierter RNA oder in vitro transkribierten RNA-
Fragmenten (2.12.2) zu begutachten, wurde die Elektrophorese auf 1 bzw. 3 %igen
Agarosegelen in Anwesenheit von Methyl-Quecksilberhydroxid durchgeftihrt.

2x Auftragspuffer: 10x Laufpuffer:

Methyl- 25yl Borsaure 500 mM
Quecksilberhydroxid

10x Laufpuffer 100 pl Natriumborat 50 mM
100 % Glycerol 200 pl - Natriumsulfat 100 mM
2 % Bromphenolblau (w/v) 100 pl

H.O ad 1000 pl

Die RNA-Molekile wurden mit Ethidiumbromid unter UV-Durchleuchtung sichtbar gemacht
und photographiert. Als Molekulargewichtsstandard diente die RNA-Ladder-Lésung von
Gibco-BRL mit folgenden Fragmenten (in kb): 0,24; 1,35; 2,37; 4,40; 7,46 und 9,49.

2.11.4 Northern —Blot-Analyse

Mit der Northern-Blot-Analye kénnen RNA-Transkripte in einem Gewebe nachgewiesen
und ihre Grof3e bestimmt werden. Poly (A)-RNA wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt
und anschlieffend aus dem Gel auf eine  Nylonmembran (Hybond-N, Amersham)
Ubertragen.

Hierzu wurde das Gel auf einen mit 20 x SSC getrankten Schwamm gelegt und mit
entsprechend zugeschnittener Nylonmembran bedeckt. Ein Stapel mit Saugpapier sorgt fur
die Kapillarkréfte, die den SSC-Puffer durch das Gel nach oben ziehen. Dabel wandern die
Nukleinsaure-Molektle mit und bleiben in der Filtermembran hangen. Der Transferprozef}
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wurde nach 15 - 18 Stunden abgebrochen, der Filter mit UV-Licht bestrahlt und bel 80 °C fir
2 Stunden gebacken. Nach dieser Behandlung ist die RNA kovalent an die Aminogruppen des
Nylonfilters gebunden.

Hybridisierung:
Die Membran mit der immobilisierten RNA wurde mit Préhybridisierungspuffer in einen
Hybridisierungsbeutel (Gibco-BRL) eingeschweif3t und im Wasserbad fir eine Stunde bei 65
°C und fur eine weitere Stunde bel 42 °C inkubiert. Die Hybridisierung erfolgte bei 42 °C in
der Hybridisierungslésung, die die geeignete ®P-markierte Sonde (2.10) enthielt (5x10°
cpm/ml). 15 bis 18 Stunden spéer wurde in folgenden Waschschritten unspezifisch
gebundene und Uberschiissige Sonde von der Membran entfernt:

2x5min. in 2x SSC, 0,1 % SDS-Ldsung bei Raumtemperatur,

2x 10 min. in 1x SSC, 0,1 % SDS-L6sung bel Raumtemperatur,

2x 15min.in0,1x SSC, 0,1 % SDS-Ldsung bel 42 °C.
Auf den Filter wurde ein Film (Hyperfilm, Amersham) aufgelegt und zwischen zwel
signalverstarkenden Folien in einer Kassette fur 3 bis 7 Tage bel -80 °C gelagert. Nach der
Entwicklung des Films war dort, wo die Sonde mit der gesuchten, komplementéaren RNA
hybridisiert hatte, eine schwarze Bande erkennbar. Die Grof3e der RNA lield sich anhand des
Molekulargewichtsstandards im Gel und der Laufstrecken errechnen. Der Filter konnte nach
zwel viertelstiindigen Waschschritten (zur Entfernung der gebundenen Sonde) mit 0,1x SSC,
0,1% SDS-L6sung bel 95 °C erneut zur Hybridisierung eingesetzt werden (,, strippen®).

Prahybridisierungslésung 5x PE-L 6sung
5x PE 2,0 ml Natriumpyrophosphat 1g
20x SSC 2,5ml SDS 109
100 % Formamid (deionisiert) 50ml Polyvinylpyrrolidon (40.000) 20
ssDNA (10 mg/ml, Gibco-BRL) 150 pl Ficoll (400.000) 29
H>O ad 10 ml 1M TrispH 7,5 50 ml
05M EDTA 10ml
Hybridisierungslésung H.O ad circa 150 ml
5x PE 1,0ml - bei 65 °C in etwa 30 min. 16sen,
20x SSC 1,25 ml - auf 37 °C abkihlen,
100 % Formamid (deionisiert) 2,5ml + 5% BSA (frisch!) 40 ml
ssDNA (10 mg/ml) 75 ul + H,O ad 200 ml
Sonde [5x10° cpm/ml x 5 ml] sterilfiltrieren und bei -20 °C lagern
H.O ad5ml

Die Hybridisierungsldsungen mufiten vor ihrer Verwendung 10 min. lang im kochenden

Wasserbad erhitzt werden, um die DNA zu denaturieren.
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2.11.5 Dot — Blot — Analyse

Fur manche Fragestellungen bietet es sich an, RNA-Proben an eine Membran zu binden, ohne
zuerst deren Komponenten in einer Elektrophorese aufzutrennen. Man macht dies, indem man
mit einer speziellen Apperatur RNA in Form eines kleinen Punktes auf die Membran
pipettiert (Katafos et al, 1979). Solche Dot-Blots stellen eine schnelle Methode zur
Untersuchung einer grof3en Zahl von RNA-Proben auf bestimmte RNA-Spezies dar. Bei dem
verwendeten kommerziellen Dot-Blot (Clontech) ist die Stérke der Hybridisierung ein recht
gutes Mal3 fur die Haufigkeit der mRNA in jedem aufgetragenen Zelltyp, da die RNA Menge
der einzelnen Dots anhand einiger ubiquitér exprimierter ,, Housekeeper-Gene standardisiert
wurde. Die Bereitung der Sonde und Hybridisierung des Dot-Blots verlief exakt wie beim
Northern-Blotting (2.11.4)

2.12 In — Situ — Hybridisierung

Wenn die Methoden der Nukleinsaure-Hybridisierung direkt an einem Gewebeschnitt
angewandt werden, um Messenger-RNA Molekile im Gewebe (,,in situ”) nachzuweisen und
zu lokalisieren, spricht man von In situ-Hybridisierung.

Eine 200-300 bp lange DNA-Sequenz, die einem Abschnitt der zu untersuchenden mRNA
entspricht, wurde in einen Transkriptionsvektor kloniert (pAL 1). Nach Linearisierung des
Plasmids (durch BamHI bzw. Asp718) wird durch DNA-abhangige RNA-Polymerasen, die
ihren jeweiligen Promotor erkennen, cRNA synthetisiert. Je nach Orientierung entsteht der
~Antisense”-Gegenstrang, der komplementédr zur Boten-RNA ist, oder der , Sense”-cRNA-
Einzelstrang. Durch Einbau von *S-UTP werden die RNA-Gensonden radioaktiv markiert.
Nach Zugabe der Gensonden auf vorbehandelte Gewebeschnitte bildet die Antisenseprobe ein
stabiles MRNA/cRNA-Hybrid mit der Boten-RNA im Gewebe aus. RNase A baut spezifisch
einzelstrangige RNA ab, nicht aber das doppel strangige Hybrid. Durch Autoradiographie wird
die Hybridisierung sichtbar gemacht.
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2.12.1 Verwendete L 6sungen

10x PBS

NaCl 809
KCl 29
NaHPO, (wasserfrei) 6,29
KHoPO,4 2 g
H.O ad 1000 ml
pH 7,4

0,5M EDTA, pH 8,0

N&EDTA*2 H,0O 186,1 g
H.O ad1000 ml

mit 5 M NaOH auf pH 8,0 einstellen

5x RNase A-Puffer

5M NaCl 250 ml
1M TrispH 8,0 25 ml
0,5M EDTA pH8,0 5mi
H.O ad 500 ml

Alle oben genannten Losungen wurden RNase-frei hergestellt und durch Autoklavieren

sterilisiert.
1M DTT
Dithiothreitol (ICN) 159
3 M NaAcetat pH 5,2 33 ul
H>O ad 10 ml

sterilfiltrieren und aliquotiert bel -20 °C
lagern

50 % Dextran

Dextransulfat (M G=5x10°) 1259
H,O ca 12 ml
3 hbe 68 °C losen

H,O ad 25 ml
bei -20 °C lagern

Formamid (deionisiert)
lonenaustauscherharz (BioRad) ca. 5g
Formamid ca. 45 ml
bei 4 °C lagern

1M TRIS
Tris-Base 1219
H.O ad 1000 ml

pH mit HCl conc auf 8,0 bzw. 7,5 einstellen

5x Protease-Puffer

1M TrispH 8,0 250 ml
0,5M EDTA pH8,0 25 ml
H2O ad 500 ml
3 M Natriumacetat, pH 5,2

Natriumacetat* 3 H,0 40,8 g
H.O ad 100 ml

mit Eisessig auf pH 5,2 einstellen

Box-Puffer

Formamid 50 ml
20x SSC 20 ml
H,O ad 100 ml
4% PFA

Paraformal dehyd 69
10x PBS 15ml
H,O ad 150 ml

bei 60 °C |6sen, auf 4 °C abkihlen
frisch zubereiten
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2.12.2 In-Vitro—Transkription

Fur jede cRNA-Sonde wurden jeweils 12 pg der entsprechenden Plasmid-DNA mit BamHI
und mit Asp718 in zwel getrennten Ansdtzen linearisiert und nach Phenol/Chloroform-
Reinigung (2.3.2) gefdlt, in 11 pl H,O gelést und bei -20°C gelagert. Die In vitro-
Transkription wurde mit jeder Probe einmal ,kalt* getestet, d.h. die Reaktion wurde ohne
radioaktiv markierte Substanzen durchgefiihrt und die RNA-Produkte gelelektrophoretisch
untersucht. Die T7-RNA-Polymerase synthetisiert in diesem System einen RNA-Strang, der
komplementar zur entsprechenden Messanger-RNA ist, die sogenannte Antisense-Probe. Die
T3-Polymerase synthetisiert den Gegenstrang, der nicht komplementdr sondern identisch mit
der entsprechenden Boten-RNA ist, die sogenannte Sense-Probe. Nach der In vitro-
Transkription wurde die DNA-Matrize von DNase abgebaut und der Ansatz
chromatographisch (Nick™ Column, Pharmacia) aufgetrennt. Von den Fraktionen 1 bis 5
wurden jeweils 5 pl in ein Plastikgefan pipettiert, 5 ml Szintillationsfllissigkeit zugegeben und
die Aktivitdt im Szintillationsz&hler gemessen. Die radioaktiv markierte Gensonde befand
sich in Fraktion 2. Sie wurde zur besseren Stabilitdt in Hybridisierungsldsung auf eine
Konzentration von 1x10° dpm/ml verdinnt. Das notwendige Endvolumen des

Hybridisierungspuffers wurde folgendermal3en berechnet:

390 pul (Probenvolumen) x cpm/ul (gemessen) x 1,4 dpm/cpm (Effizienzfaktor)
ml (Hybr.-Puffer) = [T

1 x 10" dpm/ml (gewiinschte K onzentration)

RNase-freie Transfer-RNA (Boehringer) wurde hinzugefiigt, um unspezifische Bindung und
Hintergrundsignal zu vermindern. Dithiothreitol diente als Antioxidans der Stabilitdt des
Schwefel-35.

2.12.3 Protokoll fir dieln —Situ —Hybridisierung

Das Protokoll fr die In situ-Hybridisierung wurde in etwas abgednderter Form von Simmons
et a. (1989) Ubernommen.

» Getrocknete, fixierte Gewebeschnitte (2.13) wurden fur 15 min. mit 2 pg/pl Proteinase
K in 1x Proteasepuffer vorbehandelt.
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» Waschgang: 5 min. in 0,5x SSC

* Um unspezifische Bindung der Sonde an den Schnitten zu vermeiden, wurde das
Gewebe acetyliert:

-3min.in 0,1 M TEA (Triethylammoniumacetat) pH 8,0 inkubieren.

- 10 min. in 0,25 %iger Essigsaureanhydridiosung in 0,1 M TEA

- 2 Waschschritte: je 2 min. in 2x SSC

» Entwasserung der Schnitte:

-je3 min. in 50 %, 70 %, 95 %, 100 % Ethanol

- 5 min. lufttrocknen

- 30 min. vakuumtrocknen

» Préhybridisierung:

Die Objekttrager (OT) wurden in einer dicht verschlief3baren Kammer waagrecht auf ein

Gitter gelegt und die Gewebeschnitte mit der dickflUssigen Hybridisierungsl 6sung
bedeckt, die aus 8 Teilen 1,25x Hybridisierungspuffer, 1 Teil 1 M DTT und 1 Teil
Wasser bestand. Um ein feuchtes Milieu in der Box aufrechtzuerhalten und damit ein
Antrocknen der Hybridisierungsldsung zu verhindern, wurde Saugpapier auf den
Gefalzboden gelegt und mit Boxpuffer getrankt. Die Prahybridisierung erfolgte fur zwei
Stunden bei 42°C.
Sense- und Antisense-Probe (mit 1x10” dpm/ml Hybridisierungspuffer) wurden 10 min.
lang im 65 °C-Wasserbad erhitzt und nach Zugabe von 80 pl 1 M DTT auf 1 ml
Probenlsung zentrifugiert (2 min. 2000 rpm). 30 bis 100 pl Antisense- bzw. Sense-
Probe wurden auf die prahybridisierten Schnitte pipettiert, die man danach bei 55 °C fir
etwa 16 Stunden im Ofen inkubierte.

» Die Objekttrdger wurden am nachsten Tag von unspezifisch gebundener Probe befreit.
Um den im RNA/RNA-Hybrid gebundenen Schwefel-35 zu stabilisieren, enthielten die
Waschlosungen 1 mM DTT und 1 mM EDTA pH 8,0. Die mit Sense- und Antisense-
Probe hybridisierten Schnitte wurden vallig gleich behandelt:

- 2 Waschschritte: je 10 min. in 2x SSC
- RNase A-Verdau: 30 min. in 20 pg/pl RNase A in 1x RNase-Puffer
RNase A baut spezifisch einzelstrangige RNA ab, RNA/RNA-Hybride werden nicht
verdaut
- 2 Waschschritte: je 10 min. in 2x SSC
- 2 Waschschritte: je 1 Stunde in 0,1x SSC bel 60 bis 70 °C
- 3 Waschschritte: je 10 min. in 0,5x SSC
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- Entwassern:

* je3 min. in 50 %, 70 %, 95 %, 100 % Ethanol

* 5 min. lufttrocknen

* 30 min. vakuumtrocknen

Die vedinnten Ethanollésungen enthielten jeweils 2,3 % Ammoniumacetat, um das

RNA/RNA-Hybrid zu stabilisieren.
Die trockenen Objekttrager wurden auf Karton geklebt und ein Film (Kodak BioMax MR)
aufgelegt. Nach 6 bis 20 Tagen Exposition bei 4 °C wurde der Film entwickelt.

2.12.4 Filmemulsion

Ob in einem Gewebe eine In situ-Hybridisierung stattgefunden hat, konnte anhand des
exponierten Filmes geklart werden. Um die Lokalisation der hybridisierten mRNA aber auf
zellulérer Ebene bestimmen zu konnen, war eine Mikroautoradiographie notwendig. Die
Objekttrager mit den markierten Gewebeschnitten mufdten mit einer Filmemulsion tberzogen
werden, die nach Exposition fur 7-10 Wochen entwickelt wurde. Unter dem Lichtmikroskop
konnten das Gewebe und die dartiber liegenden Silberkdrner, die dem radioaktiven Signal
entsprechen, untersucht werden.
Die folgenden Arbeitsschritte wurden in einer Dunkelkammer durchgefihrt:
* DieFilmemulsion Kodak NTB-2 (Kodak) wurde im 42°C Wasserbad aufgeschmolzen.
* Die von Staubkornern befreiten Objekttrdger wurden nacheinander in die Emulsion
getaucht, langsam herausgezogen und senkrecht in einen Metallsténder gestellt.
* Die Objekttrager wurden nach dem Trocknen der Emulsion in einer lichtdichten Box mit
viel Trockenmittel (Silicagel) fur etwa 8 Wochen bei 4°C gelagert.

Entwicklung der Filmemulsion:
Die Entwicklerldsung (Kodak Developer D1-19) mufdte mit Wasser 1:1 verdinnt werden.
Anschlief3end wurden Entwickler und Fixiererlésung (Kodak Fixer) filtriert und auf 15°C
temperiert. Der Entwicklungsvorgang wurde folgendermal3en durchgefhrt:

* 4 mininden Entwickler

* 10sec. in Wasser,

e 5min.inden Fixierer,

5 min. in Wasser.
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2.12.5 Histologische Farbungen

Um die Morphologie der Gewebeschnitte untersuchen zu konnen, wurden sie nach der
Entwicklung der Filmemulsion geféarbt. Gehirnschnitte wurden leicht mit Toluidinblau
eingefarbt, das sowohl Kerne as auch Zytoplasma blau darstellt. Alle anderen Gewebearten
wurden mit Hamatoxylin/Eosin (HE) behandelt. Hier férben sich die Kerne blauviolett und
das Zytoplasma rosa. Nach der Farbung wurden die Gewebeschnitte mit DePeX-Harz (Serva)
und Deckgl&schen bedeckt.

HE-Farbung: Toluidinblaufarbung:

 OT fur 15 sec. in die Hamatoxylinl 6sung « OT fur 10-30 min. in die
Toluidinblaul 6sung

* 2x2 min. in H,O » 3xinHy0O tauchen

* 5sec. in 0,1 % Ammoniaklsung (frisch!) * in 30 % Ethanol nach Bedarf entfarben

e 2x2min. in H,0 * trocknen lassen

* fUr 15 sec. in die Eosinl6sung o 22 min. in Xylol

* 8x in 95 % Ethanol tauchen
* 8x in 100 % Ethanol tauchen
e 2min. in 100 % Ethanol

e 2x2 min. in Xylol

Hamatoxylin-L sung nach Harris (Sigma): Toluidinblau-L ésung:
Hamatoxylin 7549/l Toluidinblau (Sigma) 10 g/l

Eosin-L 6sung:

EosinY 6,09
Phloxine B 159
70 % Ethanol ad 250 ml

2.12.6 Mikroskopie und Photographie

Die angeféarbten Gewebeschnitte wurden mit einem Zeiss Axioskop im Hell- und Dunkelfeld
untersucht. Photographien wurden von 100-, 200- und 400-fachen Vergrof3erungen mit einer
Contax 167 MT-Kamera aufgenommen. Als Schwarz-Weil3-Negativfilm wurde Kodak 5052
TMX, 100 Asa verwendet.
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2.13 Organpréaparation fur die In — situ — Hybridisierung

Samtliche fur die In-situ-Hybridiserung verwendeten Gewebe stammten von adulten,
mannlichen Balb/C-Mausen. Um die Blutgerinnung zu hemmen, wurden den Tieren 300 I.E.
Heparin intraperitonea injiziert; nach 1 Stunde konnten die Méause mittels Genickbruch

getotet werden.

Mikrodissektion und Einbetten des Sinusknotens:

Das Herz wurde mit den grofen GefélRen entfernt und umgehend in auf 37°C temperierte
Tyrode-L&sung gegeben. Ein kleines Gewebsstiick (~ 1 mm?) vom Ubergang der Vena cava
superior in den rechten Vorhof, das den Sinusknoten enthielt, wurde unter einem
Stereomikroskop (Zeiss) exzidiert. Der isolierte Sinusknoten kontrahierte in Tyrode-L6sung
weiterhin spontan. Das Gewebsstlickchen wurde fur 4 Stunden bei 4°C in 4%
Paraformaldehydltsung fixiert und in einer Ethanolreihe Uber 8 Stunden dehydriert. Als
Ubergangsmedium fand Toluol Verwendung, das Préparat wurde in Paraffin (Paraplast X-
Tra, Sigma) eingebettet, mittels eines Rotationsmikrotoms (Microm HM 335 E) mit 10um
Dicke geschnitten und auf Objekttréger (Superfrost plus, Menzel Gléaser) aufgezogen. Nach
dreistiindigem Backen (60°C) konnten die Schnitte unbegrenzt bei Raumtemperatur unter

trockenen Bedingungen gelagert werden.

Praparation von Spinalganglien:

Lumbale Spinalganglien wurden wie folgt prapariert: Nach sorgfétigem Entfernen der
Rickenmuskulatur konnte der Durasack mittels dorsaler Laminektomie unter Sicht
(Stereomikroskop, Zeiss) intakt freigelegt und erdffnet werden. Die Cauda equina wurde
durchtrennt und die Spinalganglien an den Spinawurzeln herausgenommen. Das welitere

Vorgehen zur Fixierung des Gewebes entsprach dem beim Sinusknoten.

Dissektion und Aufbereitung von Auge und Gehirn:

Die Organe wurden entnommen und in Isopentan, das in einer Trockeneis-Ethanol-Mischung
gekult war, zlgig eingefroren. In einem Cryostaten (Leica, Jung CM 3000) wurden bel —20°C
16 pm dicke Scheiben von den Geweben geschnitten und auf Polylysin-beschichtete
Objekttrager (Polysine, Menzel Glaser) aufgeschmolzen. Nach zwanzigminUtigem Fixieren in
4% Paraformaldehyd und aufsteigender Ethanolreihe konnten die Schnitte in 95% Ethanol bei
4°C gelagert werden.
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Tyrode-L 6sung

137 mM NaCl

5,4 mM KCl

0,5 mM MgCl,

1,8 mM CaCl,

11,8 mM Na-HEPES
10 mM Glucose
pH7,4

2.14 Kultur eukaryontischer Zellen

2.14.1 Verwendete Zdlinie

Fur die Expression in eukaryontischen Zellen wurde die permanente Zellinie HEK 293
(ATCC® Nr. CRL 1573, Graham et a. 1977) verwendet. HEK 293 Zellen sind menschliche
embryonale Nierenzellen (human embryonic kidney cells = HEK), die stabil den humanen

Adenovirus Typ 5 in ihrem Genom tragen.

2.14.2 Nahr medium

Um Zellen in vitro zu kultivieren, muf3 man die Kulturbedingungen den in vivo herrschenden
Bedingungen so weit wie moglich angleichen.

Minimum essential medium (MEM-Medium):

Das MEM-Medium ist sehr gut fir das Wachstum von Saugerzellen geeignet, da es
Aminosauren, Vitamine, Glucose und Mineralien (Eagle 1959) enthalt, und wird bei vielen

etablierten Ze linien und Primérzellen verwendet.

H,0 (autoklaviert) 435 ml
7,4 % NaHCO; (sterilfiltriert) 15ml
200 mM L-Glutamin (sterilfiltriert) 5mi
10x MEM (Biochrom) 50 ml
Fotales Kéberserum (FCS) 50 mi
Antibiotika (Penicillin/Streptomycin) 5ml

Das komplette Kulturmedium ist in dieser Form bei 4°C etwa 2 Wochen haltbar.
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Dem Medium wurde 10 % Kdberserum (FCS, Biochrom) zugesetzt , um die Versorgung mit
bestimmten Wachstumsfaktoren, Hormonen, Anheftungsfaktoren u.a. zu gewdahrleisten. Um
das Wachstum von Bakterien in den Zellkulturen zu unterdriicken, wurde dem Medium eine
Mischung von Penicillin G und Streptomycin (Biochrom, Aufbewahrung: portioniert bei -20
°C) mit der Endkonzentration von 100 U/ml Penicillin G und 100 pg/ml Streptomycin
zugesetzt.

2.14.4 Kultur

HEK 293 Zellen wachsen in adhéarenten Kulturen, sogenannten Monolayern, angeheftet an

Plastik-Kulturgeféal3e aus Polystyrol (Costar). Die Zellen wurden in Brutschranken bei 37 °C
und einem CO,-Gehalt der Luft von 6 %, zur Konstanthaltung des pH-Wertes des Mediums,

kultiviert.

L 6sungen:
PBS:
NaCl 40,09
KCl 10g
NaHPO,* 12 H,O 145¢
KH2PO4 1,2 g
H,O ad 5000 ml

auf pH 7,4 einstellen, autoklavieren.

Trypsin/EDTA:

Stammldsung: 0,5 % Trypsin/ 0,2 % EDTA mit PBS 1:10 verdinnen,
— 0,05 % Trypsin/ 0,02 % EDTA

bei -20 °C lagern

Einfriermedium:
MEM/FCS (ohne Antibiotika) 90 %
DMSO 10%
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Aussden, Passagieren und Ernten von Zellen:

Etwa ale 4 Wochen wurde ein frischer Gefrierstock mit HEK 293 Zellen aufgetaut und in
eine Kulturflasche mit vorgelegtem Medium ausgesat. Wenn die Kulturgefalze konfluent
bewachsen waren, war es notig, die Zellen in ein neues Gefald umzusetzen und dabei zu
verdunnen. Alle notwendigen Lésungen wurden auf 37 °C vorgewdrmt. Nach dem Absaugen
des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und durch kurze Behandlung mit
Trypsin von der Gefal3wand geldst. Nach Trypsin-Inaktivierung durch Zugabe von Medium
wurden die Zellen gut resuspendiert und je nach Verwendungszweck weiterverarbeitet: 1.)
Die Zellen wurden bei 1000xg zentrifugiert und mit Einfriermedium as Gefrierstock
eingefroren. 2.) Zum Passagieren der Zellen wurde etwa 1/10 der Zellsuspension in ein neues
Kulturgefald Gberfihrt und mit frischem Medium versetzt. 3.) Von den in ein Rohrchen
Uberflhrten Zellen wurde die Zellzahl pro ml Suspension im Hamozytometer nach Neubauer

bestimmt. Die Zellen konnten daraufhin fr eine Transfektion ausgesét werden.

2.14.3 Transfektion von eukaryontischen Zellen

Beim Einschleusen von Fremd-DNA in eukaryontische Zellen spricht man von Transfektion.
Bei einer transienten Transfektion wird die zirkulére Fremd-DNA unabhéngig vom Genom
der Wirtszelle (episomal) transkribiert, allerdings sind die eingeschleusten Gene nur

voriibergehend aktiv und gehen im Verlauf weiterer Zellteilungen wieder verloren.

Calciumphosphat-M ethode:

Zur Expression von HCN Kanalproteinen in HEK 293 Zellen wurde die Calciumphosphat-
Transfektionsmethode nach Graham und van der Eb (1973) angewandt. Der nach Ishiura et al.
(1982) modifizierte Puffer fuhrt zur Bildung eines Calciumphosphat-DNA-Prézipitates.
Dieser feinkdrnige Niederschlag setzt sich auf den Zellen ab und wird von ihnen durch

Endocytose aufgenommen.
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Verwendete Losungen:

BBS: (2x BES-buffered solution)

50 mM N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsdure (BES, Sigma)
280 mM NaCl

1,5 mM NaHPO,4 pH 6,95

800 ml H,O zugeben und pH 6,95 mit NaOH einstellen

ad 1000 ml H,O

Sterilfiltrieren, aliquotieren und bei -20°C lagern.

CaCl,-L 6sung:
2,5 M wasserige, sterilfiltrierte CaCl,-(Sigma) Losung, Aufbewahrung bei -20°C.

Transfektionsmix fiir 3 x 175 cm? K ultur flaschen:
2,5M CaCl,-L6sung 500 pl

Plasmid-DNS 300 ug

H.O ad 10000 pl

BBS 5000 pl
Durchfihrung:

« Jeetwa 3 x 10° HEK 293 Zellen wurden in drei 175 cm? Kulturflaschen ausgesét und im
Brutschrank (37 °C, 6 % CO,) inkubiert.

* Nach 36 h wurden die Zellen transfiziert. Dazu wurde der Transfektionsmix nach dem
Mischen fur 20 min. bei RT inkubiert.

 Danach wurde je 1/3 der Losung tropfenwelse auf die Zellen gegeben und diese fir 16-18
h bei 3% CO, und 35 °C im Brutschrank inkubiert.

* Die Zélen wurden zweimal mit PBS gewaschen und je 30 ml frisches Medium
Zugegeben.

* 36-72 h nach der Transfektion konnten die Zellen geerntet werden, da nach dieser Zeit

etwa 5-30 % der Zellen das transfizierte Protein exprimieren.
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2.15 Isolierung und Charakterisierung von Proteinen

2.15.1 Aufreinigung spezifischer Peptidantikor per

Von der Firma Gramsch wurde Immunserum aus Kaninchen gegen die carboxyterminal im
Kanal gelegenen Peptide pHCN2 (NH,-CWAAVQRESPSVLNTDPDAE-COOH) und
pHCN4 (NH2-TAAPQREPGARSEPVRSK-COOH) bezogen. Zur Aufreinigung von
spezifischen Antikdrpern aus dem Serum wurden die reduzierten Peptide an SulfoLink-
Sepharose (Pierce) gekoppelt, daraus eine Séule erstellt und 3 ml des Immunserums verdiinnt
in PB, 0,5 M NaCl be 4°C 16 h Uber diese Saule zirkuliert. Der gebundene Antikorper
konnte mit 5 M MgCl, von der Saule eluiert werden, wurde Uber Ultrafiltration (Amicon-G
30) aufkonzentriert und in Aliquots bei —80°C gelagert.

Die Peptidantikorper konnten in einer Verdinnung von 1:300 fur Westernblots eingesetzt
werden. Ein kommerziell gefertigter monoklonaler Maus-Antikérper (Invitrogen) gegen das
Myc-Tagpeptid (NH2-EQKLISEEDL-COOH) wurde ebenfalls im Rahmen dieser Arbeit

verwendet.

PB, 0,5M NaCl
500 ml PBS
10,2 g NaCl

2.15.2 Membranpr aper ation

lonenkandle werden vorrangig in der Zellmembran und den Membranen intrazellularer
Kompartimente exprimiert. Durch Differentialzentrifugation ist es moglich, diese sogenannte
Mikrosomenfraktion von den restlichen Zellbestandteilen zu trennen. Da Kanalproteine sehr
schnell von Proteasen angegriffen und gespalten werden, wurden alle Arbeitsschritte bei 4°C

durchgefiihrt und den verwendeten L 6sungen verschiedene Proteaseinhibitoren hinzugefugt.

Proteaseinhibitoren:
Die Proteaseinhibitoren wurden bei —20°C gelagert, erst kurz vor Gebrauch den Ldsungen
zugesetzt und dabei auf 1/1000 verdinnt.

1 mg/ml Leupeptin (Calbiochem) in 50% Ethanol
1 mM Pepstatin A (Calbiochem) in 50% Ethanol
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1 mg/ml Antipain (Calbiochem) in 50% Ethanol
100 mM PM SF (Fluka) in 100% Ethanol

1M 1,10-Phenanthrolin (Fluka) in 100% Ethanol
1M Benzamidin (Sigma) in H,O

Mikrosomenpuffer

50 mM Tris, pH 7,5

5mM EDTA

ad 500 ml H,0 ; autoklavieren

Puffer A

20 mM MOPS
300 mM Sucrose
2mM EDTA

ad 500 ml H,Opidest

3,0M KCI
3MKCl
ad 30 ml H»0

Pr&peration von Membranproteinen aus HEK 293 Zellen:

Die bei —80°gelagerten Zellpellets aus drei 175 mm? Kulturflaschen wurden auf Eis in
Mikrosomenpuffer ~ mit  Proteaseinhibitoren  aufgenommen. In einem  Glas
Teflonhomogenisator (,, Potter*) wurde die Zellsuspension mit 10 Hiben homogenisiert, 15
Minuten bei 1800 x g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Pellet der gleichen
Prozedur nochmals unterzogen. Die beiden Uberstande wurden vereinigt, die
Mikrosomenfraktion durch Ultrazentrifugation abgetrennt (45 min, 100000 x g, 4°C), in 100
ul Mikrosomenpuffer aufgenommen, mit einem 1 ml Potter homogenisiert und in Aliquots
bei —80°C gelagert.

Membranpraper ation aus Maus-Gehirn:
2,5 g des Gewebes wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und in einem Warring-
Blendor zu feinem Pulver zermahlen. Nach Zugabe von 20 ml Mikrosomenpuffer mit den

Proteaseinhibitoren wurde die Préperation durch Scheren im Ultraturrax und 5 Hibe mit
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einem Potter homogenisiert und 10 Minuten bei 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
aufbewahrt, das Pellet in Puffer A aufgenommen und erneut extrahiert. Die vereinigten
Uberstande wurden mit final 0,6 M KCl vermengt (um Zytoskelettproteine in Losung zu
halten) und bei 100000 x g 40 Minuten lang zentrifugiert. Das Pellet wurde in 400 ul Puffer A
resuspendiert, aliquotiert und bei —-80°C gelagert.

2.15.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mit der BCA-Methode

Es handelte sich hierbel um eine spektrophotometrische Methode zur Bestimmung von
Proteinkonzentrationen (Smith et a, 1985), die eine Modifikation des von Lowry 1951
beschriebenen Prinzips darstellt. Dabei werden Metalionen in alkalischer Lésung durch
Proteine reduziert; aus zwelwertigen entstehen einwertige Kupferionen, die mit einem
spezifischen Reagenz, der 2,2'-Bis(chinolin-4-carbonsaure)(BCA) einen violett geférbten
Komplex bilden. Die Extinktion dieses Komplexes kann bei 540 nm gemessen werden. Dadie
Intensitét der Farbung von Reaktionszeit und Temperatur abhangt, muf3 bei jeder Bestimmung

eine Eichkurve mit Losungen bekannter Konzentration angefertigt werden.

Das (bei Lagerung instabile) BCA Reagenz wurde jewells kurz vor Gebrauch aus dem
Reagenz A und B (Pierce) im Verhédtnis 50 zu 1 angesetzt.

Reagenz A: Reagenz B:
1% 2,2’ -Bis(chinolin-4-carbonsaure)-Nay 4% CuSO4 X H,
0,4% NaOH

2% Na,CO3 x H,0
0,16% Nao-tartrat
0,95% NaHCO3

Standards;
0,5, 1, 2, 3, 4 ug BSA/50ul H20

Die zu erwartenden Proteinkonzentrationen betrugen zwischen 5 mg/ml (HEK Zellen) und 20

mg/ml (Gewebe). Nach Mischen der verdiinnten Proteinl6sungen (1:100 bis 1:300) mit BCA
Reagenz wurde fur 60 min bel 60°C inkubiert und die Farbreaktion tber einen ELISA-Reader
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(Titertek) ausgewertet. Anhand der Werte der Standards lie? sich die gesuchte
Proteinkonzentration berechnen.

2.15.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese

Die denaturierende SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine schnelle und
sensitive Methode zur Auftrennung von Proteinen. Sie wurde im Rahmen dieser Arbeit nach
Lammli (1970) durchgefuhrt. Das Proteingemisch wurde zunéchst unter Zugabe von SDS
gelost, einem Detergens, das die nichtkovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen
zerstort. Durch reduzierende Agenzien (B-Mercaptoethanol oder DTT) wurden
Disulfidoriicken getrennt. Es entsteht ein Komplex aus SDS und denaturiertem Protein,
dessen stark negative Ladung zur Molmasse des Proteins ungeféhr proportional ist. Ein
GroRenstandard (Gibco Benchmark Protein Ladder, 10 — 220 kDa) diente ds
Vergleichsmalistab. Da der Logarithmus der Laufstrecken zur Molmasse der Proteine direkt
proportional ist, lasst sich anhand der Standardproteine die Grofe der unbekannten Proteine
bestimmen.

Es wurde eine Mini-Gel Apperatur der Firma Biorad (Mini Protean Il Cell). Nach der
Elektrophorese wurden die getrennten Proteine spezifisch durch Immunobl ot nachgewiesen.

10 x Laufpuffer: 4 x Probenpuffer:

0,25 M Tris 0,2 M Trig/HCI, pH 6,8
1,92 M Glycin 10% B-Mercaptoethanol
0,1% SDS 5% SDS

pH 8,4 40% Glycerol

0,004% Bromphenolblau (Sigma)
aliquotiert bei —80° gelagert

4 x Sammelgelpuffer : 30% Acrylamid (Roth) :

0,5M Tris 29% Acrylamid

0,4% SDS 1% N,N’ Methylen-bisacrylamid
pH 6,8
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4 x Trenngelpuffer : 7,5% Trenngel :
1,5M Tris 3,75 ml 30% Acrylamid
0,4% SDS 3,75 ml 4 x Trenngel puffer
pH 6,8 7,5ml HO

0,025 ml 20% APS

0,1 ml TEMED

Menge reicht fur zwei Gele

4% Sammelgel:

0,65 ml 30% Acrylamid

1,25 ml 4 x Sammel gelpuffer
3,05 ml H,0

0,0125 ml 20% APS

0,005 ml TEMED

Menge reicht fur 2 Gele

Zur Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele wurden Glasplatten mit 0,75 mm Spacer in die
Gieldvorrichtung eingesetzt, das Trenngel bis 2 cm unter den oberen Rand gegossen und mit
Etanol Uberschichtet. Nach ener Stunde wurde der Ethanol entfernt und Sammelgel
eingefdllt. 10 — 100 pg Mikrosomen wurden mit 4 x Probenpuffer versetzt und 5 min bel
95°C denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte in 1 x Laufpuffer bei 150 V.

2.15.5 Immunologische Detektion durch Wester n-Blot

Die Anwesenheit von HCN2 und HCN4 in den Membranprgparationen sollte spezifisch durch
Westernblot nachgewiesen werden. Dazu wurden die Mikrosomenfraktionen zunéachst durch
SDS-PAGE aufgetrennt und vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Mit Hilfe
der spezifischen Antikérper und einer sensitiven Chemolumineszenzmethode (ECL,
Amersham) konnten native wie auch heterolog exprimierte HCN Kanalproteine auf der
Membran detektiert werden. Zur Sichtbarmachung der gesuchten Proteinbande lésst man
zunéchst den spezifischen Antikdrper daran binden. Dieser wurde mit Hilfe eines zweiten
Anti-Immunglobulin — Antikorpers detektiert, der an ein Enzym (Meerrettich-Peroxidase)
gekoppelt war. Oxidiert diese Peroxidase Luminol, so entsteht ein lichtemittierender,
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angeregter  Ubergangszustand. Die Chemolumineszenz lasst sich mit speziellem Film

(Hyperfilm ECL, Amersham) dokumentieren.

Proteintransfer durch Semidry-blotting mit diskontinuierlichem Puffer system:
Die Proteine wurden zundchst durch ein 7% SDS-PAGE aufgetrennt und wahrenddessen
einige Filterpapiere (Blotting Papier 001, Schleicher und Schill) sowie die
Nitrocellulosemembran (Hybond ECL, Amersham) auf Trenngelgrof3e zugeschnitten und mit
den entsprechenden Puffern getrankt. Anschlief3end wurde der Blot in folgender Reithenfolge
|uftblasenfrei von unten nach oben aufgebaut:

6 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 1

3 Lagen Filterpapier mit Anodenpuffer 2

Membran

SDS-Gel

6 Lagen Filterpapier mit Kathodenpuffer
Der Stapel wurde zwischen Anodenplatte (unten) und Kathodenplatte (oben) plaziert. In der
Transferapperatur (Novablot Elektrophoretik Transfer Kit, LKB) wurde Uber 1 Stunde mit

konstanter Stromstarke von 0,8 mA/cm? Membran geblottet.

I mmunfarbung:

Die Membran wurde Uber Nacht bel 4°C in der Blockierungslésung geschwenkt, um freie
Protein-Bindungsstellen zu blockieren. Nach Waschen mit 1 x TBST musste die Membran
uber 90 Minuten mit dem entsprechend verdinnten priméren Antikorper (in 1 x TBST + 0,1%
BSA) bel Raumtemperatur inkubiert werden, weiteres dreimaliges Waschen in 1 x TBST
folgte. Der Blot wurde mit sekundarem Antikorper (1:7500 in TBST verdinnt) tGber 1 Stunde
auf einer Wippe geschittelt und drei mal mit TBST gewaschen. Zur Sichtbarmachung der
Banden behandelte man die Membran genau 1 Minute lang mit ECL Reagenz (Amersham)
und konnte anschlieffend die Banden durch den Chemolumineszenzeffekt in der

Dunkelkammer mit einem Film detektieren.

Anodenpuffer 1: 10x TBST:
300 mM Tris, pH 10,4 100 mM Tris, pH 8,0
20% Methanol 1,5M NaCl

0,5% Tween 20
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Anodenpuffer 2:
25 mM Tris, pH 10,4
20% Methanol

Kathodenpuffer:

20 mM Tris, pH 7,6

40 mM 6-Aminohexansaure (Roth)
20% Methanol

Blockierungslésung:
5% BSA in 1x TBST
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3 Ergebnisse
3.1 Gewebsexpression von humanem HCN4 (hHCN4)

Da das Expressionsmuster von HCN 4 bis dato nur unvollstandig durch Northern Blot
Untersuchungen bestimmt worden war (Ludwig et al, 1999), wurde ein RNA-Dot-Blot
(2.11.5) mit dem kommerziellen ,Human multiple tissue expression array” (Clontech)
durchgefuhrt, der RNA aus einer Vielzahl von humanen Geweben tragt. In Abbildung 3.1 ist
links das Autoradiogramm des Blots, in der rechten Hélfte ein Schema der getesteten Gewebe
zu sehen. Zur Hybridisierung wurde eine Gensonde, die den Nukleotiden 4513-4910 der
hHCN4 cRNA entsprach, mittels PCR (Primer MOO1F und MOOZ2R, siehe Anhang)
amplifiziert (2.8) und tiber random-primed labeling (2.10) mit **P markiert.

1 2 3 4 5 6 7 8

A whole |amygdala | caudate | cere- |cerebral| frontal- | hippo- | medulla
l 2 3 4 5 6 7 8 brain nucleus | bellum | cortex lobe campus |cblongata

B |occipital | putamen [substantia| temporal | thalamus| nucleus | spinal
Iche rigra leka accumbeus;  cerd
—

&
i
E

L

c | hean aorta | skeletal | colon | bladder | uterus | prostate | stomach
muscle

=)
%

D testis ovary |pancreas|pituitary | adrenal | thyroid | salivary [mammary
gland gland gland gland gland
%

E | kidney liver small | spleen | thymus |peripheral [ lymph bone
intestine leukocyte | node | marrow

F |2ppendix lung trachea |placenta

fetal fetal fetal fetal fetal fetal fetal
brain heart kidney liver spleen | thymus lung

®
>
5
b
*®
(7}

TOTMMOOW>»
% " '

& yeast yeast E. coli Ecoli |PolyrlA)| human human human
H total RNA | tANA rRNA DNA Cot1DNA DNA DNA
\‘!an 100 ng 1 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 100 ng 500 ng

Abbildung 3.1 Dot-blot Untersuchung der Expression von humanem HCNA4. Links ist ein
Autoradiogramm des Blots dargestellt, die Exposition des Films betrug 3 Tage bel —-80°C. Rechts sind
die zu den RNA-Dots korrespondierenden Gewebe abgebil det.

Die HCN4 Sonde zeigte, wie in Abbildung 3.1 zu erkennen, Hybridisierungssignale in Herz
(C1), Thalamus (B5), Testis (D1) und fetalem Herz und Gehirn (G2, G1). Die Signale, die
zum Beispiel Leber (E2) oder Milz (E4) detektiert wurden, stellen unspezifische
Hintergrund-Hybridisierung dar. Im folgenden sollte die Expression der HCN Kandle an der

Maus weiter untersucht werden.

50



Ergebnisse

3.2 Klonierung der carboxyterminalen Region von mHCN4

Wahrend die kompletten cDNAs der HCN Kanal-Subtypen 1 bis 3 bel der Maus (MHCN1-3)
bereits charakterisiert waren (Ludwig et al, 1998), kannte man von mHCN4 bislang nur eine
partielle cDNA-Sequenz. Diese kodierte fir den unter den einzelnen Subtypen hoch-
homologen Kernbereich aus Transmembransegmenten und Cyclonucleotidbindungsdoméane
(Santoro et a, 1998).

Um auch die Sequenz des Carboxyterminus von mHCN4 zu bestimmen, wurde ein P1-
Phagemid, das Teile der genomischen DNA von mHCN4 as Insert enthielt, mit Hilfe der
PCR-Technik (2.8) gescreent (Primer MOO3F, MOO4R, Sequenzen im Anhang). Das
Phagemid war aus einer P1-Phagenbibliothek (Genome Systems) von genomischer Maus-
DNA mit einer 163 Basen langen Sonde aus dem Exon 3 von mHCN4 isoliert worden. Durch
die PCR konnte ein Fragment amplifiziert und subkloniert werden, das Teile des murinen
HCN4 Gens einschlieffdlich des fur das carboxyterminale Ende kodierenden Exons mit
Stopcodon enthielt; dieser Klon wurde anschlief3end auf beiden Stréngen sequenziert (2.7).
Abbildung 3.2 vergleicht die carboxyterminale Region von hHCN4 (Ludwig et a, 1999) und
den korrespondierenden Teil der neu isolierten mMHCN4-Sequenz auf Aminosaureebene, die
Homologie betrug etwa 90% . Die Homologie zu mHCN1-3 war dagegen sehr niedrig; im

Anhang findet sich die komplette Nukleotidsequenz des klonierten Carboxyterminus.

hHCN4 GRPYGAI PGOHVTLPRKTSSGSLPPPLSLFGARATSSGPP 1178
MHCNA  GRPYGAI PGHVTL PRKTSSGSL PPPLSL FGARAASSGGEP

hHCN4 PL. TAGPQREPGARPEPVRSKLPSNL- St op 1203
MHCNA PLTTAAPQREPGARSEPVRSKLPSNL- St op

Abbildung 3.2 Alignment der Aminosauresequenzen der Carboxytermini von humanem und murinen
HCN4. Fehlende Ubereinstimmung ist rot markiert.
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3.2.1 Northern-Analyse

Mit einer Northern-blot-Analyse (2.11.4) sollten die Transkripte von HCN4 in Herz und
Gehirn auch bei der Maus nachgewiesen und ihre Grof3e bestimmt werden. Abbildung 3.3

zeigt die Ergebnisse.
He Br KB
- s 75

Abbildung 3.3 Northern blot mit 10pg Gehirn Poly(a)-RNA (Br) und 10pg mRNA aus Mé&useherzen
(He), hybridisiert mit Sonde A gegen den Carboxyterminus von mHCN4. KB: Kilobasen

Die bei der Northern-Analyse verwendete Sonde A entsprach dem kompletten, in 3.2
charakterisierten carboxyterminalen Ende von mHCN4 und wurde mittels PCR (2.8) mit den
Primern MOO3F und MOO4R erzeugt. Die Hybridisierung mit der radioaktiv markierten
Sonde A zeigte deutlich ein 7,5 kb Transkript in 10 pg Herz-mRNA und in geringerem Mal3e
auch in 10 pg mRNA aus murinem Gehirn. Dieses Expressionsmuster deckt sich mit den
Ergebnissen des Dot-blots fir humanen HCN4 in 3.1, auch hier war eine deutliche Expression
von HCN4 in Herz und Gehirn zu verzeichnen.

Um das Resultat zu bestétigen, wurde ein zweiter Blot angefertigt und eine Hybridisierung
mit einer ,common® Sonde B durchgefihrt, die sowohl HCN2 wie auch HCN4 Transkripte
erkennen sollte. Dazu wurde eine Sonde amplifiziert, die dem kompletten vierten Exon des
MHCN4 Gens entspricht (Primer  MOOS5SF und MOOG6R, Sequenzen siehe Anhang). Da die
Homologie auf Nukleinsaureebene zwischen mHCN2 und mHCN4 in diesem Bereich (der in
der Porenregion des Kanals gelegen ist) Uber 93% betragt, konnte die Sonde Transkripte
beider Gene erkennen (Abbildung 3.4).
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Es zeigte sich wiederum ein 7,5 kb mHCN4 Transkript in Herz und Gehirn, sowie ein
besonders im Gehirn (Abbildung 3.4A,B) sehr starkes Signal bei 3,4 kb. Dieses entspricht
MHCN2 (Ludwig et al, 1998).

Abbildung 3.4 Zweiter Northern-blot, hybridisiert mit Sonde B. (A,B), 10 bzw. 2,5ug Gehirn-mRNA.
(C), 10ug Herz poly(A)-RNA. KB: Kilobasen

3.3 Sonden zur In-situ Hybridisierung

Im néchsten Schritt sollten subtyp-spezifische Gensonden erstellt werden, um HCN
Transkripte auch direkt im Gewebe von Mausen mit Hilfe der In-situ Hybridisierungs-
Technik (2.12) .nachweisen zu kénnen. Jewells ein Fragment der HCN Kanal-Subtypen 1 -4
wurde zur Synthese von cRNA Sonden fur die In-situ Hybridisierungsexperimente mit Hilfe
der PCR-Technik amplifiziert (2.8) und in den Expressionsvektor pAL1 (2.2) kloniert. Dieses
Plasmid stammt von pUC19 ab und enthédlt einen T3 und T7 RNA-Polymerase-Promotor
sowie Schnittstellen fir die Restriktionsenzyme BamHI und Asp718 (Ludwig et al, 1997).
Die Lokalisation der Sonden ist in Abbildung 3.5 gezeigt (die Sonden lagen alle im zwischen
den Kandlen wenig homologen Carboxy- bzw. Aminoterminus und waren daher subtyp-
spezifisch), die verwendeten Primer in Tabelle 3.1.
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Gen Primer Gensonde (aa) Referenz

HCN1 MOO7F 636 bis 722 Ludwig et a, 1998
MOO8R

HCN2 MOQO9F 653 bis 741 Ludwig et a, 1998
MOO10R

HCN3 MOOL11F 131 bis 197 Ludwig et a, 1998
MOOI12R

HCN4 MOO3F 1178 bis 1301(+ 3' | Moosmang et al,
MOO4R untransl ated) 1998

Tabelle 3.1 Primerpaare, die zur Gewinnung der Gensonden verwendet wurden (Sequenzen siehe
Anhang)

2 HPE4BEE HeM:DY @20 | HCN2
]
653-741
100 aa
2 PNHEH4JHEA KD IHCN4
[
1178-1301
. PEEJEGE EOUN | HCN1
[ ]
636-722

HCN3

131-197

Abbildung 3.5 Schema zur Lokalisation der Gensonden fir die In-situ-Hybridisierung innerhalb der
HCN Kanaluntereinheiten (rote Balken). Die kodierenden Sequenzen der Kandle sind als weil3e
Balken dargestellt, schwarz markiert sind die putativen Transmembransegmente, die Pore und die
Zyclonukleotidbindungsdoméne. Die Sonden liegen in den wenig homologen Amino- bzw.
Carboxytermini und sind daher spezifisch fur die einzelnen Subtypen.

An den 5-Enden der zur Erstellung der Proben verwendeten Vorwarts-(F) beziehungsweise
Ruckwarts-(R) Primer waren die Erkennungssequenzen fir BamHI bzw. Asp718 angefigt.
Uber diese Schnittstellen wurden die Fragmente in den gedffneten, dephosphorylierten pAL 1
Vektor ligiert (2.5). Alle Insertionen wurden durch Sequenzierung (2.7) auf beiden Strangen
tberpriift. Nach einer ,kalten“ Transkription ohne Radionukleotid wurden *S markierte

Riboproben durch In-vitro —Transkription synthetisiert (2.12.2).
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3.4 Ergebnisse der In-situ Hybridisierungsexperimente

Zur Vdidierung der In-situ Hybridisierungsexperimente wurden die Préparate immer parallel
mit Sense- wie auch Antisenseproben behandelt. Wenn die Senseprobe keine Hybridisierung
zeigte, konnte davon ausgegangen werden, dass das mit der Antisensesonde erhaltene Signal
spezifisch war (bzw. dass eine gleich lange Sonde von gleichem GC-Gehalt wie die
Antisenseprobe keine unspezifische Bindung an das Zielgewebe zeigte). AulRerdem wurden
korrespondierende Geweberegionen stets an mehreren Mausen prapariert, die Resultate waren

immer reproduzierbar.

3.4.1Verteilung von HCN-Kanélen im Gehirn

Expression von HCN1

Die HCN1 Sonde zeigte auf dem Autoradiogramm deutliche Signale im Bulbus olfactorius,
Cortex (der Grofhirnrinde), Hippocampus, Colliculus superior und Cerebellum (Abbildungen
3.6A und 3.7A). Nach Beschichten der Objekttrager mit Autoradiographieemulsion konnte
das Signal in der Grofhirnrinde auf die corticalen Schichten Il und V eingegrenzt werden
(nicht abgebildet). Im Hippocampus (einem fir Lernen und Gedéchtnis wichtigen Teil des
Archicortex) waren die Pyramidenneurone im CA1 Feld massiv mit Silberkérnern markiert,
wahrend sie in den CA2 und CA3 Feldern nur schwache Hybridisierungssignale aufwiesen
(Abbildung 3.8A). Vereinzelte Neurone im Stratum oriens und Stratum radiatum des
Hippocampus markierten sich stark. Im Gyrus dentatus enthielten die Neuronen der
polymorphen Schicht sehr viel HCN1 Transkript; in der granuléren Schicht zeichnete sich
dagegen nichts ab.

In den Stellatum- und Korbzellen des Stratum moleculare des Kleinhirns (Abbildung 3.9A)
fand sich viel HCN1 mRNA, méldg viel in den Purkinjezellen, fast nichts in den Neuronen
des Stratum granulare.

Sehr viel HCN1 war im Colliculus superior (einem Teil der Sehbahn) zu erkennen, am

stérksten in dessen mittleren und unteren Anteilen.

55



Ergebnisse

Expression von HCN2

Im Gegensatz zu HCN1 fanden sich HCN2 Transkripte nahezu ubiquitdr im ZNS, die
stérksten Signale im Bulbus olfactorius, Cortex, Hippocampus und Kleinhirn (Abbildungen
3.6B, 3.7B; Tabelle 3.2).

Ein Bereich mit sehr starker Expression von HCN2 war der Thalamus (Abbildung 3.9C).
Starke Anreicherung von Silberkdrnern war in vielen thalamocorticalen Umschaltkernen zu
erkennen, einschliefdlich der ventroposterioren (VP) und posterioren Kerngebiete und, etwas
schwécher, im Nucleus geniculatus lateralis (LG). Diese Umschaltkerne zéhlen zu den
sogenannten spezifischen Thalamuskernen, die jeweils fest mit einem bestimmten Bezirk der
Hirnrinde verknupft sind.

Weniger starke Signale lief¥en sich in den intralaminaren Kernen des Thalamus beobachten
(es handelt sich dabei um mit dem gesamten Cortex verknipfte Kerngebiete, die ein Teil des
fr die Vigilanz wichtigen aufsteigenden retikul&ren Aktivierungssystems sind).

Im Hippocampus vertellte sich die Expresson von HCN2 gleichméllig auf die
Pyramidenneurone der Regionen CA1 bis CA3 (Abbildung 3.8B). Einige Neuronen im
Stratum radiatum, oriens und lacunosum-moleculare zeichneten sich ebenfalls ab. Im Gyrus
dentatus des Hippocampus liefd sich HCN2 mRNA in kleinen Mengen im Stratum granulare
nachweisen; im Kleinhirn fand sich ein starkes Signal in den Purkinjezellen (Abbildung
3.9B).

Expression von HCN3

Auf den Autoradiogrammen fand sich im gesamten Gehirn wenig Signal fur HCN3, mit
Ausnahme einer mittelstarken Expression im bei der Maus sehr grof3en Bulbus olfactorius, der
die erste Schaltzentrale fir Geruchsreize darstellt (Abbildung 3.6; Tabelle 1). Auch die in
Emulsion getauchten Schnitte wiesen nur in Neuronen des Bulbus olfactorius stérkere
Markierung mit Silberkérnern auf.

In den Ubrigen Gehirnregionen wurde nur wenig HCN3 Transkript exprimiert, das Signa in

der Autoradiographie lag nur gering Uber dem allgemeinen Hintergrund.

Expression von HCN4

Eine bemerkenswerte Gewebsverteilung ergab sich fur die HCN4 Transkripte, da praktisch
nur im Bulbus olfactorius, Thalamus und den Habenulae (einem Kerngebiet, das olfaktorische
Impulse zu salivatorischen und motorischen Kernen des Hirnstamms Ubermittelt) ein
deutliches Signal zu sehen war; wenig bis nichts aber in anderen Hirnregionen (Abbildung
3.6D und 3.7C; Tabelle 3.2).
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Auf zelluldrer Ebene fand sich HCN4 in mittlerer Auspragung in vielen Umschaltkernen und
intralaminaren Kernen des Thalamus (Abbildung 3.9).

Im Hippocampus waren geringe Mengen von HCN4 mRNA in den Pyramidenzellen der CA1
bis CA3 Region und im Gyrus dentatus nachzuweisen (Abbildung 3.8C).

Abbildung 3.6 Verteilung der mRNA von HCN Kanédlen im ZNS. Autoradiographische Filmbilder
von horizontalen (A und B) und sagittalen (C und D) Gehirnschnitten, hybridisiert mit Antisense
Riboproben spezifisch fur mHCN1 (A), mHCN2 (B), mHCN3 (C) und mHCN4 (D). DG, Gyrus
dentatus; Cx, Cortex cerebri; Ob, Bulbus olfactorius; Th, Thalamus; Cbx, Cortex cerebelli.
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Abbildung 3.7 Verteilung von HCN1-3 Kanal-Transkripten im Gehirn der Maus. Frontale Schnitte
markiert mit cRNA Sonden spezifisch fur mMHCN1 (A), mHCN2 (B), mHCN4 (C). Th, Thalamus, Hb,
Habenul ae.
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Abbildung 3.8 Mikroskopische Aufnahmen im Dunkelfeld, welche die Lokalisation von HCN
Transkripten auf zellulérer Ebene im Hippocampus und Colliculus superior zeigen. (A-C), Sagittale
Schnitte durch den Hippocampus, hybridisiert mit cRNA Sonden gegen mHCN1 (A), mHCN2 (B) und
MHCN4 (C). Die Regionen CA1 und 3 sind markiert. Pol, polymorphe Schicht im Gyrus dentatus;
Lmo, Stratum lacunosum-moleculare. Die markierten Neuronen im Stratum oriens (geschlossene
Pfeile) und Stratum radiatum (offene Pfeile) reichern deutlich Silberkorner an. (D), Sagittaler Schnitt
durch den Colliculus superior, markiert mit einer Sonde gegen mMHCNZ2. Vergrof3erung 1:100.
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Abbildung 3.9 Expression von HCN Kana mRNA im Kleinhirn und Thalamus. (A,B), Sagittale
Schnitte durch das Kleinhirn, hybridisiert mit Sonden gegen mHCN1 (A) und mHCN2 (B). Mal,
Stratum moleculare; Grl, Stratum granulare; Pk, Purkinje-Zellen. (C,D), Sagittale Schnitte, die
Silberkorner auf Neuronen des Thalamus zeigen; Sonden gegen HCN2 (C) und 4(D) wurden
verwendet. DG, Gyrus dentatus; CA3, CA3 Feld des Ammonshorns; VP, Nucleus ventroposterior;
LG, Nucleus geniculatus lateralis.
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Gehirnregion MHCN1 | mMHCN2 | mHCN3 | mHCN4
Bulbus olfactorius ++ ++ + ++
Cortex cerebri
Neocortex +++ ++ +/- +/-
Cortex piriformis ++ ++ +/- +
Hippocampus
Pyramidenneurone in Region:
CAl +++ ++ +/- +
CA2 + ++ +/- +
CA3 ++ ++ +/- +
Granuldre Schicht Gyrus dentatus - + +/- +
Polymorphe Schicht Gyrus dentatus | ++ + +/- -
Thalamus
Umschaltkerne +/- +++ +/- ++
Intralamindre Kerne +/- ++ +/- ++
Putamen - ++ +/- +/-
Amygdaa +/- ++ +/- +
Hypothalamus +/- + +/- +/-
Colliculus superior +++ ++ +/- +/-
Colliculusinferior + ++ +/- +
Cerebellum
Stratum moleculare +++ - +/- +/-
Stratum granulare ++ + +/- +/-
Purkinjezellen + ++ +/- +/-
Hirnstamm - +++ +/- +/-

Tabelle 3.2 Verteilung der HCN-Kana mMRNAs im Gehirn der Maus. Die Signale von
autoradiographischen Filmen und die Silberkodrner in Photoemulsion gedippter Schnitte wurden wie
folgt quantifiziert:

+++, viel; ++, mittel; +, wenig; -, kein Signal.

3.4.2 Expression von HCN-Kanélen im Herz

Um die Expression von HCN Kanédlen im Reizleitungssystem zu ermitteln, sollte das priméare
Schrittmacherzentrum, also der Sinusknoten, aus den Herzen von Mé&usen isoliert werden.
Zunéchst musste die in 2.13 vorgestellte Methode zur Mikrodissektion des Materials etabliert
werden, da bis dato keine Technik zur Isolation des Sinusknotens bei der Maus bekannt war.
Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-geférbte  Serienschnitte aus mehreren Herzen wurden hierzu
anaysiert; der Sinusknoten stellte sich als etwa 300 um breite, bohnenférmige Struktur in der
Wand der Vena cava superior am Ubergang zum rechten Vorhof dar (Abbildung 3.10A). Er
wird von der Sinusknotenarterie durchzogen, weist eine hohere Zelldichte, weniger
Querstreifung und eine andere Kern/Zytoplasma-Relation als das Myokard auf, wodurch er
im Hamatoxylin-Eosin geférbten Schnitt heller a's das umgebende Gewebe wirkt.
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Die Hybridisierung der Sonde fir HCN4 war im Sinusknoten sehr stark (Abbildung 3.10C).
HCN4 ist hier der dominante Schrittmacherkanal; die Silberkbrner in  der
autoradiographischen Emulsion sind bel Hybridiserung mit einer HCN4 Sonde im
Sinusknoten gegentiber der Vorhof muskulatur wenigstens um den Faktor 10 angereichert.
HCNZ2 ist im Sinusknoten ebenfalls deutlich exprimiert, allerdings auf etwa gleichem Niveau
wiein der Arbeitsmuskulatur von Vorhofen und Ventrikel (Abbildung 3.10D).

Abbildung 3.10 (A), H.E.geféarbter Schnitt durch den Sinusknoten einer Maus. SAN,
Sinusknotenarterie; RA, Rechter Vorhof; SVC, Vena cava superior. Der Sinusknoten entspricht dem
Areal um die Sinusknotenarterie herum. (B,C,D), In-situ-Hybridisierungen gegen HCN1,24. Die
Silberkérner in (D) markieren die massive Expression von HCN4. Die Schnittein (B, C, D) grenzen
direkt an (A) an. Vergrof3erung 1:400.

Auch HCN4-Transkripte waren im Myokard detektierbar, dort etwas schwacher als HCN2
(nicht abgebildet).

Der im zentralen und peripheren Nervensystem stark exprimierte HCN1-Kanal (Abbildung
3.6A, 3.7A, 3.9A) fand sich in Spuren im murinen Sinusknoten (Abbildung 3.10B). HCN3
zeigte keine Hybridisierungssignale im Sinusknoten oder Arbeitsmuskulatur von Vorhofen
bzw. Ventrikeln (nicht abgebildet).
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In der Media der Coronararterien, also im glatten Muskel, waren keine Transkripte der

verschiedenen Subspezies nachwelsbar.

3.4.3Verteilung von HCN Kanélen in der Retina

Die Antisenseprobe von HCN1 ergab das deutlichste Signal in der Retina der Maus. In der
exponierten Filmemulsion lag nur bei diesem Subtyp ein dichtes Band von Silberkdrnern Uber
der aul¥eren Kornerschicht der Netzhaut, die die Zellkorper der Stabchen- und Zapfenzellen
(Photorezeptoren) enthédt. HCN1 war aber auch in der inneren Kornerschicht (bipolare

Interneurone) und der Ganglienzellschicht (Ganglienzellen, aus denen der Nervus opticus
hervorgeht) vertreten (Abbildung 3.11A).

HCN2 und 3-Transkripte fanden sich in innerer Koérnerschicht und Ganglienzellschicht
(Abbildung 3.11B,C); HCN4 ist nach den Ergebnissen der Autoradiographie praktisch nicht
in der Retina vorhanden (Abbildung 3.11D).

Abbildung 3.11 In-situ-Hybridisierung von Retina der Maus mit den Sonden fir HCN1 (A), HCN2
(B), HCN3 (C) und HCN4 (D). Mikroskopische Dunkelfeldaufnahmen, mit H.E. gegengeféarbt. ONL,
INL: aulRere bzw. innere Kornerschicht; OPL, IPL: auflere und innere Netzschicht; GCL,
Ganglienzellschicht.
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3.4.4 Expression von HCN Kanélen im Spinalganglion

Die Neuronen im Spinalganglion lassen sich in grof3e, somatoafferente A-Zellen (die Impulse
der epikritischen Sensibilitét leiten) und kleinere D-Zellen (die Schmerzreize und Sensationen
aus dem Intestinum Ubermitteln) unterteilen.

In-situ Hybridisierung mit cRNA-Sonden gegen HCN1 und 2 ergab in den Nervenzellen im
Spinalganglion deutliche Signale (Abbildung 3.12B,C). Sowohl Uber den grof3en wie auch
Uber den kleineren Neuronen lagen Silberkdrner, HCN1 und 2 sind aso in beiden
Zéellpopulationen vertreten. In den Mantelzellen, welche die Neuronen umhullen und fur deren
Stoffaustausch mit den Kapillaren sorgen, fand keine Hybridisierung mit den radioaktiv
markierten HCN Sonden statt.

HCN 3 und 4-Transkripte (Abbildung 3.12D) waren in den Neuronen des Spinalganglions
nicht detektierbar.

Abbildung 3.12 In-situ Hybridisierung an lumbalen Spinalganglien der Maus.(A), Hamatoxylin-Eosin
gefarbtes Praparat eines murinen lumbalen Spinalganglions (Hellfeld). (B,C,D), In-situ-Hybridisierung
gegen HCN1 (B), HCN2 (C) und HCN4 (D). Die Schnitte sind mit H.E. gegengeféarbt und im
Dunkelfeld bel einer VergrofRerung von 400 zu 1 photographiert. SN, Spinalwurzel; Die Pfeile
kennzeichnen einzelne Neurone.
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3.5 Immunologische Detektion von HCN Kanalproteinen

Um die HCN-Kandle HCNZ2 und 4 auch auf Ebene der Proteine nachweisen zu kdnnen,
wurden die polyklonalen Antikdrper pHCN2 und pHCN4 aus Immunsera von Kaninchen
aufgereinigt. Die Antikorper waren gegen Epitope im zwischen den Kandlen wenig
homologen C-Terminus der Proteine erzeugt worden (2.15.1). Zunadchst sollten HCN2 und 4
in HEK293-Zellen exprimiert (2.14) und die Kanalproteine Uber Western-Blots (2.15.5)

analysiert werden.

3.5.1 Konstruktion einer Chimare aus mHCN4 und hHCN4 (ChimHCN4)

Die cDNA von mHCN2 lag bereits as ,full-length® Klon im Expressionsvektor pcDNA3
(2.2) vor (Ludwig et al, 1998), von HCN4 existierte dagegen kein solches Konstrukt. Da aber
die komplette cDNA von humanem hHCN4 sowie der in 3.2 charakterisierte
Carboxyterminus von mHCN4 vorhanden war, konnte eine Chiméare (benannt nach dem
mythologischen Wesen, das aus Teilen verschiedener Tiere besteht) aus den HCN4 Kandlen
beider Spezies zur Expression konstruiert werden (Abbildung 3.13).

Der HCN4 Kanal von Maus und Mensch besitzt ,,in frame* an korrespondierender Stelle eine
Avr Il Schnittstelle. Daher wurde ein 3,0 kb langes Sttick wurde mit Hind 111 und Avr 1l aus
einem hHCN4/pcDNA3-Konstrukt geschnitten. Mittels PCR (2.8) mit den Primern MOO13F,
MOO14R (Sequenzen im Anhang), die Schnittstellen fur Avr 11 und Xho | enthielten und das
Stopcodon am C-terminalen Ende entfernten, wurde ein 650 bp langes Fragment aus dem
Carboxyterminus von mMHCN4 amplifiziert. Beide Fragmente wurden in einen Hind 111 und
Xho I geschnittenen pcDNA 3.1-Myc Expressionsvektor (2.2) ligiert und das Konstrukt auf
beiden Strangen sequenziert. Aufgrund des Myc-Tags konnte das rekombinante Protein mit
monoklonalem Anti-Myc-Antikorper wie auch dem entsprechenden Peptidantikérper pHCN4
(2.15.1) detektiert werden.
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Hind 111 Avr 1|
Xho I
3,0kb . 0,65 kb
hHCN4 mMHCN4

Myc-Tag

| ChimHCN4 in |
’

PCDNAS.1-Myc

Abbildung 3.13 Schema des chiméren Konstrukts aus humanem und murinem HCN4 in pcDNA 3.1-
Myc. Hind 111, Avr 1, Xho | markieren die Schnittstellen der entsprechenden Restriktionsenzyme.
Khb:Kilobasen

3.5.2 Expression und Detektion von HCN2 und HCN4

Die beiden Konstrukte wurden in HEK 293 Zellen exprimiert (2.14). Aus den Zellen von
jeweils drei 175 cm? Zellkulturflaschen wurde in mehreren Ansitzen durch differentielle
Ultrazentrifugation die Mikrosomenfraktion abgetrennt (2.15.2). Die Antikdrper pHCNZ2 und
pHCNA4, die im Carboxyterminus der Proteine binden, wurden wie unter 2.15.1 beschrieben
an einer Peptid-Sepharosesaule aufgereinigt. Die Membranproteine wurden mittels Western-
Blots (2.15.5) detektiert, Abbildung 3.14 zeigt die Ergebnisse.

Fur heterolog exprimierten mHCNZ2 ergab sich eine Bande bei 103 kDa (3.14B), in den nicht
transfizierten Leerzellen erkannte der Antikérper pHCNZ2 kein Signal (3.13A). Das gemessene
Molekulargewicht liegt etwa 10 kDa Uber dem aus der cDNA-Sequenz errechneten Wert,
vermutlich durch posttranslationale Modifikation, etwa N-Glykosylierung hervorgerufen. Alle
HCN-Kandle besitzen eine konservierte, potentielle N-Glykosylierungsstelle im
extrazelluldren Loop zwischen Transmembransegment 5 und der Pore.  Sowohl der
monoklonale Anti-Myc (3.14C) wie auch der pHCN4 Antikorper (3.15C) erkannten im
Westernblot die ChimHCN4-Chimére als Bande von 158 kDa. Dieses Molekulargewicht war

wiederum etwas grofier als der berechnete Wert.
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Abbildung 3.14 Westernblots mit HCN Kanalproteinen. (B), 10ug Mikrosomenfraktion aus mit
hHCN2/pCDNAS transfizierten HEK293 Zellen. (A), 10ug Mikrosomen aus unbehandelten HEK
Zéellen. (C), Detektion von 10ug der ChimHCN4 Chimére. Primérer Antikorper jeweils 1/300
verdinnt; detektiert mittels ECL-System (Belichtungszeit 30 s). KDa: Kilodalton

Nachdem die Antikérper pHCNZ2 und 4 etabliert waren, sollten HCN Kanalproteine auch aus
Mikrosomenpréperationen von Maus-Gehirn nachgewiesen werden, wie in Abbildung 3.15
gezeigt.

Der Antikorper gegen mHCN2 erkannte im Gehirn eine Doppelbande von 103 und 114 kDa
(Abbildung 3.15B), der pHCN4 Antikorper alenfalls eine sehr schwache Bande bel der zu
erwartenden Grofe (Abbildung 3.15D) von 158 kDa, was an der sehr selektiven Expression
des HCN4 Kanalsim Gehirn (vorwiegend im Thalamus, Abbildung 3.6D) liegen diirfte.
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Abbildung 3.15 Immunologische Detektion von HCN2 und 4 im murinen Gehirn. (A), 10ug
Mikrosomen aus HEK293/HCNZ2. (B, D), 100pg Membranenpraperation aus Mausgehirn, Nachweis
von HCN2 (B) und 4 (D). (C), 10 pg Mikrosomenfraktion von mit ChimHCN4 transfizierten HEK
293-Zé€llen. Antikorperverdiinnung 1/300; ECL-System mit 15 s Belichtungszeit. KDa: Kilodalton.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde erstmals systematisch die Expresson von HCN Kanden im
Nervensystem und Herz untersucht. Die Gewebsverteilung der einzelnen HCN-Subtypen
lasst Ruckschltisse auf die Beziehung zwischen nativem I,-Strom und den klonierten HCN-
Kanden zu. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die verschiedenen HCN-Kanaltypen in Gehirn,
Herz, Retina und peripherem Nervensystem durch In-situ-Hybridisierung, Northern- und

Dot-Blot-Analyse sowie Western-Blot nachgewiesen.

4.1 HCN Kanéle im zentralen und peripheren Nervensystem

Die Ergebnisse der In-situ-Hybridisierungsexperimente zeigen, dass die vier HCN-Kanal
Subtypen in zentralem und peripherem Nervensystem exprimiert werden und die Kanale sehr
unterschiedliche Verteilungsmuster in diesen Geweben aufweisen. Transkripte wenigstens
eines der Gene finden sich in allen Gehirnregionen, in denen nativer I, beschrieben worden
ist.

Ein besonders gut erforschtes Areal ist der Thalamus,; dort wurde die Funktion von Iy, as
Generator von rhythmischen Oszillationen ausgiebig charakterisiert. Speziell ist I, im Nucleus
geniculatus lateralis (Pape und McCormick, 1989; McCormick und Pape, 1990) und Nucleus
ventroposterior (Budde et al, 1997) des Thalamus gemessen worden; diese beiden
spezifischen Thalamuskerne zeigten eine starke Expression von HCN2 und HCN4
(Abbildung 3.9, Tabelle 3.2). Eine mégliche Rolle fur I, bei Oszillationen von Neuronen im
Stratum oriens des Hippocampus ist 1996 von Maccaferri und McBain postuliert worden;
diese Neuronen exprimieren hohe Level von HCN1 und HCN2 (Abbildung 3.8).

I ist aulBerdem in einer Vielzahl anderer Gehirnstrukturen beobachtet worden, einschliefdlich
des Cortex cerebri (Solomon und Nerbonne, 1993; Budde et al, 1994), der CA1 Region des
Hippocampus (Maccaferri et a, 1993), verschiedenen Kerngebieten im Hirnstamm (Travagli
und Gillis, 1994; Bayliss et a, 1994; Rekling et al, 1996; Khakh und Henderson, 1998) und
den Purkinje-Zellen des Kleinhirns (Chang et al, 1993). In diesen ganzen Regionen fand sich
vorherrschend eine Expression von HCN2 mRNA; einige Regionen, wie der Cortex und

Hippocampus, zeigten auch starkes Vorkommen von HCN1 Transkripten (Tabelle 3.2).
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In den Photorezeptoren der Retina wurde I, schon vor langerem identifiziert (Fain et a,
1978), hier ist HCN1 deutlich exprimiert, wahrend HCN2 und HCN3 in der Retina nur in
Ganglienzellen und Interneuronen (Abbildung 3.11) vorkommen.

Dass HCN-Kandle in so weiten Anteillen des ZNS exprimiert werden, stiitzt die Annahme,
dass die Kandle nicht nur zur Rhythmogenese in neuronalen Netzen beitragen, sondern auch
einen Einfluss auf die synaptische Ubertragung und das Membranpotential haben (Pape,
1996; Luthi und McCormick, 1998; Tabelle 3.2).

Es ist bekannt, dass die neuronalen I, Strome in ihrer Aktivierungskinetik und Sensitivitét auf
Cyklonukleotide variieren. Besonders gut untersucht sind die Aktivierungskinetiken, zum
Beispiel sind an Neuronen der primé&ren Sehrinde oder im Spinalganglion zwei
unterschiedliche kinetische Komponenten mit Aktivierungszeitkonstanten im Bereich von
einigen hundert Millisekunden beziehungsweise einigen Sekunden beschrieben worden
(Solomon und Nerbonne, 1993; Wang et a, 1997). Es gibt zwei denkbare Interpretationen
dieser Beobachtungen: Zum einen konnte nur eine Population von gleichen Kanden mit
einem komplexen Aktivierungsmuster vorliegen, zum anderen konnten eine langsame und
eine schnelle Spezies von Kandlen in der selben Zelle den zwei Komponenten von I, zugrunde
liegen. Die heterolog exprimierten HCN Kanal-Subtypen unterscheiden sich erheblich in ihrer
Aktivierungskinetik. Bel einem Membranpotential von —110 mV aktiviert HCN1 mit einem 1
von etwa 200 ms am schnellsten (Santoro et a, 1998), gefolgt von HCN2 (1 von 500 ms) und
HCN4 (t liegt hier etwa bel 20s; Ludwig et a, 1999). Sowohl die Neuronen in der priméaren
Sehrinde wie auch im Spinalganglion exprimieren stark HCN1 und HCN2 (Tabelle 3.2;
Abbildung 3.12). Diese beiden Kande konnten also der langsamen und schnellen
Komponente von I, in diesen Nervenzellen entsprechen.

Uberraschenderweise finden sich im Nucleus ventroposterior und geniculatus lateralis des
Thalamus sowohl Transkripte von HCN2 und HCN4 (Abbildung 3.9), obwohl sich die
Aktivierung von nativem Iy, aus diesen Kerngebieten, gut mit nur einer Zeitkonstanten t
beschreiben lasst (McCormick und Pape, 1990). Diese Diskrepanz lasst sich erklaren, wenn
man berilicksichtigt, dass durch die In-situ-Hybridiserung nur mRNA Transkripte im
Zytotplasma der Zellen nachgewiesen werden konnen, wohingegen das trandatierte
Kanalprotein subzellulér anders lokalisiert sein konnte. Es wurde gezeigt, dass das HCN1
Protein in den Dendriten von Pyramidenzellen und den Axonen von Korbzellen im Kleinhirn
lokalisiert ist (Santoro et al, 1997). Wenn eine Nervenzelle also verschiedene HCN
Transkripte koexprimiert, konnten sich die entsprechenden Proteine in unterschiedlichen

Kompartimenten befinden, z.B im Axon, Soma oder dem proximalen/distalen
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Dendritenbaum. Daher ist es nicht auszuschliefRen, dass aufgrund technischer Probleme
(,, space-clamp errors*) Ganzzell-Ableitungen von intakten Neuronen die Eigenschaften von Iy,
in distalen Kompartimenten nicht korrekt erfassen. Weiterfuhrende Studien konnten hier
Aufschlu® geben, zum Beispiel Immunfloureszenzuntersuchungen in Kombination mit
confokaler Lasermikroskopie, um die subzelluldre Lokalisation der Kanalproteine
darzustellen.

Die HCN-Kande bilden wahrscheinlich Tetramere aus. Da sich zum Beispiel in
Pyramidenneuronen des Hippocampus HCN1, HCN2 und HCN4 (Abbildung 3.8) oder in
Purkinjezellen HCN1 und HCN2 (Abbildung 3.9) findet, wére es denkbar, dass sich
heteromere Kandle aus verschiedenen Subtypen bilden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit sprechen nicht fur diese Hypothese. Die Expressionsmuster der verschiedenen
Transkripte unterscheiden sich erheblich (Tabelle 3.2; Abbildung 3.6 und 3.7). In den
Photorezeptoren der Retina war beispielsweise nur HCN1 exprimiert, HCN2 und HCN3
dagegen in der inneren Koérnerschicht und Ganglienzellschicht. Sogar in Gehirnregionen mit
Uberlappender Expression lief3en sich Neuronen identifizieren, die nur ein einziges HCN
Transkript aufwiesen; zum Beispiel fand sich in den Korbzellen im Stratum moleculare des
Kleinhirns nur HCN1, aber nicht HCN2. Zur Klérung der Frage, ob HCN-Kanae homo- oder
heteromere Proteinkomplexe bilden, sind weitere Untersuchungen an heterolog exprimierten
Kandlen erforderlich — sowohl genaue elektrophysiologische Charakterisierung von
coexprimierten Kandlen wie auch Coimmunoprazipation; Immunfloureszenzexperimente in
Verbindung mit confokaler Lasermikroskopie kénnten die Co-Lokalisation der Subtypen in

der nativen Zdlle untersuchen.

4.2 HCN Kanale im Herzen

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die molekulare Identitét der Kandle aufzuklaren, die Iy im
Herzen zugrundeliegen, insbesondere im Sinusknoten, in dem der Schrittmacherstrom
entscheidend zur rhythmischen Erregungsbildung und damit zur spontanen Herzaktion
beitragt. Mit Northern- und Dot-Blot-Studien konnten HCN2 und HCN4 im Herzen
nachgewiesen werden (Abbildungen 3.1, 3.3, 3.4).

In-situ-Hybridisierung am Sinusknoten der Maus ergab eine prddominante Expression von
HCN4. Deutlich schwécher lief?en sich HCN2 Transkripte und Spuren von HCN1 mRNA
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detektieren (Abbildung 3.10). Diese Expressionsdaten weisen darauf hin, dass I, im
Sinusknoten moglicherwei se hauptsachlich durch HCN4 vermittelt wird.

In der Arbeitsmuskulatur von Vorhofen und Ventrikeln war ebenfalls HCN2 und HCN4
exprimiert. Diese Ergebnisse decken sich mit friheren Studien, die I, in Cardiomyocyten aus
Ventrikel (Yu et al, 1995; Baker et al, 1997; Hoppe et al, 1998) und Vorhofen (Thuringer et
a, 1992; Porciatti et a, 1997) und in verschiedenen Abschnitten des Reizleitungssystems
(DiFrancesco, 1993) nachgewiesen haben.

I hat in der Ventrikelmuskulatur einen V,-Wert von —95 bis —135 mV, der den Werten fur
heterolog exprimierten HCN2 (-103 mV) und HCN4 (-109 mV) weitgehend entspricht
(Tabelle 1.2). Im Gegensatz dazu weist |, im Sinusknoten deutlich positivere Werte fir V2
zwischen —65 und —90 mV auf. Wenn HCN4, eventuell im Zusammenspiel mit HCN2
beziehungsweise HCN1, tatséchlich den nativen I, Strom im Sinusknoten tragt, wie lasst sich
dann diese Diskrepanz erkléren?

Es fallt auf, dass nach Patch-Exzision aus Sinusknotenzellen V1, fir die I Aktivierung von
—75 mV auf =125 mV ansteigt (DiFrancesco und Tortora, 1991; DiFrancesco und Mangoni,
1994). Die Ursache fir dieses Phanomen ist nicht klar. Mdéglicherweise spielen
zytoplasmatische Faktoren, wie CAMP oder Kazium (Hagiwara und Irisawa, 1989) , eine
Rolle. Weiterhin muf3 an Phosphorylierung (Accili et al, 1997) oder Interaktion der
Kanalproteine mit dem Cytoskelett gedacht werden. .Diese Faktoren sind moglicherweise im
heterologen Expressionssystem nicht gegeben und konnten so die Diskrepanz zu den
elektrophysiologischen Messungen an nativen Zellen erklaren. Auch messtechnische
Unterschiede wie die Temperatur der Prdparation konnten hier eine Rolle spielen; wahrend
native Zellen meist bei 37°C gemessen werden, untersucht man zum Beispiel HEK-Zellen bei
Raumtemperatur.

Wie im ZNS wurde auch in Cardiomyocyten beschrieben, dass der native I, zwei kinetisch
deutlich unterschiedliche Komponenten aufweist, mit Zeitkonstanten T im Bereich von
einigen hundert Millisekunden beziehungsweise einigen Sekunden.

Fir die Zebrafischmutante smo wurde gezeigt, dass sie aufgrund eines reduzierten I, Stroms
eine niedrigere Herzfrequenz aufweist (Baker et al, 1997).

In Smo Herzzellen ist die kinetisch schnelle Komponente von 1, (Zeitkonstante ~300 ms)
deutlich reduziert, wéhrend die langsame Komponente (t ~2s) unverandert bleibt. Es l&sst
sich schlussfolgern, dass I, hier durch die Aktivitét zweier Kanal spezies zustande kommt, von

denen nur eine durch die smo Mutation geschadigt ist.
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Die aus der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zur Expression der HCN Subtypen im
Herzen, die elektrophysiologischen Daten und die Eigenschaften der smo Mutante legen die
Schlussfolgerung nahe, dass HCN4 und HCN2 der langsamen beziehungsweise schnellen
Komponente von I im Herzen zugrunde liegen.

Um diese Frage weiter zu untersuchen wirde es sich, anbieten, HCN-Kana Knock-out
Maus-Modelle fur die einzelnen Subtypen zu etablieren. Auch die Bedeutung, die den HCN
Kandlen bei der Rhythmogenese im Herzen zukommt, lief3e sich so verifizieren.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten Techniken lief}e sich auch kléaren, welche
anderen lonenkande im Sinusknoten exprimiert sind und somit einen Beitrag zur spontanen
Erregungsbildung im Sinusknoten leisten konnten, so wurde dort mittels In-situ-
Hybridisierung as dominanter T-Typ Kazium-Kana alG identifiziert (Bohn und

Moosmang, unverdffentlichte Beobachtungen).

4.3 Ausblick

Das stark unterschiedliche Expressionsmuster der HCN Subtypen ist sicher wichtig fur die
Entwicklung von Pharmaka, die spezifisch auf die einzelnen Kanédle wirken sollen. Zukinftig
konnten solche Medikamente als bradykarde Agentien eine Rolle bei der Behandlung der
koronaren Herzerkrankung oder von Herzrhythmusstorungen spielen, aber auch vielleicht zur
Therapie von Epilepsien, Schlafstérungen und chronischen Schmerzen beitragen. Die
haufigste Nebenwirkung von Ip-Kana blockierenden Substanzen wie Zatebradin oder
Ivabradin ist die Ausdsung von Sehstérungen (Lichtblitze). Subtyp-spezifische Blocker
sollten solche Nebenwirkungen vermeiden helfen, zum Beispiel wirde ein vorrangig gegen
HCN4 as dominanten Kanal im Sinusknoten gerichtetes Praparat (Abbildung 3.10) wohl
keine Wirkung auf I, in retinalen Photorezeptoren haben (hier herrscht HCN1 vor, Abbildung
3.11), und daher keine Sehstbrungen hervorrufen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bilden,
zusammen mit welterfihrenden Experimenten wie etwa Gene-Targeting Studien, die Basis fr
die Entwicklung solcher Pharmaka wie auch fir ein besseres Verstéandnis der physiologischen

Funktionen der Schrittmacherkandle.
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5 Zusammenfassung

Der Ip-Strom ist wesentlich an vielen physiologischen Vorgangen beteiligt. Er ist as
molekularer Schrittmacher flr die langsame diastolische Depolarisation im Herzen und damit
fUr die spontane Herzaktion verantwortlich. Auch tragt er entscheidend zur Regulation der
Herzfrequenz Uber sympathische oder parasympathische Stimulation bei. Iy, ist Schrittmacher
in neuronalen Netzen, die zum Beispiel den Schlaf-Wach-Zyklus oder die Vigilanz regeln; er
spielt bei der synaptischen Ubertragung eine Rolle, steuert in der Retina die regulatorische
Antwort auf intensive Lichtblitze und ist im peripheren Nervensystem an der
Schmerzwahrnehmung beteiligt.

Die molekulare Basis des Ip-Stroms sind die HCN-Kanéle, eine erst seit kurzem bekannte
Genfamilie von lonenkandlen mit 4 Mitgliedern. Sie werden durch Hyperpolarisation
aktiviert, leiten sowohl Natrium wie auch Kalium und werden von zyklischen Nukleotiden
moduliert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression der HCN-Kanéle in den Geweben untersucht,
in denen I, ene wichtige Rolle zukommt. Hierbel wurden molekularbiologische,
biochemische und histol ogisch-anatomische Techniken verwendet, der Schwerpunkt lag auf
In-situ-Hybridisierungsstudien an Geweben der Maus. Das Wissen um die Gewebsverteilung
der einzelnen Kanal-Subtypen lésst Rickschllsse auf ihre biologische Funktion zu und wird
sich als wertvoll fur die Entwicklung von Pharmaka erweisen, die auf die HCN-Kandle

wirken.

Der C-terminus von HCN4 der Maus wurde erstmals kloniert und charakterisiert, er weist mit

dem des Menschen eine 90% Sequenzhomologie auf Aminosdureebene auf.

Dot-blot und Northern-blot Untersuchungen zeigten eine Expression von HCN2 und HCN4 in
Herz und Gehirn auf.

Eine Technik zur Mikrodissektion des Sinusknotens der Maus wurde entwickelt. In-situ
Hybridisierungsexperimente am Sinusknoten zeigten, dass dort eindeutig HCN4 der
dominante HCN-Kanal-Subtyp ist. Auch HCN2 und Spuren von HCN1 sind im Sinusknoten
exprimiert. Ob  HCN4 der eigentliche , Schrittmacherkanal® im Herzen ist, werden

weiterf Uhrende Untersuchungen kléren.
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Im murinen Gehirn ergab sich fur jeden HCN-Subtyp ein charakteristisches
Vertellungsmuster, auch auf zelularer Ebene. Zum Beispiel dominierten in den
elektrophysiologisch gut charakterisierten spezifischen Thalamuskernen HCN2 und HCNA4.

In den Photorezeptoren der Retina ist HCN1 der dominante Kanaltyp, die Expression von
HCN2 und HCN3 beschrénkt sich auf andere Schichten der Retina.

In Neuronen im Spinalganglion der Maus finden sich nur Transkripte von HCN1 und HCN2.
Es wurden spezifische Antikdrper gegen HCN2 und HCN4 hergestellt, an heterolog

exprimiertem HCN-Kandlen etabliet und damit HCN Kana-Protein im Gehirn

nachgewiesen.
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7 Anhang

7.1 Verwendete Oligonukleotide

Primer Sequenzin 5'- 3'-Richtung

MOO1F |GAGCAGATGTGTCATTGTG

MOO2R |CTAGACCATGCAGTGCACA

MOO3F* |ACTCTGCCTCGGAAGACAT

MOO4R* | TGGTACCACAGTTAAACCTGAAGGAAG

MOOSF |ATAACTCCTGGGGGAAGCAG

MOO6R |CTTCTCCTGGTACTGGCG

MOO7F* |GCCCTCAACTGCACATCTTC

MOO8R* |AGGCTGCTGCATGAGTGACA

MOO9F* |CTCAGGTGTGTTCAACAACCAG

MOO10R* | TGCAGGAGGCAGAGGCCCTGG

MOO11F* |CCTCTCTGACACTTTCTCCC

MOO12R* |GCATCTAGTCGTGGCTCCA

MOO13F |TAGGGCCTCAAGCACACA

MOO14R |GCGATCCTCGAGTAAATTAGACGGCAGTTTGGAGC

Den mit * gekennzeichneten Primern wurde jeweils am 5’ -Ende eine Restriktionsschnittstelle
angehangt, den Vorwartsprimern fir Bam HI (5’ -cccgagGGATCC-3') und den Ruckwartsprimern
far Asp 718 (5'-cgcatcGGTACC-3').

7.2 Nukleotidsequenz des Carboxyterminus von mHCN4

GCAAGAAGAACT CCATCCT CCTCCACAAGGT GCAGCACGACCTCAACTCA
GGCGT CTTCAACTACCAAGAGAACGAGAT CATCCAGCAGAT CGTGCGGECA
TGACCGT GAGAT GECCCACT GT GCT CACCGCGT CCAGGCT GCCGCCTCAG
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CCACCCCAACCCCCACGCCTGI TATATGGACCCCGCT GATCCAGGECGCCA
CTGCAGGCTGCTGCTGCTACTACT TCGGTGECCATAGCCCTCACACACCA
CCCCCAECCTECCCECCECCATCT TCCGEECCCCCT CCCGGACCTGEECT GG
GCAACCT TGEEECT GGACAGACACCGAGGECACCCAAGGAGECTGCAGT CC
TTGATCCCT TCAGCT CTGGEGECT CTGCT TCACCCGCCAGCAGCCCCTCACA
GGTGGACACACCGT CTTCATCCTCCT TCCACATCCAACAGCTGECTGGAT
TCTCTGCACCTCCTGGAT TGAGCCCTCTCCTGCCCTCCTCTAGCTCTTCC
CCACCT CCAGGAGCCT GCGEGT TCCCCACCAGCCCCCACACCCTCCACCTC
CACT GCCGECCECCGECCT CCACCACT GEGT TCEECCACT TTCACAAGECEC
TGEGTGECTCCCTGT CATCCTCTGACT CCCCGCTGCTCACCCCACT GCAA
CCAGGECGCTCGCT CTCCACAGECT GCCCAGCCACCACCCCCACTECCTGG
GGCCCGAGGAGGT CTGEGACT CCTGGAGCACT TCT TGCCGECCCCCACCCT
CCTCCAGGTCACCAT CATCCAGCCCT GGGECAGCT GGGECCAGCCTCCTGGA
GAGTITGI CCCTAGGT CTGGECAGCT GGTCCATCAAGTACACCAGAGACACC
CCCACGCGe CTGAGCGACCATCCTTCATGECAGEGEECCT CTGGAGEEECT T
CTCCTGTIAGCCT TTACCCCCCGAGGAGECCT CAGI CCTCCGEGECCACAGC
CCGGGEGECCCCCAAGAACT T TCCCGAGT GCCCCACCCCGEEECCTCTGECTC
CCATGGI TCCCTGCTCCTGCCACe TGCAT CCAGCCCT CCACCTCCCCAGG
TCCCACAGCGCAGGEGEECACACCACCCCT CACCCCT GECCGCCTCACACAG
GACCTGAAGCTCATCTCAGCCT CTCAGCCAGCCCT CCCCCAGGATGEEEC
ACAGACT CTCCGCAGGEECCT CGCCTCACT CCTCAGGGEGAGT CGGTGECTG
CCTTCTCACTCTACCCCAGAGCT GEEGEGT GECAGT GEGAGTAGT GGGEGEEC
CTTGGGECCTCCTGGAAGGCCATAT GGT GCCATCCCAGGCCAACATGI CAC
TTTGCCTCGGAAGACATCCTCAGGT TCTTTGCCACCCCCACTTTCTTTGT
TTGEEECAAGAGCCGCCTCT TCTGGAGEECCCCCTCTGACTACTGCTGCA
CCCCAGAGGGAACCT GECGECTAGGT CTGAGCCAGTACGCTCCAAACTGCC
GICTAATTTAT
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