Virale Expression der Kv1.4 und Kv4.2a-Untereinheiten

spannungsaktivierter Kaliumkanale in primar kultivierten Neuronen

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
-Dr. rer. Nat.-
des Fachbereiches Chemie

der Universitat Hamburg

vorgelegt von
Matthias Dietz

aus Hamburg

Hamburg 1999



1. Gutachter Prof. Dr. Marquardt
2. Gutachter Prof. Dr. Pongs

Letzte mundliche Priafung am 26. April 1999



Ich danke Herrn Professor Dr. Olaf Pongs fiir die Uberlassung des Themas und die
Moglichkeit diese Arbeit unter den hervorragenden Bedingungen des Instituts fir Neurale
Signalverarbeitung am Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie durchfiihren zu kdnnen.

Mein Dank gilt Frau PhD Catherine Stansfield und Saskia Siegel fur die Einfuhrung in die
Praparation und Kultivierung von Neuronen sowie der Diplom Biologin Andrea Wulf fur

die Zusammenarbeit bei den elektrophysiologischen Untersuchungen.

Allen Mitarbeitern des Institutes fur Neurale Signalverarbeitung danke ich fur ihre
Anregungen und Fragen, Hilfestellungen und Antworten, Kommentare und Vorschlage.

Nicht zuletzt geblihrt mein Dank Professor Dr. Hans Marquardt von der Abteilung fur
Allgemeine Toxikologie des Pharmakologischen Institutes der Universitat Hamburg, der
diese Arbeit als externe Promotion des Fachbereiches Chemie begutachtet hat.



Hiermit versichere ich, dal3 ich die vorliegende Arbeit selbstdndig und ohne fremde Hilfe
verfal3t, andere als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht benutzt habe und die den
benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche kenntlich
gemachte habe.

Ferner versichere, dald ich diese Dissertation noch an keiner anderen Universitat
eingereicht habe, um ein Promotionsverfahren eréffnen zu lassen.

Hamburg, den 24. Januar 1999



Inhaltsverzeichnis

11
1.2.
1.3.

2.1
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.

3.1.
3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.
3.1.6.
3.1.7.
3.1.8.
3.1.9.
3.1.10.
3.1.11.
3.1.12.
3.1.13.
3.1.13.1.
3.1.13.2.
3.1.14.
3.1.15.
3.1.16.
3.1.17.

Inhaltsverzeichnis

Abkurzungen 1
Einleitung 3
Spannungsabhéngige Kaliumkanale 3
Proteintransport der Kv- al.4-Untereinheit im Modellsystem 6

Ziel der Arbeit 7
Material 8
Lésungen und Bakterienmedien 8
Zellkulturldsungen und Medie 13
Oligonukleotide 15

E. coli Bakterienstamm 17
Bezugsquellen verwendeter Materialien 17
Sicherheit und Entsorgung 17
Methoden 18
Molekularbiologische Methoden 18
Polymerase-Kettenreaktion 18
Restriktionsverdau von DNA 19
Mikrodialyse von DNA 19
Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 19
Phosphorylierung von DNA-Fragmenten 20
Auffullen Uberhéngender 5'-Enden 20
Gelelektrophorese von DNA 20
Isolierung von DNA aus Agarosegelen 21
Ligation von DNA-Fragmenten 21
Transformation von Bakterien 22
Herstellung kompetenter Bakterien 22

PCR aus Einzelkolonien 22
Plasmid-Isolierung 23
Plasmid-Isolierung aus Kulturen minimalen Volumens 23
Plasmid-Isolierung aus 70 ml-Kulturen 23
Photometrische Quantifizierung von DNA 24
Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten zur Hybridisierung 24
Southern-Blot-Analyse nach Gelelektrophorese 25
DNA-Sequenzierung 26



Inhaltsverzeichnis

3.1.17.1.
3.1.17.2.

3.1.18.
3.1.19.
3.1.20.
3.1.20.1

3.1.20.2.

3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.2.1.
3.2.2.2.
3.2.2.3.
3.3.
3.3.1.
3.3.1.1.
3.3.2.
3.3.2.1.
3.3.2.2.
3.3.3.
3.3.4.
3.3.5.
3.3.6.
3.4.
3.4.1.
3.4.1.1.
3.4.1.2.
3.4.2.
3.4.3.
3.4.3.1.
3.4.3.2.
3.4.3.8.
3.4.3.4.
3.5.
3.5.1.
3.5.2.
3.6.
3.6.1.
3.7.

Manuelle DNA-Sequenzierung
Automatische DNA-Sequenzierung
Gerichtete in vitro Mutagenese von DNA durch PCR
Herstellung der verwendeten rekombinanten Klone
RNA-Techniken
RNA-Synthese durch Transkription
Gelelektrophorese von RNA
Proteinchemische Methoden
Diskontinuierliche SDS-Polyacigmid-Gelelektrophorese
Western-Blot-Analyse
Elektrophoretischer Transfer
Membranféarbetechniken
Immunoprinting und ECL-Detektion
Zellkultur
Gewebekultur
Umsetzen der Zellen
Neuronenkultur
Reinigung der Deckglaser
Beschichtung der Deckglaser
Préaparation primarer hippocmapaler Neurone
Praparation primarer Neuronen des peripheren Nervensystems
Kultivierung der primaren Neuronenkulturen
Vitalitatstest an priméarkultivierten Neuronen
Proteinexpression
Transfektion von Expressionsvektoren
Kalziumphosohat-Methode
Transfektion mit kationischen Lipid-Reagentien
Mikroinjektion von Expressionsvektoren und cRNA
Infektion mit Semliki Forest Virus
Herstellung inaktiver rekombinater Viren
Aktivierung der rekombinanten Viren
Infektion
Bestimmung des Virustiters
Immunhistochemie
Fixierung der Zellen
Antikdrperinkubationen
Fluoreszenzmikroskopie
Konfokale Rasterlasermikroskopie
Elektrophysiologie

26
27
27
28
30
30
31
31
31
32
32
32
32
33
33
34
34
34
34
35
36
37
37
38
38
38
39
40
41
41
42
42
42
43
43
43
44
44
45



Inhaltsverzeichnis

3.8.

4.1.
4.2.
4.3.
4.3.1.
4.3.2.
4.4,
4.5.
4.6.
4.7.
4.7.1.
4.7.2.
4.7.3.
4.7.3.1.
4.7.3.2.
4.8.
4.9.

5.1.
5.2.
53.
5.4.
5.5.
5.6.

8.1.
8.2.
8.3

Computerunterstitzte Sequenzanalyse 46
Ergebnisse 47
Klonierung der Kv- a4.2-Untereinheit 47
Markierung der Kv-Kanéle mit EGFP 50
Funktionalitat der Konstrukte Kv1.4/EGFP und Kv4.2/[EGFP 54
Herterologe Genexpression in Gewebekulturzellen 54
Elektrophysiologische Charakterisierung von Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP 58
Konstruktion von Chiméren aus CD4-Rezeptor und Kva-Untereinheiten 61
Interaktion der CD4-Chiméaren mit PSD-95 64
Palmitylierung einer Kv p-Untereinheit 67
Heterologe Genexpression im Neuron 69
Chemische Transfektion von primarkultivierten hippocampalen Neuronen 69
Mikroinjektion in priméarkultivierte Neuronen der Oberren Zervikalganglien 69

Virale Proteinexpression im Neuron 70
Semliki Forest Virus Expressionssystem 71
Anwendung und Optimierung des SFV-Expressionssystems 71
Zellpolaritat der primérkultivierten hippocampalen Neuronen 75
Lokalisation der viral exprimierten Proteine zusammen mit zellspezifischen 79
Proteinen

Diskussion 83
Neuronales Expressionssystem 84
Kv-Konstrukte fir den direkten Proteinnachweis 86
Kv-Konstrukte fur den indirekten Proteinnachweis 88
Gerichteter Proteintransport nach viraler Expression 88
Palmitylierung der Kv1.1 B-Untereinheit 92
Ausblick 93
Zusammenfassung 95
Summary 97
Literaturverzeichnis 99
Anhang 108
Klonkarten 108
Veroffentlichungen und Kongref3beitrage 113
Lebenslauf 114
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V. Abklrzungen (soweit sie im Text nicht ndher erklart wurden)
A Ampere

Acc. Accessionnummer

Amp Ampicillin

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosin-5*-triphosphat

BES N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure

bp Basenpaare

Ci Curie

cDNA .coding” DNA
cRNA ,coding“ RNA
CTP Cytidin-5'-triphosphat

d Durchmesser
Da Dalton
DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2‘-Desoxyribonukleotid-5'-triphosphat
ddNTP 2, 3'-Didesoxyribonukleotid-5*-triphosphat
DOTAP N-[1-(2,3-Dioleyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium Methylsulfat

ECL verstarkte Chemilumineszenz

E. coli Escherichia coli

Fa. Firma

FCS fotales Kalberserum

FITC Fluoresceinisothiocyanat

fl. flissig

g Gramm, Erdbeschleunigung
GTP Guanosin-5'-triphosphat

h Hekto-  (x16) Stunde

HEPES  N-2-Hydroxyethylpiperazine-N*-2-Ethansulfonsaure
Hz Hertz

kb Kilobase

kDa Kilodalton

I Liter

LB Luria-Bertani

M Mega  (x10), Molar
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m Milli-  (x107%), Meter
migG Maus-Immunglobulin G
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MOPS 3-(N-Morpholino)-propansulfonsaure
MRNA  ,messenger” (Boten-) RNA
(m'G(5)ppp(5)G)

n Nano-  (x10°)

nt Nukleotid
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oD Optische Dichte

Q Ohm

P Pico-  (x10%)
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PVDF Polyvinyldifluorid
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RNA Ribonukleinsaure

rigG Kaninchen-Immunglobulin G

S Sekunde

SDS Natriumdodecylsulfat

Tm Schmelztemperatur

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
TTP Tymidin-5‘-triphosphat

U Einheit

UpM Umdrehungen pro Minute

UTP Uridin-5‘-triphosphat

uv Ultraviolettes Licht

Vv Volt

viv Volumen pro Volumen

wiv Gewicht pro Volumen



Einleitung

1. Einleitung

Die Nervenzelle (Neuron) stellt die kleinste konstituierende Einheit des Nervensystems
dar. Durch spezifische interzellulare Kontaktstellen, den Synapsen, sind die Neuronen
untereinander verschaltet. Diese Verschaltung ermdglicht die neuronale Kommunikation
zwischen den Neuronen in Form von elektrischen und chemischen Signalen. Dabei wird
eine gerichtete Informationsuibertragung durch die polarisierte Struktur eines Neurons
gewahleistet. Diese resultiert aus den vier morphologisch definierten Bereichen eines
Neurons, dem Zellkérper (Soma), den zur Informationsaufnahme befahigten Dendriten
(postsynaptisch), dem zur Signalweiterleitung befahigten Axon und den zur

SignalUbertragung spezialisierten prasynaptischen Endungen.

Auf molekularer Ebene werden elektrische Signale tUber den Fluf3 von lonen durch die
Plasmamembran initilert oder prozessiert. Spezielle Membranproteine, die lonenkanéle,
vermitteln dabei den lonenflul entlang des vorherrschenden elektrochemischen
Gradientens. Die unterschiedlichen lonenkanéle sind spezifisch in den pra- oder
postsynaptischen Zellkompartimenten der Neuronen lokalisiert (Kandel et al.; 1996).

1.1 Spannungsabhéangige Kaliumkanale

Innerhalb der Klasse der Kalium selektiven lonenkandle stellen die spannungsabhangigen
K*-Kanéle (Kv-Kanale) fur sich eine heterogene Proteinfamilie dar. Ein funktionaler Kanal
entsteht durch die Tetramerisierung von vier #Untereinheiten (MacKinnon, 1991;
Limann et al.,, 1992). Die Primarstruktur einer solchen #&wntereinheit ist in
Abbildung 1 dargestellt. Charakteristisch fif-Kanale sind die sechs membrandurch-
spannenden-Helices S1 bis S6. Die Kanalpore wird von der extrazellularen Seite durch
den mit H5 bezeichneten hydrophoben Loop und von der intrazellularen Seite durch das
verbindende Segment zwischen S5 und S6 (in der Abbildung mit S5/6 bezeichnet) sowie
dem zytoplasmatisch orientierten Bereich von S6 gebildet (Jan und Jan, 1992; Pongs,
1992; Chandy und Gutman, 1995). Die charakteristische Funktion eines Spannungssensors
ubt in den Kv-Kanélen das S4-Segment aus. Dort sind an jeder dritten Position innerhalb
der Aminoséauresequenz geladene Aminoséauren lokalisiert. Die beiden Proteinenden sind
zytoplasmatisch lokalisiert, wobei im aminoterminalen Bereich die fir die
Tetramerisierung verantwortlichen Doméanen (mit T1A und T1B gekennzeichnet)
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nachgewiesen worden sind (Li et al., 1992; Shen et al., 1993; Pfaffinger und DeRubeis,
1995).

Fur die Kva-Proteine wurden bisher acht Subfamilien beschrieben, die schematisch mit
Kvl bis Kv8 bezeichnet werden (Chandy et al., 1991). Innerhalb einer jeden Subfamilie
sind weitere Mitglieder identifiziert worden. Beispielsweise wurden in der Maus zwolf
Mitglieder der Kvla-Subfamilie nachgewiesen, entsprechend werden diese mit kvl.1

bis Kv1.12a bezeichnet (Aidley und Stanfield; 1996).

Abbildung 1: Struktur einer _a-Untereinheit eines A-Typ-K *-Kanals

aussen

Funktional lassen sich die verschiedenen Kv-Kandale in ,schnell-inaktivierende® (A-Typ)
oder ,nicht-inaktivierende” (delayed-rectifier) Kanale unterteilen. In der Abbildung 1 ist
eine a-Untereinheit eines typischen A-Typ-Kanals, dem Kvl.4, dargestellt. Charakte-
ristisch ist die Ballstruktur am N-Terminus. Dieser sogenannte Inaktivierungsball kann mit
der inneren Porentffnung in Wechselwirkung treten, wodurch die Pore blockiert, und der
Kanal schnell inaktiviert wird (N-Typ-Inaktivierung; Hoshi et al., 1990; Zagotta et al.,
1990; Ruppersberg et al., 1991, Isacoff et al., 1991). Bei einem anderen A-Typ-Kanal, dem
Kv4.2, ist die Existenz eines Inaktivierungsballes dagegen noch nicht eindeutig geklart.
Funktionale K-Kanale werden nicht nur durch die Tetramerisierung von identischen
Kv a-Untereinheiten gebildet, sondern kénnen auch durch unterschiedlicbater-

einheiten einer selben Subfamilie entstehen. Sogar das Assembly von Mitgliedern

4
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verschiedener Subfamilien wird zumindest vitro nachgewiesen. Die durch die
verschiedenera-Untereinheiten gebildeten Kv-Kanale zeichnen sich durch spezifische
kinetische und pharmakologische Eigenschaften aus.

Die hohe Diversitat an unterschiedlichen Kv-Kandlen erklart auch die Vielzahl von
Funktionen, die Kv-Kanéle erfullen. Sie sind nicht nur an der Repolarisation erregter
Neurone oder aber der Regulation des Membranruhepotentials von Zellen beteiligt,
sondern erfullen auch wichtige Funktionen bei der neuronalen Informationsverarbeitung
(Hille, 1995). Diese Vielzahl an Aufgaben impliziert naturlich auch, dafd nicht jedes
Gewebe die gleichen Kv-Kanéle exprimiert. So werden im Gehirn zwar alle Koteine
nachgewiesen, jedoch findet man in den einzelnen Gehirnarealen und auch in den
verschiedenen Zelltypen eines selben Areals ein spezifisches Expressionsmuster.
Zusatzlich dazu laf3t sich fur einige I&vProteine eine spezifische subzellulare Verteilung
nachweisen. Beispielsweise werden die beiden A-Typ-Kandle Kvl1.4 und Kv4.2 in
gleichen Neuronen des Hippocampus, jedoch in verschiedenen Zellkompartimenten
lokalisiert. Wahrend das Kvl.di-Protein in den axonalen Kompartimenten und préa-
synaptischen Terminalen lokalisiert ist, wird das Kv&tiZrotein im Soma und in
besonders hoher Dichte in den distalen dendritischen Auslaufern dieser Neurone
nachgewiesen (Sheng et al., 1992; Maletic-Savatic et al., 1995; Veh et al., 1995, Alonso
und Widmer, 1997). Die unterschiedliche Verteilung dieser beiden A-Typ-Kanale
innerhalb der gleichen Neurone bedeutet auch eine unterschiedliche Aufgabenverteilung.
So ist der Kvl.4 unter anderem an der Modulation von Form und Frequenz von
Aktionspotentialen beteiligt, wahrend die hohe Dichte des Kv4.2 in Dendriten dazu fihrt,
dal3 dort kein Aktionspotential generiert werden kann, oder aber eine Ruckkopplung des
Aktionspotentials aus dem Axon vermieden wird (Hoffman et al., 1997; Hoffman und
Johnston, 1998). An der synaptischen Plastizitat dieser Neurone sind vermutlich beide
A-Typ-Kanéle beteiligt, jedoch auf den entgegengesetzten Seiten der Synapse.

Die spezifische Expression in unterschiedlichen Geweben und Zelltypen ist offensichtlich
transkriptionell reguliert, dagegen laf3t sich die kompartimentspezifische Verteilung
innerhalb eines Neurons nur durch einen gerichteten Proteintransport erklaren. Da die
Kvl.4 und Kv4.2a-Proteine fur sich funktional ahnliche Kanale bilden und sich im
Grunde nur in den zytoplasmatisch orientierten Bereichen unterscheiden, sollten innerhalb
dieser Proteinbereiche auch die fur einen gerichteten Proteintransport bestimmenden
Signale verborgen sein.
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1.2. Proteintransport der Kv1.4 a-Untereinheit im Modellsystem

Die Mechanismen, die einem gerichteten Proteintransport der kvRréteine zu Grunde
liegen, sind noch unbekannt. Es wird jedoch vermutet, dal3 der Einbau in die Membranen
des endoplasmatischen Retikulums aufgrund der Hydrophobizitat der membran-
durchspannenden Segmente geschieht. Von dort gelangen die Proteine, eingebunden in
Vesikel, zum Golgi-Apparat. Spatestens im trans-Golgi-Netzwerk kommt es dann zu einer
Umverteilung der Proteine. Dabei werden die Proteine, vermutlich aufgrund von
determinierenden Sequenz- und/oder Strukturmotiven innerhalb des Proteins, in
spezifische Transportvesikel sortiert. Diese sind dann darauf spezialisiert, die Proteine an
den Ort ihrer Funktion zu transportieren, an dem sie dann in die Plasmamembran der Zelle
eingebaut werden (Hurtley, 1996).

Ein Modellsystem zur Analyse des gerichteten Proteintransportes stellt die heterologe
Genexpression in MDCK-Zellen daM@dine Darby Canine Kidney). Diese polaren
Epithelzellen verfigen Uuber zwei raumlich voneinander getrennte Membrankom-
partimente, die apikale und die basolaterale Membran (Rodriguez-Boulan und Sabatini,
1978; Matter und Mellman, 1994). Die Methode des heterologen Gentransfers und der
spezifische Nachweis der gerichtet transportierten Proteine a3t sich relativ einfach und
kompartimentspezifisch durchfihren. So sind fur eine Reihe von Membranproteinen die
den Transport bestimmenden Proteinsignale identifiziert worden, wobei allerdings bisher
kein allgemeingultiges Konzept abgeleitet werden konnte. So ergab die Analyse des
Transportverhaltens des Kvld-Proteins in diesem Modell, dal3 die Deletion von

73 Aminosduren am C-Terminus zu einem ungerichteten Proteintransport fuhrte
(La Maout, et al.,, 1996). Weiter konnte die putative, den Transport determinierende,
Proteindoméne auf den Bereich von 16 Aminoséauren (Aminosaurebereich 557-573 von
insgesamt 646 Aminosauren im KvlodProtein) eingegrenzt werden. Allerdings reicht
auch die Mutation einer einzigen Aminosaure (Tyrosin an Position 590) im carboxy-
terminalen Bereich aus, die Proteinstruktur derartig zu verandern, dafl3 das Protein ebenfalls
nicht mehr gerichtet transportiert wird (Bartelsen, 1995).

Ein Nachteil des MDCK-Modells besteht in der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die
Bedingungen im Neuron. So steht das Transportverhalten des #xRrdteins nicht in
Einklang mit der zum MDCK-Modell bestehenden Hypothese. Der Transport in die
basolateralen Membranen entspricht danach einer somatodendritischen Orientierung im
Neuron. Entsprechend sind axonale und apikale Orientierung einander kompatibel (Dotti
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und Simons, 1990; Ikonen et al., 1993; De Hoop et al.; 1995). Es gibt eine Reihe von
Proteinen, die diese UnregelmaRigkeit aufweisen, beispielsweise wird das in die
Plaquebildung bei Morbus Alzheimer involvierte APBmgloid precursor protein)
ebenfalls basolateral bzw. axonal sortiert (Tienari et al., 1996).

Es ist fraglich, ob sich die Polaritdten oder Transportmechanismen zwischen polaren
Epithelzellen und neuronalen Zellen wirklich vergleichen lassen.

1.3. Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, ein neuronales Expressionsystem zu etablieren, das in Bezug
auf die Analyse eines gerichteten Proteintransportes von bestimmtarPKoteinen den

Bedingungernn vivo weitestgehend entspricht.

Die Kv1.4 a- und Kv4.2a-Proteine bilden homologe A-Typ-Kanéle mit vergleichbaren
kinetischen Eigenschaften. Da sich ihre Struktur nur im Bereich der zytoplasmatisch
orientieren Proteinenden unterscheidet, sollte die nachgewiesene kompartimentspezifische
Verteilung der Kanale durch diese Bereiche determiniert sein. Die Ergebnisse aus dem
MDCK-Modell (siehe 1.2.) deuten auf die Existenz einer putativen Transportdoméne
innerhalb des zytoplasmatischen C-Terminus hin.

Zur Analyse des gerichteten Proteintransportes dieser beidenUsitereinheiten wurden
Konstrukte entwickelt, die auch in Gegenwart von endogenen Kvl1.4 und Kv4.2
o-Proteinen nach einer heterologen Genexpression in einer neuronalen Zelle spezifisch
nachgewiesen werden kénnen.

Mit diesen Konstrukten wurde dann eine Methode des Gentransfers etabliert, die eine
heterologe Proteinexpression in einem polarisierten Neuron ermdglicht. Dabei fanden die
Aspekte einer einfachen Handhabung und der Reproduzierbarkeit der Expressions-
ergebnisse Berlicksichtigung.
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2 Material
2.1.
Blocklésung 10 % (viv)
(Immunhistochem)e 0,2 % (wh)

0,3 % (w/v)
Denaturierungspuffer 05 M
(Southern-Blat 15 M
Denhardt's Reagenz (200 x) 40 g/l
(Southern-Blat 40 g/l

40 g/l
Dextranblau-Lésung 0,01 % (w/v)
(DNA-Markierung 100 mM

50 % (V/Iv)
DNA-Probenpuffer (10x) 200 mMm
(DNA-Gelg 40 % (wiv)

0,05 % (w/v)

Entfarbelésung 30 % (vIv)
(Proteingelé 10 % (viv)
dNTP-Stammldsung 20 mM
(PCR
Entfarbelésung 30 9% (viv)
(Proteingelé 1 % (VIv)
Farbelésung 40 % (v/v)
(Proteingelé 10 % (viv)

0,1 % (w/w)
Heringssperma-DNA-L6sung 10 mg/mi

(Southern-Blat

Lésungen und Bakterienmedierin alphabetischer Reihenfolge)

Pferdeserum (Fa. Biother) in PBS
Rinderserumalbumin (BSA)
Triton X-100

NaOH
NacCl

Ficoll 400
BSA
Polyvinylpyrrolidon

Dextranblau
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glycerol

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ficoll 400
Xylencyanol ff

Methanol
Essigsaure

pro dATP, dCTP, dGTP, dTTP
Methanol

Essigsaure
Methanol

Essigsaure

Serva Blau R250

Heringssperma in TE-Puffer
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Hybridisierungslésung
(Southern-Blat

Klenow-Puffer (10x)
(Auffillreaktion

Laufpuffer

(SDS-PAGE

LB-Medium

LB/Amp-Medium

LB/Amp-Platten

LB/Kanamycin-Medium

LB/Tetracyklin-Platten

Ligationspuffer (10x)
(DNA-Ligation

Losung |
(Plasmidisolieruny

Losung Il
(Plasmidisolieruny

6

5
2
50

500
100

25

192

0,1

10

10

100

15

100

25

15

25

200

100
100

25
10
50

200

X

X

% (W/V)
% (V/IV)

mM
mM

mM
mM
% (W/V)

g/l
g/l
g/l

pg/mi

g/l
mg/|

pg/mi

g/l
mg/I

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM

mM
% (W/V)

SET-Puffer
Denhardt's Reagenz
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Formamid

Tris/HCI, pH 7,6
MgCl

Tris
Glycin
SDS

Caseinhydrolysat, pH 7,4
NaCl
Hefeextrakt autoklaviert

Ampicillin in LB-Medium

LB-Medium
Bacto-Agar autoklaviert
Ampicillin

Kanamycin in LB-Medium

LB-Medium
Bacto-Agar autoklaviert
Tetracyklin

Tris/HCI, pH 7,9
MgCl,

Dithiotreitol (DTT)
ATP

Tris/HCI, pH 8,0
EDTA
D-Glucose

NaOH
SDS
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Losung Il
(Plasmidisolieruny

Megaprime-Puffer
(DNA-Markierung

MOPS-Puffer (10x)
(RNA-Ge)

Neutralisierungspuffer

(Southern-Blat

PBS (20 )

PCR-Puffer (10x)

Polynukleotidkinase-
Puffer (10x)

Premix-Puffer
(RNA-Ge)

Probenpuffer (2x)
(SDS-PAGE

3 M
200 mM

0,3 mM
jeweils 0,1 mM

50 mM
25 mM

200 mM
10 mM
50 mM

0,5 M
15 M

3 M
161 mM

39 mM

100 mM
500 mM
1 %

700 mM
100 mM
5 mM

10 mM

25 mM
22,6 % (v/v)
64,5 % (VIV)

250 mMm
5 % (w/v)
10 % (wiv)
20 % (wiv)
0,05 % (w/v)

KOACc
Eisessig, pH 6,0

Tris/HCI, pH 7,5
dATP, dGTP, dTTP

B-Mercaptoethanol
MgCl,

MOPS, pH 7,0
EDTA, pH 8,0
NaOAc, pH 4,8

Tris/HCI, pH 7,4
NacCl

NaCl

NaHPO,

KH,PO, autoklaviert
Tris/HCI, pH 9,0

KCI

Triton X-100

Tris/HCI, pH 7,6
MgCl

DTT

ATP

MOPS-Puffer (10x)
Formaldehyd (37%)
Formamid

Tris/HCI, pH 6,8
SDS
B-Mercaptoethanol
Glycerol
Bromphenolblau oder Pyronin Y
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Material

Puffer PE 70 % Ethanol

(DNA-Isolierung 100 mM NacCl

10 mM Tris/HCI, pH 7,5
Puffer P1 50 mM Tris/HCI, pH 8,0
(Plasmidisolierungy 10 mM EDTA

100 pg/mi Ribonuklease (RNase) A

Puffer P2 200 mM NaOH
(Plasmidisolierungy 1 % (w/lv) SDS
Puffer P3 3 M KOAc, pH 5,5

(Plasmidisolieruny

Puffer QBT 750 mM NacCl
(Plasmidisolierungy 50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (viv) Isopropanol
0,15 % (w/v)  Triton X-100

Puffer QC 1 M NacCl
(Plasmidisolieruny 50 mM MOPS, pH 7,0
15 % (viv) Isopropanol
Puffer QF 1,25 M NaCl
(Plasmidisolieruny 50 mM Tris/HCI, pH 8,5
15 % (viv) Isopropanol
Puffer QX-1 3 M Nal
(DNA-Isolierung 4 M NaClQ,
10 mM Natriumthiosulfat
10 mM Tris/HCI, pH 7.0
RNA-Probenpuffer 95 9% (v/v) Formamid
(RNA-Ge) 0,5 mM EDTA

0,025 %(wiv) SDS
0,025 % (w/v) Bromphenolblau
0,025 % (w/v)  Xylencyanol ff
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Material

Sammelgelpuffer (4x)
(SDS-PAGE

Sequenase-Puffer (5x)
(DNA-Sequenzierung

500 mM
0,4 % (whv)

200 mM

100 mM
250 mM

Tris/HCI, pH 6,8
SDS

Tris/HCI, pH 7,5
MgCl

NacCl

Sequenase-Labeling-Mix (zum Einbau von radioaktiv markiertem dATP)

(DNA-Sequenzierung

Sequenase-Stop-Mix
(DNA-Sequenzierung

0,05
0,05

75 UM

20 mM
95 % (VIV)
% (W/v)
% (W/v)

pro dCTP, dGTP, dTTP

EDTA
Formamid
Bromphenolblau
Xylencyanol ff

Sequenase-Terminations-Mix (am Beispiel fir den ddG-Terminations-Mix)

(DNA-Sequenzierung

SET-Puffer (20x)
(Southern-Blot

SOB-Medium
(kompetente Bakterign

SP6-NTP/CAP-Mix
(in vitro Transkription

SSC-Puffer (20x)

(Southern-Blat

TAE-Puffer (50x)
(DNA-Gel-Laufpuffer

80 uM
8 um
50 mM

3 M
400 mM
20 mM

20 g/l
5 gl
0,5 g/l

10 mM

10 mM
2 mM
8 mM

3 M
300 mM

2 M
100 mM

pro dGTP, dATP, dTTP, dCTP
ddGTP
NaCl

NacCl
Tris/HCI, pH 7,4
EDTA

Caseinhydrolysat
Hefeextrakt
NacCl
KCI autoklaviert

pro ATP, UTP, CTP
GTP
Cap-Analogon (ﬁG(S')ppp(S')G)

NacCl
Natriumzitrat, NaOH pH 7,2

Tris/Acetat, pH 8,0
EDTA
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Material

TE-Puffer 10 mM Tris/HCI, pH 7,9

1 mM EDTA autoklaviert
TEB-Laufpuffer (10x) 0,89 M Tris/HCI, pH 7,9
(DNA-Sequenzierung 0,89 M Borsaure
10 mM EDTA
TB-Puffer 3 g/l Pipes, pH 6,7
(kompetente Bakterign 15 mM CaCl
250 mM KCI
10,88 dll MgCl, steril filtriert
Transferpuffer | 25 mM Tris/HCI, pH 7,9
(Western-Blot 192 mM Glycin

30 % (viv) Methanol
0,01 % (w/v) SDS

Trenngelpuffer (4x) 15 M Tris/HCI, pH 8,8
(SDS-PAGE 04 % (wlv) SDS
2.2. Zellkulturlésungen und Medien

Es wurden in der Regel Fertiglosungen der Firmen Gibco BRL (G) und SIGMA (S)
verwendet.

BBS-Puffer (2x) BES gepufferte Losung
50 mM BES S
280 mM NaCl S
1,4 mM NaPQOy/HCI, pH 6,95 (26C) S
HBSS Hank’s gepufferte Kochsalzlésung G
HBSS-Puffer Hank’s gepufferte Kochsalzlésung G
+ 10 mM HEPES G
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Material

OPTI-MEM |

PBS

HEK293 Nahrmedium

+ 4
+ 50
+10

COSs-7 Nahrmedium

CHO Nahrmedium
+ 4
+ 50
+10

Neuronen Plating-Medium

+ 0,6
+ 10

Neuronen N&ahrmedium

(Hippocampus)
+ 0,6
+ 100
+ 5
+ 20
+ 100
+ 30
+ 1
+ 0,1

Serumreduziertes Medium, fl G
HEPES,
2,4 g/l NaCOs;, Natriumpyruvat, Hypoxanthin, Thymidin,

(Modifizierung von MEM mit L-Glutamin,

Spurenelementen, Wachstumsfaktoren, 1,1 mg/l Phenolrot)

Dulbecco’s PBS, fl. G
(ohne C&', Mg?*, Na,CO,)

Dullbecco’s MEM/Nutrient Mix F12, fl. G
(ohne L-Glutamin)
mM L-Glutamin G
u/ml Penicillin/Strptomycin G
% (viv) FCS Biochrom

siehe HEK-293

MEM Alpha Medium, fl. G

(mit Nukleotiden, L-Glutamin)

mM L-Glutamin G

u/ml Penicillin/Streptomycin G

% (viv) FCS Biochrom
MEM, fl. G

(mit Earle’s Salzen, L-Glutamin)

% (w/v)  Glucose S

% Pferdeserum Biother
MEM, fl. G

(mit Earle’s Salzen, L-Glutamin)

% (w/v)  Glucose S

pg/mi Transferrin Dianova

pa/mil Insulin S

nM Progesteron S

uM Putrescin S

nM Natrium-Selenit S

mM Natrium-Pyruvat S

% (w/v) Huhnerei-Albumin S
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Material

L-15 Medium Leibovitz’s L-15, fl. S
(ohne L-Glutamin)

Neuronen Nahrmedium L-15 Medium S
(SCG-Neurone) (ohne L-Glutamin)

+ 24 mM NaHCQ S

+ 10 % (viv) FCS Biochrom

+ 38 mM Glucose S

+ 2 mM L-Glutamin S

+ 50 U Penicillin, Streptomycin G

+ 50 ng/ml NGF(Nerve Growth Factor) 7S S

2.3. Oligonukleotide

Die Oligonukleotidsynthese wurde bei den Firmen MWG und Pharmacia in Auftrag
gegeben. Folgende Oligonukleotide wurden in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als
Primer bzw. zur DNA-Sequenzierung der verwendet:

Die mit kleinen Buchstaben wiedergegebenen Nukleotide stehen fir degenerierte Positionen des

Oligonukleotids.

Namen des Primers Nukleotidsequenz Homologie zum

Klonierung Kv4.2

Ral5A GTACACCATCGTCACCATG (+)-Strang Kv4.2
Shal+1818 AAGGGCACAGAAGAAAGCGAGGC (+)-Strang Kv4.2
Shal+1896 CGGAATGGGTTACTGAGCAAC (+)-Strang Kv4.2
Shal+1918 CAACTGCAGTCCTCGGAGGAT (+)-Strang Kv4.2
Shal+1933 GGATGAACCGGCCTTCGTTAG (+)-Strang Kv4.2
Ral5B CATGCAGagcTCTTCAAAGA (-)-Strang Kv4.2
Shal-2452. (Xba |) | CctctAGa GCTCCCATGCgCgCAGACCTGTGCC (-)-Strang Kv4.2
Shal-2589 TCTATGAATCTATGGATATACGGCG (-)-Strang Kv4.2
(bindet nicht im cDNA-Klon)
Shal-2735 GGGACAGATAATGCACTGGG (-)-Strang Kv4.2
Shal-2953 TTTGTAGGGTCTGGATTTTCGATAAG (-)-Strang Kv4.2

Klonierung Kv1.4/GFP:

RAGFP5 GCTGTGGAGACTGATGTGATGAGTAAAGGAGAAGAAGCH)-Strang M1
RAGFP3 GTTCTTCTCCTTTACTCATCACATCAGTCTCCACAGC]| (-)-Strang M2
GFP-743 CGGGATCCTTACTTGTATAGTTCATCCAT (-)-Strang GFP
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Material

Klonierung GFPsgst

GFP+S65T GTCACTACTTTCACTTATGGTGTTC (+)-Strang GFP

GFP-S65T GAACACCATAAGTGAAAGTAGTGAC (-)-Strang GFP
Klonierung Kv4.2/EGFP:

Ral4A GTGCGCAGTGTCATGAGTA (+)-Strang Kv4.2

42EFPP CGTCAGGGTGTCTGCTTTGGTGAGCAAGGGCGAGGAGEStrang M1

EFP42M GCTCCTCGCCCTTGCTCACCAAAGCAGACACCCTGAG-Strang M2

EGFRE1H1 CGGAATT@ACTTGTACAGCTCGTCC (+)-Strang EGFR
Klonierung Kv1.4 in pcDNAS.1:

RAH3NHE1 CCQAGCTGCTACCACCATGGAGGTGGCAATGGTGAG+)-Strang Kv1.4

R4 #341 TTTCATTTGGGCTTCGAAGCGTAG (-)-Strang Kv1.4
Klonierung Kv1.4/EGFP:

R4 #271 GAACAGACagAtCTGACCCAAA (+)-Strang Kv1.4

R4Aat2M GAGATTCHACGTCAGTCTCCACAGCC (-)-Strang M1

EGFPAat2P CTGACGTGTGAGCAAGGGCGAGGAGC (+)-Strang M2
Klonierung CDex+tm)/KV4.2c):

SH-CD4 GTGGTAGATCCGACTGAAGTTGCACCTGACACAGAAGAARang M2

CD4+934 GGTGATGAGAGCCACTCAG (+)-Strang CD4

CD4+SH TCTTCTTCTGTGTCAGGTGCAACTTCAGTCGGATCTAGEAGrang M1
Klonierung CD4op

CD4A42 TCTTCTTCTGTGTCAGGACTTCAGTCGGATCTACCA{+)-Strang M1

42ACD4 GTGGTAGATCCGACTGAAGACCTGACACAGAAGAAGH-)-Strang M2

Klonierung pSFV- CQex+m)/KV4. 2cy:

XCD4 - (AccB5 )

TAAGGTACCGGAAACCGGGGAGTCCCTTTTAG

(+)-Strang CD4

XERVP - (EcoR V) | TCGGATATCACCATGGGTCGGGATCTGTACG (+)-StrangXpress

CD4-1132 GGCAGAACCTTGATATTGGAT (-)-Strang CD4
Sequenzierprimer:

767pCMV GACGCAAATGGGCGGTAGG (+)-Strang

SFV+7295 GGCCACCTTGGCGAGGGAC (+)-Strang SFV-1

SFV-7496 GGCTGCAACGGCCAAGGACG (-)-Strang SFV-1

R4Pend GGAAAGGGGGATGACAGCG (+)-Strang Kv1.4
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Material

2.4, E. coli Bakterienstamm

XL1-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, ralAl, lac [F'proAB,
laci9ze M15, Tn10, (TS, (Fa. Stratagene).

2.5. Bezugsquellen verwendeter Materialien

Wenn im Text nicht explizit erwahnt, wurden Chemikalien, L6sungen und Medien von den
Firmen Gibco BRL, Fluka, Merck, Riedel de Haen, Serva oder SIGMA bezogen. Fur die
enzymatischen Reaktionen wurden Enzyme der Firmen Boehringer Mannheim,
GibcoBRL, MBI Fermentas, New England Biolabs, Pharmcia, Promega und SIGMA

verwendet.

2.6. Sicherheit und Entsorgung

Bei allen verwendeten Chemikalien wurden die R- und S-Satze sowie die
Entsorgungshinweise der jeweiligen Firmen beachtet, Waren diese nicht vorhanden, so
wurden die Chemikalien mit &uRRerster Vorsicht gehandhabt, als waren sie gesund-
heitsgefahrdend. Organische Losungen wurden in den entsprechenden Sammelbehéltern
nach Schadstoffkategorien getrennt.

Biologisches Material und Arbeitsmaterialen, die mit rekombinanten Nukleinsduren in
Kontakt gekommen waren, wurden autoklaviert.

Beim Umgang mit radioaktiven Stoffen wurden die vom Gesetzgeber vorgeschriebenen
Sicherheitsvorkehrungen sowie die im Zentrum fir Molekulare Neurobiologie Hamburg
gultigen Strahlenschutzanweisungen (ZMNH) eingehalten. Radiochemikalien und
Materialien, die mit Radioaktivitat in Kontakt gekommen waren, wurden gesammelt und
vom Hersteller entsorgt.

Losungen und Materialien, die mit kanzerogenen und mutagenen Stoffen kontaminiert
waren, wurden dem Sondermiill zugefuhrt.

Die gentechnischen Arbeiten wurden in einem Labor der Sicherheitsstufe S1 des Instituts
fir Neurale Signalverarbeitung im ZMNH  durchgefihrt, das bei der Freien und
Hansestadt Hamburg in der Umweltbehdrde im Amt fur Technik und Umweltschutz
registriert ist.
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3. Methoden
3.1. Molekularbiologische Methoden
3.1.1. Polymerase-Kettenreaktion

(Saikiet al, 1988)

Die Amplifikation von DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde in einem
sterilen Reaktionsgefal3 in einem Gesamtvolumen von 20 pl (oder 50 ul) durchgefihrt.
Dazu wurde zur jeweiligen DNA-MatrizeTémplate 50 ng Plasmid-DNA, 1 ug
genomische DNA oder cDNA-Bibliothek ) folgender Ansatz pipettiert:

je 25 pMol der Oligonukleotidprimer,

2 (5) pl PCR-Puffer (10 x Puffer),

0,2 mM dNTP-Stammlésung,

1,5 mM MgC} und

1.2 U DNA Polymerase.
Der Ansatz wurde mit Paraffinél (50 pl) tberschichtet. Die Polymerase-Kettenreaktion
wurde in einem TrioBlock (Fa. Biometra) oder in einem RoboCycler (Fa. Stratagene)
durchgefuhrt Nach einem ersten Denaturierungsschritt (95°C, 5 min) wurde die DNA in

15-35 Temperaturzyklen mit folgenden Temperaturschritten amplifiziert:

Denaturierung 95°C 30 Sekunden (RoboCykler), 60 Sekunden (Biometra)
Primerhybridisierung 45 Sekunden (RoboCykler), 60 Sekunden (Biometra)
Synthese 72°C 60 Sekunden pro kb

Zum Abschlul3 der Polymerase-Kettenreaktion wurde der Reaktionsansatz in der Regel bei
72°C fur 10 min inkubiert.
Der Tm-Wert verwendeter Oligonukleotide wurde nach folgender Naherung berechnet:

Tm={4 (G+C) + 2 (A+T)} - 4°C
Besallen die verwendeten Primer unterschiedlichgn-Werte, wurde die
Primerhybridisierung bei dem niedrigerermyWert durchgefuhrt. Fur jede fehlende
Basenpaarung zwischen Primer und Templatsgmatch wurde der f-Wert um 4°C

herabgesetzt.
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Das PCR-Produkt wurde durch Gelelektrophorese analysiert oder gereinigt und

entsprechend weiterverarbeitet.

3.1.2. Restriktionsverdau von DNA
(Sambrooket al, 1989)

Der Reaktionsansatz von 0.5 DNA wurde mit der doppelt berechneten Menge an
Restriktionsendonuklease fur 1-2 Stunden der Vorschrift des Herstellers entsprechend
(Puffer und Temperatur) inkubiert. Durch die Zugabe von EDTA (Endkonzentration

2 mM) oder Inkubation bei 75°C fur 15 min wurde der Restriktionsverdau gestoppt und
die entstandenen Fragmente elektrophoretisch getrennt. Bei gleichzeitigem Verdau mit
mehreren Enzymen wurden die dafir veranderten Enzymmengen nach Empfehlung des
Herstellers eingesetzt. War ein Doppelverdau aufgrund der notwendigen
Pufferbedingungen nicht maoglich, wurde sequentiell verdaut und zwischen den
Restriktionen das erste Enzym durch Hitze inaktiviert sowie eine Mikrodialyse (siehe

3.1.3.) des Reaktionsansatzes durchgefihrt.

3.1.3. Mikrodialyse von DNA

Bis zu 50 ul eines Reaktionsansatzes wurden auf einen Mikrodialysefilter (Durchmesser
13 mm, Porengrof3e 0,025 um, Fa. Millipore), der in einer Petrischale auf bidestilliertem
Wasser schwamm, pipettiert und bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30 Minuten wurde
der dialysierte Ansatz abgenommen und entsprechend weiterverarbeitet.

3.1.4. Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
(Sambrooket al, 1989)

Zur Dephosphorylierung wurde der Reaktionsansatz auf 50 mM Tris/HCI (pH 9,0)
eingestellt und mit einer Einheit alkalischer Phosphatase pro 50 pMol 5-Enden bei 37°C
fur 40 min inkubiert. Die Enzymaktivitat wurde durch Hitze inaktiviert (15 min, 75°C) und

die dephosphorylierte DNA anschlie3end durch Gelelektrophorese gereinigt.
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3.1.5. Phosphorylierung von DNA-Fragmenten
(Sambrooket al, 1989)

Der zu phosphorylierende Ansatz wurde mit der entsprechenden Menge
Polynukleotidkinase-Puffer versetzt, mit einer Einheit T4 Polynukleotidkinase pro 50 pMol
5-Enden bei 37°C fur 30 min inkubiert und anschlie@end durch Gelelektrophorese
gereinigt.

3.1.6. Auffillen Gberhdngender 5'-Enden
(Sambrooket al, 1989)

Zum Auffullen nicht kompatibler, tberhédngender 5-Enden von DNA-Fragmenten wurde
dem entsprechenden Ansatz nach dem Restriktionsverdau dNTP bis zu einer Konzentration
von 125 pM sowie die erforderliche Menge Klenow-Puffer zugegeben. Dieser
Reaktionsansatz wurde mit einer Einheit DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) bei
Raumtemperatur fur 20 min inkubiert und anschlieend durch Zugabe von EDTA
(Endkonzentration 2 mM) gestoppt.

3.1.7. Gelelektrophorese von DNA
(Sambrooket al, 1989)

Die elektrophoretische Trennung von DNA-Fragmenten wurde in horizontalen
Agarosegelen in GNA-100 Elektrophoresekammern (Fa. Pharmacia) in 1 x TAE-Puffer
durchgefuhrt. Fur das Gel wurde je nach erwarteter Fragmentgrof3e eine
Agarosekonzentration zwischen 0,5 und 2% (w/v) gewahlt. Zur UV-Detektion der DNA-
Fragmente wurde dem Gel Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0,4 pg/ml
Gelpuffer zugesetzt. Die zu analysierende DNA-L6sung wurde in dem entsprechenden
Volumen DNA-Probenpuffer aufgenommen und in die Probentaschen des Agarosegels
pipettiert. Die Dauer der Elektrophorese bei einer Spannung von 90-150 V richtete sich

nach den Erfordernissen der jeweiligen Trennung.
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3.1.8. Isolierung von DNA aus Agarosegelen
(QIAGEN QIAEX Il Handbook, QIAGEN, 1996; Vogelstein und Gillespie,
1979)

Zur Isolierung von DNA aus Agarosegelen wurden zwei Methoden angewendet, die
Adsorption an QIAEX ll-Partikel oder die Zentrifugation durch Glaswolle.

Bei der QIAEX II-Methode wurde das DNA enthaltende Gelstlick ausgeschnitten, in einem
ReaktionsgefaR mit 1 ml Puffer QX-1 versetzt und mit 10 pl sorgfaltig resuspendierten
QIAEX lI-Partikeln Zusammensetzung vom Hersteller nicht vertffenliahier Schitteln

bei 50°C fur 10 min inkubiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge,
30 s, 14000 x g), der Uberstand abgenommen und der Niederschlag in 0,5 ml Puffer QX-1
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Niederschlag zweimal mit 0,5 ml
Puffer PE gewaschen und anschlieRend bei Raumtemperatur fur 3 min getrocknet. Die
DNA wurde durch Inkubation mit 20 pl TE-Puffer bei Raumtemperatur oder fur DNA-
Fragmente grol3er als 3 kb bei 50°C fiir 10 min eluiert und durch Zentrifugation von den
QIAEX lI-Partikeln getrennt.

Bei der Isolierung mittels Zentrifugation durch Glaswolle wurde das DNA enthaltende
Gelstiuick ausgeschnitten und in ein 0,5 ml-Reaktionsgefal3 Gberfuhrt, das vorher mit einem
kleinen Loch im Boden versehen und im unteren Drittel mit silanisierter Glaswolle gefullt
worden war. Das 0,5 ml-Reaktionsgefald wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald gestellt und
zentrifugiert (Eppendorf Tischzentrifuge, 10 min, 10000 x g). DNA sowie Puffer passieren
im Gegensatz zur Agarose die Glaswolle und befinden sich dann im 1,5 ml-Reakti-
onsgefal.

3.1.9. Ligation von DNA-Fragmenten
(Sambrooket al, 1989)

In einem Reaktionsvolumen von 20 wurden 10-30 ng Vektor-DNA mit der dreifachen

molaren Menge an Fragment-DNA in Ligationspuffer mit einer Einheit T4-DNA-Ligase
bei Raumtemperatur fur 1-2 h oder bei 14°C fur 12-16 h inkubiert.
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3.1.10. Transformation von Bakterien
(Sambrooket al, 1989)

Ein Volumen von 50-100 pl kompetenter (siehe 3.1.11.) Bakterien wurden mit 10-20 pl
Ligationsansatz (siehe 3.1.9.) oder 30 ng Plasmid-DNA fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach
Hitzeschock fur 90 sek bei 42°C und Abkuhlen fir 5 min auf Eis, wurde der
Reaktionsansatz auf LB/Amp-Platten (oder in Gegenwart des vom Vektor-Resistenzgens

vorgegebenen Antibiotikums) ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.1.11. Herstellung kompetenter Bakterien
(Inoueet al, 1990)

Bakterien desE. colirStammes XL1-Blue wurden auf einer LB/Tetracyklin-Platte
ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C kultiviert. Es wurden 125 ml SOB-Medium mit
5 Kolonien angeimpft, Magnesium zugesetzt (Endkonzentration: 10 mM Mg@aud

10 mM MgSQ1) und dieser Ansatz bei 22-25°C bis zu einer optischen Dichte von
ODg,=0,5 kultiviert. Nach Abkuhlen (10 min, 0°C) und Zentrifugation (Sorvall RC 28S,
Rotor HS-4, 15 min, 4°C, 2500 x g) wurde der Bakterienniederschlag in 40 ml TB-Puffer
in der Kéalte resuspendiert, weitere 10 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert. Der
Niederschlag wurde in 10 ml TB-Puffer in der Kalte resuspendiert und nach Zugabe von
750 pl Dimethylsulfoxid fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellsuspension wurde
aliquotiert (200 pl), in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wurde ein Aliquot der kompetenten Zellen mit
einer Plasmidlésung bekannten DNA-Gehaltes (1 ng/ul) transformiert und nach tber Nacht
Inkubation die Anzahl an Bakterienkolonien bestimmt. Fur Transformationsreaktionen
wurden ausschlieBlich kompetente Zellen mit einer Effizienz von mehr al$ Bzkihien

pro pg Plasmid-DNA verwendet.

3.1.12. PCR aus Einzelkolonien

Zur Selektion positiver Klone wurden einzelne Bakterienkolonien eines transformierten

Ligationsansatzes mit einer sterilen Pipettenspitze von der LB/Amp-Platte abgenommen
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und in 20 pl bidestilliertem ¥ resuspendiert. Von dieser Bakteriensuspension wurden
10 ul als DNA-Matrize in einer Polymerase-Kettenreaktion (siehe 3.1.1.) eingesetzt. Bei
Nachweis des gewiinschten DNA-Fragmentes wurden mit den restlichen 10 pl
Bakteriensuspension 70 ml LB-Medium angeimpft.

3.1.13. Plasmid-Isolierung

3.1.13.1. Plasmid-Isolierung aus Kulturen minimalen Volumens
(Le Gouillet al, 1994)

Ein Volumen von 3 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer Plasmid tragenden Einzel-
kolonie desE. coli-Stammes XL-1 Blue angeimpft und bei 37°C im Warmluftschiittler
(180 UpM) kultiviert. Nach 10-14 h wurden 1,5 ml dieser Bakterienkultur in ein
Reaktionsgefal dberfihrt und bei Raumtemperatur fir 2 min zentrifugiert (Eppendorf
Tischzentrifuge, 6000 UpM). Der Niederschlag wurde in 100 ul Lésung | vollstandig
resuspendiert und bei Raumtemperatur nacheinander mit 200 pl Lésung II, 200 pl
Chloroform und 150 pl Losung 1l versetzt. Dieser Reaktionsansatz wurde gut durchmischt
und fur 2 min zentrifugiert (14000 UpM). Die waldrige Phase wurde abgenommen und die
darin enthaltende Plasmid-DNA mit 0,9 ml Ethanol (absolut) versetzt und sofort bei 4°C
fir 10 min zentrifugiert (14000 UpM). Das DNA-Prazipitat wurde mit Ethanol (75%)
gewaschen, fir 3 min bei Raumtemperatur getrocknet und in 20 pl TE-Puffer gelost.

3.1.13.2. Plasmid-Isolierung aus 70 ml-Kulturen
(QIAGEN Plasmid Purification Handbook, QIAGEN, 1997)

Es wurden 70 ml LB/Amp-Medium mit einer Plasmid tragenden Einzelkolonie des
verwendetenE. colrStammes angeimpft und 10-14 h bei 37°C im Warmluftschuttler
(180 UpM) inkubiert. Die Bakterienkultur wurde fir 10 min zentrifugiert (15 min, 4°C,
6000 x g, Tischzentrifuge 2K15, Fa. Sigma). Das Bakterienprazipitat wurde in 4 ml Puffer
P1 resuspendiert, mit 4 ml Puffer P2 versetzt und durch Invertieren (5x) des
Reaktionsgefal3es durchmischt. Nach einer Inkubationsphase von 5 min bei Raumtem-

peratur wurden 4 ml Puffer P3 (4°C) zugesetzt, durch Invertieren durchmischt und weitere
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5 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz bei 4°C fur 30 min
zentrifugiert (30000 x g) und der Uberstand auf eine mit 2 ml Puffer QBT &quilibrierte
QIAGEN-tip 100-Séaule gegeben. Die Saulen wurden im freien Flul3 ohne Pumpe gefahren.
Nach zwei Waschschritten mit jeweils 4 ml Puffer QC wurde die Plasmid-DNA mit 3 ml
Puffer QF eluiert, durch Zugabe von 2,1 ml Isopropanol gefallt und durch Zentrifugation
(30000 x g) bei 4°C fur 30 min prazipitiert. Der DNA-Niederschlag wurde mit 1,5 ml
Ethanol (70%) gewaschen, fir 3 min bei Raumtemperatur getrocknet und in 100 pl TE-
Puffer aufgenommen. Bevor die Reinheit und Ausbeute durch Photometrische
Quantifizierung (siehe 3.1.14.) oder durch Gelelektrophorese (siehe 3.1.7.) bestimmt
wurde, war die DNA-LOsung durch erneutes Umfallen in Ethanol ein weiteres Mal

gereinigt worden.

3.1.4. Photometrische Quantifizierung von DNA

Die Konzentration und Reinheit von DNA-LGsungen wurde durch Messen der relativen
Lichtabsorption bei 260 und 280 nm photometrisch bestimmt. Dazu wurden die DNA-
Losungen in einer Verdinnung von 1:250 und 1:500 mit TE-Puffer versetzt und die
relative Absorption in einer Quarzkivette (Schichtdicke 1 mm, Probenvolumen 100 pl)
gemessen (Gene Quant RNA/DNA Calculator, Fa. Pharmacia).
Fur einzelstrangige Oligonukleotide wurde der Verdinnungsfaktor mit dem Faktor

1 ODx60(optische Dichte bei 260 nm 33 Hg/ml
multipliziert, wahrend fiir doppelstrangige DNA der Faktor

1 ODyg0= 50 pg/ml

verwendet wurde. Zur Abschéatzung der Reinheit wurde der Quotient der relativen

Absorptionen von 260 nm/280 nm gemessen.

3.1.15. Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten zur Hybridisierung
(Feinberg und Vogelstein, 1983 und 1984; Amersham Megaprime DNA
Labeling Kit, Instruction Manual, Amersham, 1995)

Radioaktive DNA-Sonden wurden mit Hilfe von statistisch zufalligen Nonanukleotiden

hergestellt. Dazu wurden 20-50 ng DNA-Fragment in 12,5 pl bidestilliertem Wasser mit
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2,5 pl Nonamer-Mix versetzt, fur 5 min bei 95°C denaturiert und auf Eis ab-

gekuhlt. Nach Zugabe von 5 pl Megaprime-Puffer, 2,5 quZP-dCTP-Lt')sung
(50 uCi) sowie einer Einheit DNA-Polymerase | (Klenow-Fragment) wurde der Ansatz
fur 20 min bei 37°C inkubiert. Nachdem die Reaktion durch Zugabe von 12,5 pl

Dextranblau-Losung gestoppt worden war, wurden nicht inkorporierte Nukleotide durch

Gelfiltration (Sephadex-G75, Saule 10 cm x 0,252)cabgetrennt und der Einbau der
Radionukleotide durch Messung der Cerenkov-Strahlung eines 2 pl-Aliquots kontrolliert.

3.1.16. Southern-Blot-Analyse nach Gelelektrophorese
(Sambrooket al, 1989; Southern, 1975)

Die DNA wurde nach der Elektrophorese in der Agarosegelmatrix fur 15 min bei

Raumtemperatur denaturiert (Denaturierungspuffer), der pH der Gelmatrix wieder
neutralisiert (Neutralisierungspuffer) und durch beidseitigen Kapillarblot (10x SSC-

Transferpuffer) tber Nacht auf zwei Nylonmembranen transferiert. Diese wurden fir 5 min
auf mit Neutralisierungspuffer getranktes Filterpapier gelegt und anschlieRend die
transferierte DNA durch UV-Licht (1200 mJ, UV Stratalinker 1800, Fa. Stratagene) auf
den Nylonmembranen immobilisiert. Jede Membran wurde mit 10 ml Hybridi-

sierungslosung blasenfrei in ein Hybridisierungsrohr gelegt, mit 100 pl denaturierter
Heringsperma-DNA-L6sung versetzt und fur 1-2 h bei 42°C prahybridisiert (rotierender
Hybridisierungsofen, Fa. Appligene). Zur Hybridisierung wurde die Prahybridi-

sierungslésung abgenommen und der denaturierte (1 min, 100°C; 3 min, 0°C), radioaktiv
markierte Hybridisierungsansatz zugegeben. Nach der Hybridisierung (3 h bis maximal
uber Nacht, 42°C) wurde der Uberstand entsorgt und die Membran im Hybridisierungsrohr
gewaschen (20 ml 1x SET-Puffer + 0,1% (w/v) SDS). Anschliel3end wurde die Membran
aus dem Hybridisierungsrohr genommen und mehrfach mit steigender Strin-
genz gewaschen (1 x 20 min, 50°C, 0,5 x SET-Puffer + 0,1% (w/v) SDS; mindestens
2 x 15 min, 60°C, 0,1 x SET-Puffer), bis in der Waschldsung keine Radioaktivitdt mehr
detektiert werden konnte. Die Hybridisierung wurde durch Autoradiographie

(Film: XARS5, Fa. Kodak, Verstarkerschirm: Cronex'HFa. DuPont) sichtbar gemacht.
Die Autoradiogramme wurden nach 4-14 h Belichtungsdauer automatisch (Automatischer
Entwickler Curix 60, Fa. AGFA) entwickelt.
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3.1.17. DNA-Sequenzierung
(Sanger et al.; 1977)

Die DNA-Sequenzierungen wurden entweder selbst von Hand oder aber durch
Beauftragung der dafur zustandigen Servicegruppe des Zentrums fiur Molekulare
Neurobiologie Hamburg automatisch durchgefuhrt.

3.1.17.1. Manuelle DNA-Sequenzierung
(Step-by-Step protocols for DNA-sequencing with Sequenase-Version 2.0,

gN ed., USB, 1990)

Zur Sequenzierung doppelstrangiger DNA wurden 6 pl Plasmid DNA-LOsung (siehe
3.1.13.) mit 4 pl 1 M NaOH fur 15 min bei 37°C denaturiert und nach Zugabe von 7 pl
bidestilliertem Wasser, 3 pul 3 M Natriumacetat (pH 4.8) sowie 65 pul Ethanol (absolut)
fir 30 min bei -70°C gefallt. Der Niederschlag wurde 25 min bei 4°C zentrifugiert
(Eppendorf Tischzentrifuge, 15000 x g), mit 500 pl Ethanol (80%) gewaschen, 2 min bei
Raumtemperatur getrocknet und in 7 pl bidestilliertem Wasser aufgenommen. Direkt im
Anschluf3 wurde die DNA-LOsung mit 1 pl Sequenzierprimer (1,4 pMol) sowie 2 ul
Sequenase-Puffer versetzt und nacheinander 2 min bei 50°C, 15 min bei 37°C, 5 min bei
Raumtemperatur und 10 min bei 0°C inkubiert. Fir die Sequenzierungsreaktion wurden
pro Nukleotid 2,5 pl Sequenase-Terminations-Mix in Mikrotiterplatten vorgelegt. 10 pl
der vorbereiteten Plasmid-DNA-L6sung wurden mit 1 pl Dithiotreitollésung (0,1 M), 2 pl

Sequenase-Labeling-Mix (1:5 verdunnt), 0,5 qn:f%]dATP-Lbsung und 2 pl Sequenase
2.0-Losung (1:8 verdunnt, entspricht 3,25 U) versetzt, 2 min bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend in 3,5 pl-Aliquots zu dem vorgelegten Terminations-Mix gegeben. Nach
einer Inkubation von genau 5 min bei 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von jeweils
4 pl Sequenase-Stop-Mix beendet. Die Proben wurden fir 6 min bei 80°C denaturiert, auf
Eis abgekuhlt und durch denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (Macrophor,
Fa. Pharmacia.) unter folgenden Bedingungen aufgetrennt: Geldicke 0,2-0,4 mm
(Gradientengel), Acrylamid 4% (w/v), Bisacrylamid 0,2% (w/v), Harnstoffkonzentration

8 M, 55°C, 2500V, TEB-Laufpuffer, 30 Minuten Vorlauf, Probenvolumen 2,5 ul. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel in Essigsaure fixiert (30 min, 10% (v/v)),
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mit Ethanol gewaschen, unter Vakuum fur 1 h bei 80°C getrocknet und tber Nacht

autoradiographiert.

3.1.17.2. Automatische DNA-Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung von doppelstrangiger DNA wurde vom Sequenzierservice
des Zentrums fiir Molekulare Neurobiologie Hamburg mit einem ABI PRYSSYystem

(Fa. Perkin Elmer) durchgefihrt.

3.1.18. Gerichteten vitro Mutagenese von DNA durch PCR
(Higuchiet al, 1988; Herlitzest al, 1990; Rashtchiaet al, 1992)

Bei der angewandten Methode zur gerichtetevitro Mutagenese (Abbildung 1) wurden

mit Hilfe der Polymerase-Kettenrekation Punktmutationen in ein DNA-Fragment
eingefuhrt. Dabei wurden mit zwei komplementéren Oligonukleotiden (M1 und M2), die
an der gewunschten Position den Basenaustausch enthielten und zwei spezifischen
Oligonukleotiden (P1 und P2) aus dem in 3‘-Richtung liegenden Bereich der zu
mutierenden Position, zwei separate Polymerase-Kettenreaktionen durchgefihrt. Die
erhaltenden DNA-Fragmente (la und Ib) beider Reaktionen wurden durch Phenol- und
Chloroformextraktion sowie Ethanolfallung aufgereinigt. In einer dritten Polymerase-
Kettenreaktion wurden jeweils 50 ng dieser DNA-Fragmente durch zwei initial
durchgefuhrte Temperaturzyklen (Zyklus: Denaturierung 5 min 95°C, Anealing 3 min
45-60°C, Synthese 4 min 72°C) in ihrem Uberlappenden Bereich aneinander gelagert, ein
doppelstrangiges DNA-Molekil synthetisiert, das anschlie@end durch Zugabe der
spezifischen Oligonukleotide (P1 und P2) amplifiziert wurde. Das Reaktionsprodukt (II)
wurde durch Phenol- und Chloroformextraktion sowie Ethanolféllung aufgereinigt. Die
Lage der spezifischen Oligonukleotide P1 und P2 war so gewahlt worden, daf3 innerhalb
des amplifizierten DNA-Fragmentes zwei singulare Restriktionsschnittstellen (A und B)
zur Klonierung des mutierten Bereiches in den urspringlichen Vektor zur Verfligung

standen.
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Abbildung 1: Gerichtete in vitro Mutagenese
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3.1.19. Herstellung der verwendeten rekombinanten Klone

Zur Klonierung der chimaren Genprodukte aus CD4-Rezeptor- und Kvl1.4- bzw. Kv4.2-
cDNA (siehe 4.4.) sowie bei der Herstellung der fusionierten Genprodukte aus Kvl1.4 bzw.
Kv4.2 und EGFP (siehe 4.2.) wurde eine modifizierte Variante der gerichtetatro
Mutagenese angewandt (Abbildung 2).

Hier wurden die komplementaren Mutationsoligonukleotide (M1 und M2) so gewahlt, dal3
sie mit mindestens 18 Basen Homologie zur ersten und mit mindestens weiteren 18 Basen
Homologie zur zweiten cDNA besal3en. Bei der Klonierung der EGFP-Chiméaren wurde
das Startcodon des EGFP (ATG) sowie das Stopcodon der Kaliumkandle deletiert.

Mit den spezifischen Oligonukleotiden (P1 und P2) sowie den Mutationsprimern wurden
entsprechend der gerichtetém vitro Mutagenese zwei separate Polymerase-Ketten-
reaktionen durchgefuhrt, jedoch auf unterschiedlichen Matrizen-DNAs (cDNAl1 und
cDNA2).
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Die erhaltenden DNA-Fragmente (11 und 12) beider Reaktionen wurden entsprechend
gereinigt und zusammen als Matrizen-DNA in der dritten Polymerase-Kettenreaktion
eingesetzt. Das Reaktionsprodukt (II) wurde nach Aufreinigung mit den Restrik-
tionsendonukleasen (A und B) verdaut. Dieses rekombinante DNA-Fragment wurde
zusammen mit einem weiteren DNA-Fragment aus einer der urspringlichen cDNAs, das
durch Restriktion an den Positionen A oder B und C erhalten worden war, in den
ursprunglichen Vektor kloniert (Drei-Fragmente-Ligatiorin (ler Klonierungsstrategie

nach Abbildung 2 wurde das zweite DNA-Fragment durch Restriktion an den Positionen B
und C aus der cDNA2 erhalten. Schneidet das Enzym C die iDh&halb der
universellen Klonierungsstelleeines Vektors, konnen die beiden Fragmente unter

Umstanden in die urspringliche cDNA1 subkloniert werden.

Abbildung 2: Herstellung der rekombinanten Klone
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3.1.20. RNA-Techniken

Alle Arbeiten mit RNA wurden entsprechend mit sterilen Geraten und Reaktionsgefal3en

sowie Ribonuklease freien Reagenzien durchgefuhrt. Glasgerate wurden Uber Nacht bei
240°C ausgebacken und wéalrige Losungen mit Diethylpyrocarbonat (0,01% (v/v)) Uber

Nacht behandelt und anschliel3end autoklaviert.

3.1.20.1. RNA-Synthese durch Transkription
(MMESSAGE mMACHINEM, Instruction Manual, Ambion, 1994)

Von dem zu transkribierenden DNA-Fragment wurden 2-3 pg mit der entsprechenden
Restriktionsendonuklease linearisiert, mit Phenol und Chloroform extrahiert und
anschlielBend mit absoluten Ethanol (Endkonzentration 75%) in der Gegenwart von 0,3 M
Natriumacetat (pH 5,0) prazipitiert. Nach Zentrifugation (14000 x g) fur 15 min bei 4°C
wurde der Niederschlag mit 500 pl Ethanol (75%) gewaschen, das DNA-Pellet fir 2 min
bei Raumtemperatur getrocknet und in 6,3 pl Wasser geldst. Davon wurden 0,3 pl zur
Kontrolle der Linearisierung elektrophoretisch (siehe 3.1.7.) analysiert. Die verbleibenden
6 pl DNA-Losung wurden der Reihenfolge nach mit 2 pl Transkriptions-Puffer
(Zusammensetzung vom Hersteller nicht veroffenflid@t pul SP6-NTP/CAP-Mix sowie

2 ul SP6-RNA-Polymerase-MixZ(sammensetzung vom Hersteller nicht veroffentlicht

1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach Zusatz einer Einheit Desoxyribonuklease (DNAse) I
wurde der Reaktionsansatz weitere 15 min bei 37°C inkubiert, bevor die synthetisierte
RNA fir 5 min auf Eis préazipiziert wurde (siehe oben). Nach Zentrifugation fur 15 min bei
4°C wurde das RNA-Pellet gewaschen, getrocknet und in 100 pl Wasser aufgenommen.
Von dieser RNA-Losung wurden 5 pl abgenommen und elektrophoretisch (siehe
3.1.20.2.) analysiert. Die RNA in den restlichen 95 ul wurde erneut mit Ethanol (absolut)
in Gegenwart von 0,3 M Natriumacetat versetzt und bei -20°C gelagert.

In Abhangigkeit zur im Plasmid vorhandenen RNA-Polymerase-Bindestelle wurde die
RNA-Synthese auch mit der T7-RNA-Polymerase und den entsprechenden Puffern
durchgefuhrt.
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3.1.20.2. Gelelektrophorese von RNA
(Sambrooket al, 1989)

Ein Volumen von 5 pl RNA-LOsung wurde mit 19,4 pl Premixpuffer versetzt und fur

5 min auf 65°C erhitzt. Nach dem Abkihlen der Lésung auf Eis wurden 5 pl RNA-
Probenpuffer zugegeben. Die RNA-Probe wurde in einem horizontalen Agarosegel
(0,8% (w/v)) unter Zusatz von 2,2 M Formaldehyd sowie 10% (v/v) Formamid mit MOPS-
Puffer als Laufpuffer elektrophoretisch getrennt (Vorlauf: 10 min, 60 V; Lauf: 90 min,
80 V). Das Gel wurde im Laufpuffer mit Ethidiumbromid (0,8 pg/ml Laufpuffer) fur
30 min gefarbt und die Hintergrundfarbung anschlielend durch wiederholtes Waschen in
bidestilliertem Wasser entfernt.

3.2. Proteinchemische Methoden

3.2.1. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970)

Proteine und Proteingemische wurden durch diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in Mini-Protean Il Elektrophoresezellen (Fa. BioRad)
analysiert. Auf das polymerisierte Trenngel (H6he 4,5 cm, Dicke 0,75 bzw. 1,5 mm,
10-15% (v/v) Acrylamid (Acrylamid : Bisacrylamid, 30:0,8), 1x Trenngelpuffer, 1 mg/mi
Ammonuimperoxodisulfat, 1 pl/ml N,N,N',N-Tetramethylendiamin (TEMED)) wurde das
polymerisierende Sammelgel (0,8 cm Hdhe, 3% (v/v) Acrylamid (Acrylamid : Bisacryl-
amid, 30:0,8), 1x Sammelgelpuffer, 1 mg/ml Ammonuimpersulfat, 1,6 pl/ml TEMED)
gegeben. In der Regel wurde das Gel nach einer Polymerisationsdauer von 30 min
verwendet. ProbentaschengréfRe und Geldicke richteten sich nach dem zu analysierenden
Probenvolumen. Die Proteinproben wurden mit Probenpuffer versetzt, fir 10 min bei 95°C
oder fur 15 min bei 56°C erhitzt, fur 10 min zentrifugiert (14000 x g) und in die Proben-
taschen des Gels uberfuhrt. Nach einer Einlaufphase von 30 min bei einer konstanten
Stromstarke von 15 mA wurde die Elektrophorese bei 20 mA durchgefuhrt bis der
Farbstoff des Probenpuffers die Unterkante des Trenngels erreicht hatte.
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3.2.2. Western-Blot-Analyse
(Ausubelet al, 1996)

3.2.2.1.  Elektrophoretischer Transfer

Nach beendeter Elektrophorese wurde das Gel fir 10 min bei Raumtemperatur im
Transferpuffer | &quilibriert und anschlieend frei von Luftblasen auf eine feuchte
Nitrocellulose-Membran (0,45 um, Fa. Protran Nitrocellulose BA 85) oder alternativ auf
eine mit Methanol befeuchtete PVDF-Membran (0,2um, Fa. Trans-Blot) gelegt. Der
Transferstapel (Schwamm, Filterpapier, Gel, Membran, Filterpapier, Schwamm) wurde
unter Transferpuffer | zusammengebaut und in die Blotkammer (Mini Trans-Blot Trans-
ferzelle, Fa. BioRad) gestellt. Der elektrophoretische Transfer wurde fur 120 min bei
200 mA unter Eiskihlung durchgefihrt. Nach Beendigung des elektrophoretischen
Transfers wurde die Membran mit®l gespult und entweder gefarbt (siehe 3.2.2.2.) oder
die spezifischen Proteine durch ein Immunoprinting (siehe 3.2.2.3.) detektiert.

3.2.2.2. Membranfarbetechniken

Die Qualitat des elektrophoretischen Transfers wurde durch Anfarbung immobilisierten
Proteine mit PonceauS-L6sung (0,2% (v/v)) in 3% Trichloressigsaure (v/v)) kontrolliert.

Zur Anfarbung der Proteingewichtsmarker wurden die entsprechenden Spuren von der
Membran abgeschnitten und durch Inkubation mit Farbeldsung fur 15 min bei Raum-
temperatur gefarbt. Anschlieende wurden diese Membranstreifen solange mit Ent-
farbelosung behandelt, bis die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund unterschieden

werden konnten.

3.2.2.3.  Immunoprinting und ECL-Detektion
(Ausubel et al, 1996 und ECL-Detektion, Herstellerangaben, Amersham
International, 1996)

Die Membran wurde nach beendetem elektrophoretischen Transfer der Proteine in PBS

kurz aquilibriert und fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur mit Blockpuffer (PBS mit 5%
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(w/v) Magermilchpulver) unter Schutteln inkubiert. Anschlieend wurde der Blockpuffer
erneuert und der primare Antikorper in geeigneter Verdinnung dazugegeben. Die
Inkubation mit dem priméaren Antikorper wurde unter Schitteln fir mindestens 2 h bei
Raumtemperatur oder alternativ iber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Die Membran wurde
viermal 5 min mit PBS bei Raumtemperatur gewaschen, bevor der sekundare mit
Meerrettichperoxidase gekoppelte Antikbrper verdiinnt in PBS auf die Membran pipettiert
wurde. Nach einer Inkubationszeit von mindestens 40 min bei Raumtemperatur wurde die
Membran erneut viermal 5 min mit PBS gewaschen, mit Filterpapier Uberschiissige
Feuchtigkeit abgesogen und mit Chemilumineszenzlosung (1:1 Mischung aus den ECL-
Detektionslosungen | und [IZusammensetzung vom Hersteller nicht spezifiZziedeckt.

Nach genau 1 min wurde der Uberstand abgenommen, die iiberschiissige Feuchtigkeit
abgesogen und die Membran sorgfaltig mit Folie abgedeckt. Je nach Signalintensitat wurde
bei Verwendung von Hyperfiim-ECL (Fa. Amersham) zwischen 10 s und 30 min expo-

niert. Die Filme wurden automatisch entwickelt.

3.3 Zellkultur

3.3.1. Gewebekultur
(Lindl und Bauer, 1989)

Die in dieser Arbeit wurden die folgenden Zellinien verwendet:

- HEK293 HumanEmbryonicKidney Typenbeschreibung nach d&mericanType
Culture Collection (ATCC, 1998): CRL-1573; Grahashal, 1977).

- CHO (ChineseHamsterOQvarian; Typenbeschreibung nach der ATTC: CRL-9096
Stanley und Siminovitch, 1977).

- COS-7  (Affennierenzellen au€ercopithecus aethiopsTypenbeschreibung nach
der ATTC: CRL-1651; Gluzman, 1981).

Die Zellinien wurden in den entsprechenden N&hrmedien (Zusammensetzung der zell-

spezifischen Medien siehe 2.2.) in Gegenwart von 10% HR€@l calf serum) unter

Standardbedingungen (37°C, 5% £,®0% relativer Luftfeuchtigkeit) kultiviert. Dazu

wurden Standard 50 ml Kulturflaschen (Flache: 23,dra. Nunc) mit 10 ml Medium-

iiberstand oder aber Kulturschalen (d = 90mm; Flache: 5637 Fan Nunc) mit 8 ml

Mediumuberstand verwendet.
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3.3.1.1. Umsetzen der Zellen

Die Zellen wurden bei Erreichen einer konfluenten, zweidimensionalen Bedeckung des

ZellkulturgefaRes umgesetzt (alle 3-4 Tage). Dazu wurde das Uberstehende Medium

(konditioniertes Medium) abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS (frei vgﬁ’/ng’-

lonen) gewaschen und fur 2-5 min mit Trypsin (0,25 (w/v) pro ml Kultur) behandelt.
Durch Zugabe von frischem Nahrmedium wurde das Trypsin inhibiert, die Zellen durch
Auf- und Abpipettieren vom Zellkulturgefal? gelést und fir 10 min bei 1000 UpM
(Minfuge, Fa. Haereus) zentrifugiert. Nachdem das uberstehende Medium verworfen
worden war, wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und die Zelldichte

in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von

105'6 Zellen pro 10 ml Kultur in Gegenwart von 10% konditioniertem Medium neu
p g

ausgesat.

3.3.2. Neuronenkultur
(Banker und Goslin, 1991)

3.3.2.1. Reinigung der Deckglaser

Dissoziierte Neuronen wurden auf Deckglasern kultiviert. Als Deckglaser wurden runde

Glasplattchen (d = 12 mm) verwendet. Diese wurden in einem Porzellanstdnder unter
vorsichtigem Rihren der Reihenfolge nach 1 h in 2 M NaOH, dreimal 1 h in bidestilliertem

H,0O und tber 3 Tage in 70% oder 100% HjN@kubiert. Nach dieser Inkubation wurden

die Deckglaser zehnmal 10 min mit bidestilliertesOHgewaschen, 1 h bei %D ge-

trocknet und fir mehrere Stunden bei Z@2@ebacken.

3.3.2.2.  Beschichtung der Deckgléaser

Die Deckglaser wurden aus dem Ofen entnommen und einzeln in die LAcher einer sterilen
24-Loch-Mikrotiterplatte gelegt. Dort wurden sie mit Poly-D-Lysin (1 mg/ml in PBS, Fa.
LifeTechnologies) (iberschichtet und Uber Nacht B& #kubiert. Das Poly-D-Lysin

wurde so abgesaugt, da3 auf den Deckglasern etwas Restflissigkeit blieb. Anschliel3end
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wurde zweimal 2 h mit bidestilliertem,B gewaschen und eine zweite Beschichtung mit
Laminin (10 pg/cy Fa. LifeTechnologies) oder Fibronektin (5 pgica. LifeTech-
nologies) durchgefiihrt. Am Ende wurden die Deckglaser dreimal mit PBS gewaschen und
bei £C gelagert.

Etwa 1 h vor der Praparation wurde die Uberstehende Flussigkeit abgesaugt, dreimal mit
PBS gespult, mit Plating-Medium bedeckt und bis zum Ausplattieren der Neurone im
Brutschrank bei 3 vorgewéarmt.

Alternativ . wurden die Deckglaser zusatzlich mit Matri-Gel (Basement Membrane
MatrigeR, Fa. Boehringer Ingelheim) beschichtet.

Fur das Beschichten der Deckglaser mit Matri-Gel wurden diese 20 min vor dem
Ausplattieren der Neurone ebenfalls dreimal mit PBS gespult. Anschlie3end wurde auf ein
Deckglas ein Tropfen frisch aufgetauter und kalter Matri-Gel-L6sung gegeben. Ein zweites
Deckglas wurde mit der Poly-D-Lysin-beschichteten Seite auf das erste Deckglas gelegt,
so dal} die Matri-Gel-Losung zwischen den beiden Deckglasern gleichméaRig dinn verteilt
wurde. Die beiden aufeinanderliegenden Deckglaser wurden wieder getrennt und in die
Mikrotiterplatte tberfiihrt, die im Brutschrank beP87gelagert wurde.

Bei der Verwendung von sterilen CELLocates (Fa. Eppendorf) anstelle von Glasplattchen
wurde nur mit Laminin beschichtet. Dazu wurden die CELLocates 2 h vor Prapa-
rationsbeginn dreimal mit PBS gespiilt, mit Laminin beschichtet und B€i i8Rubiert.

Etwa 20 min vor dem Ausplattieren der Neurone wurde das Uberstehende Laminin
abpipettiert, die Deckglaser dreimal mit Plating-Medium gesplilt, anschlieRend mit Plating-
Medium bedeckt und im Brutschrank bef@%yelagert.

3.3.3. Préaparation primarer hippocampaler Neurone

Diese Neuronen wurden aus dem Hippocampus der Ratte prapariert und waren
embryonalen Ursprungs. Es wurden ausschliel3lich Wistar Ratten, die von der Tierhaltung
des Universitats-Krankenhauses-Eppendorf zur Verfuigung gestellt wurden, verwendet.
Trachtige Ratten im Schwangerschaftsstadium E18 wurden mit Halothan (Fa. Hoechst)
betdubt und unter vollstandiger Narkose dekapitiert. Die Embryonen wurden durch
Kaiserschnitt aus dem Uterus des toten Muttertieres entnommen und in eine sterile
Petrischale (d = 12 cm), deren Boden mit HBSS bedeckt war, Uberfuhrt.
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Den Embryonen wurde der Kopf abgeschnitten, das gesamte Gehirn herausprapariert und
in HBSS getaucht. Die beiden Hirnhalften wurden getrennt und die gesamte Pia mater der
Hemispharen abgezogen und verworfen. Die beiden Hippocampi wurden vorsichtig
herausgeschnitten, zerkleinert und in HBSS gepufferte Trypsinlosung (0,25% (w/v))
tiberfiihrt. Die Hippocampi wurden fiir 45 min be’@7mit der Trypsinlésung behandelt

und anschlielend mit HBSS gewaschen. Zur Dissoziation der Neuronen vom Gewebe
wurde mit feuerpolierten Pasteuerpipetten (mit abnehmenden Spitzendurchmesser) so
lange trituriert, bis keine Gewebesticke mehr erkennbar waren. Die Zelldichte dieser
Zellsuspension wurde in einer Neubauer-Z&hlkammer bestimmt. Mit Platingmedium
wurde die gewinschte Zelldichte eingestellt und so auf die behandelten Deckglaser
ausgesat, daR eine Zelldichte von 1-3x1Zellen pro crh erreicht wurde. Das
Platingmedium wurde frithestens nach 3 h oder spatestens nach 18 h gegen Nahrmedium

ausgetauscht.

3.3.4. Préaparation primarer Neurone des peripheren Nervensystems

Es wurden die Neuronen aus den oberen Zervikalgangdigrerfor cervical ganglion
entsprechend auch SCG-Neuronen genannt) der Ratte prépariert Diese Neuronen des
peripheren Nervensystems waren postnatalen Ursprungs und entstammten ausschlief3lich
aus Wistar Ratten, die von der Tierhaltung des Universitats-Krankenhauses-Eppendorf zur
Verfugung gestellt wurden.

Drei Jungtiere im Alter von P15 bis P17 wurden mit Halothan betdubt und unter
vollstandiger Narkose dekapitiert. Die oberen Zervikalganglien, die auf der Gabelung der
Halsschlagader lokalisiert sind, wurden herausgeschnitten und in L-15-Medium getaucht.
Diese wurden von Geweberesten befreit. Die Ganglien besitzen eine feine Extrahaut, die
durch vorsichtiges Zupfen mit einer spitzen Pinzette entfernt wurde. Die nackten
Zervikalganglien wurden jeweils in vier gleich grof3e Stiicke geschnitten und zweimal mit
HBSS-Puffer gewaschen. Die Ganglienstiicke wurden nacheinander fiir 15 mifl®ei 37

mit Kollagenase-L6sung (400 U/ml HBSS-Puffer) behandelt, zweimal mit HBSS-Puffer
gewaschen und fiir weitere 30 min beP@7mit Trypsin-Lésung (1% (w/v) in HBSS-
Puffer) behandelt. AnschlieRend wurden die enzymbehandelten Ganglienstiicke in 2 ml
Nahrmedium dberfihrt und durch Trituieren mit feuerpolierten Pasteurpipetten (mit

abnehmenden Spitzendurchmesser) dissoziiert. Durch Zentrifugieren bei 2000 UpM
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(Minifuge, Fa. Haereus) fir 2 min wurden die freigesetzten Neurone sedimentiert. Der
Uberstand wurde weitestgehend abgenommen und die sedimentierten Neurone in 1 ml
N&hrmedium resuspendiert. Dichte und Zustand dieser Zellsuspension wurde
mikroskopisch analysiert. Ein Tropfen dieser Zellsuspension wurde zentral auf die
beschichteten Deckglaser (oder CELLocates) pipettiert. Die Kulturen wurden fir 3 h unter
Standardbedingungen (&7, 5% CQ, 95% relative Luftfeuchtigkeit) kultiviert, bis 2 ml
frisches Nahrmedium zugefuhrt wurde. Aus den sechs oberen Zervikalganglien der drei
Jungtiere wurden in der Regel zehn primére SCG-Kulturen hergestellt.

3.3.5. Kultivierung der priméren Neuronenkulturen

Die hippocampalen und SCG-Neuronen wurden b8C3B% CQ und 95% relativer
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Nach 3 Tagen in Kultur wurde der erste Mediumwechsel
durchgefiihrt. Dabei wurden zwei Drittel des Mediumiiberstandes gegen frisches'Guf 37
vorgewarmtes Nahrmedium ausgetauscht. Weitere Mediumwechsel wurden alle 5-6 Tage
durchgefuhrt.

Zur Unterdrickung des Wachstums von nicht neuronalen Zellen (Gliazellen und
Fibroblasten) wurde in Kulturen, die langer als 8 Tage kultiviert werden sollten, beim
ersten und bei jedem zweiten Mediumwechsel 1 bis 1,5 uM CyeBiArabinofuranosid
(Ara-C) dem N&hrmedium zugesetzt.

In einzelnen Versuchen wurde neben der Beschichtung der Deckglaser mit Matri-Gel auch
die Applikation von Matri-Gel als Mediumzusatz durchgefiihrt. Dazu wurden 75 pg frisch
aufgetautes Matri-Gel pro ml Medium in der Kalte im Nahrmedium geldst, anschlie3end
auf 37C erwarmt und direkt eingesetzt. Matri-Gel als Mediumzusatz wurde in diesen

Versuchen beim ersten und bei jedem zweiten Mediumwechsel angewendet.

3.3.6. Vitalitatstest an primarkultivierten Neuronen
(Petroski und Geller, 1994)

Als Vitalitatsmarker wurden dem Medium der zu untersuchenden Priméarkultur 10 pM
5(6)-Carboxyluoresceidiacetat (CFDA Fa. Sigma) zugesetzt und die Kulturen fir
15 min bei 3YC weiter kultiviert. CFDA ist ein membranpermeables und nicht
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fluoreszierendes Molekdl. In vitalen Neuronen wird das Molekil durch zytosolische
Esterasen in das fluoreszierende Anion %f&yboxyluorescein (CF) hydrolysiert. Die
Primarkulturen wurden anschlieRend zweimal fir 20 min b&C 3mit HBSS-Puffer
gewaschen. Dabei wurde das nicht membranpermeable und fluoreszierende CF aus den
Gliazellen gewaschen, wéahrend es in Neuronen nach wie vor nachweisbar war. Der
Fluoreszenznachweis wurde entweder in fixierten Zellen (siehe 3.5.1.)nodeo durch
Fluoreszenzmikroskopie (siehe 3.6.) durchgefuhrt.

3.4. Proteinexpression

3.4.1. Transfektion von Expressionsvektoren

3.4.1.1. Kalziumphosohat-Methode
(Chen und Okayama, 1987)

Bei der Transfektion von Gewebekulturen wurden die Zellen einen Tag vorher mit einer
Dichte von 1x18 pro Kulturschale (d = 35 mm, Flache: 8,8%ci: ml Medium) ausgesét

und Uber Nacht kultiviert. Direkt vor der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS
gewaschen, mit 2 ml frischem N&ahrmedium versorgt und bis zur Applikation der
Transfektionslésung im Brutschrank beP@7nkubiert.

Neuronenkulturen wurden direkt mit der Transfektionslésung versetzt.

Zur Herstellung der Transfektionlésung wurden in einem Reaktionsgefald 3 pg Plasmid-
DNA (Expressionsvektor) in 75 pl einer 250 mM Calbsung geldst. In einem zweiten
Reaktionsgefa® wurden 75 pl 2xBBS-Puffer (pH 6,95 b8CpG/orgelegt und an-
schlielend die DNA-LOsung tropfenweise zupipettiert. Nachdem die Transfektionslosung
gut durchmischt worden war, wurde sie fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und
tropfenweise auf die Zellen gegeben. Durch Schwenken der Kulturschale wurde die
Transfektionslosung im Medium verteilt. Nach einer Inkubation von mindestens 3 h bei
3% CQ, 37°C und 95% relativer Luftfeuchtigkeit wurden die Zellen bis zur Weiter-
verarbeitung normal kultiviert.

Bei der Transfektion von Neuronen wurde in einigen Versuchen die Inkubation bei
3% CQ vernachlassigt. An Neuronenkulturen wurden auch Doppeltransfektionen getestet.

Dabei wurde 24 h nach der ersten Transfektion eine zweite durchgefthrt.
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In Doppeltansfektionsexperimenten wurde die Transfektionslosung aus Plasmid-DNA

unterschiedlicher Expressionvektoren hergestellit.

3.4.1.2. Transfektion mit kationischen Lipid-Reagentien

Die Transfektion von Expressionsvektoren in eukaryonte Gewebezellen und primér
kultivierte Neuronen unter Verwendung von kationischen Lipiden wurde mit den
kauflichen Reagentien DOTAP (Stamatatos et al., 1988; Fa. Boehringer Mannheim;
1 mg/ml; 20-35 pg pro Transfektion), LIPOFECTIN (Malone et al, 1989; Fa.
LifeTechnologies; 15-25 ul pro Transfektion) und DMRIE-C (Felgner et al.,, 1994;
Fa. LifeTechnologies; 2 mg/ml; 6-10 pg pro Transfektion) durchgefihrt.

Bei der Transfektion von Gewebekulturen wurden die Zellen einen Tag vorher mit einer
Dichte von 1x18 pro Kulturschale (d = 35 mm) ausgesat und tiber Nacht kultiviert. Direkt
vor der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, mit 2 ml OPTI-
MEM | versorgt und bis zur Applikation der Transfektionslésung im Brutschrank b@i 37
inkubiert.

Neuronenkulturen wurden entweder direkt mit der Transfektionslésung versetzt oder die
Halfte des alten Nahrmediums vor der Transfektion gegen OPTI-MEM | ausgetauscht.

Im Folgenden wird die Transfektion mit DMRIE-C beschrieben, da es die hochsten
Transfektionsausbeuten erzeugte. Prinzipiell unterscheiden sich die einzelnen
Arbeitsschritte bei der Transfektion mit den verschiedenen kationischen Lipid-Reagentien
aber nicht voneinander.

Zur Herstellung der Transfektionslosung wurden in einem ersten Reaktionsgefafl
2,5-4,5 pg Plasmid-DNA und in 500 pl OPTI-MEM I verdinnt und durchmischt. In einem
zweiten Reaktionsgefal3 wurden 500 pl OPTI-MEM | und 3,2-4,5 pl kationische Lipid-
L6sung gemischt. Die optimalen DNA- und Lipid-Mengen variierten in Abhangigkeit zum
Zelltyp und Expressionsvektor. Tropfenweise wurde die DNA-L6sung der Lipid-Losung
zugefuhrt. Die Transfektionslosung wurde durch Invertieren des Reaktionsgefal3es gut
durchmischt und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Transfektion wurde das
OPTI-MEM | auf den Zellen abgesogen und die Transfektionsldsung tropfenweise auf die
Zellen pipettiert. Nach einer Transfektionszeit von 3,5-5 h bei 5% GBC und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit wurde die Transfektionldsung durch 2 ml Nahrmedium ersetzt

und die Zellen unter normalen Bedingungen kultiviert.
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Bei der Transfektion von Neuronenkulturen wurde darauf geachtet, daf} stets ein
Restvolumen von etwa 500 pl Medium die Zellen bedeckte. Hier wurde maximal 2 h mit

der Transfektionslosung inkubiert.

3.4.2. Mikroinjektion von Expressionsvektoren und cRNA
(Ikeda et al., 1992)

Einen Tag vor der Mikroinjektion wurden CELLocates fur 15 min bei Raumtemperatur mit
Poly-L-Lysin behandelt (siehe 3.3.2.3.) und anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen.
Gewebekulturzellen wurden mit einer Dichte von 0,5-fxZellen pro CELLocate
ausgeséat und bis zur Mikroinjektion unter normalen Bedingungen kultiviert.

SCG-Neurone wurden direkt injiziert.

Die zu injizierende Plasmid-DNA (Expressionsvektor) wurde in steril filtriertei® H

auf eine Konzentration von 50-500 ng/pl (entsprechend den Versuchsbedingungen)
verdiinnt und far 30 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (EppendorfTischzentrifuge,
14000 UpM). Bei der Mikroinjektion von transkribierter cRNA wurde diese in sterilem
H,O (siehe 3.1.20.) auf eine Konzentration von 30-50 ng/ul verdinnt und fur 30 min bei
4°C zentrifugiert.

Von der DNA- oder cRNA-LOsung wurden 1,5 pl in den Schaft einer Mikroin-
jektionsnadel (Femtotips, Fa. Eppendorf) pipettiert und diese nach Abstreifen der
Schutzhaube in den Injektionsstand (Mikroinjektor 5242, Fa.Eppendorf, Automatisches
Injektionssystem, Fa. Zeiss) eingespannt. Die Mikroinjektion wurde bei einem Injekti-
onsdruck von 40-100 hPa, einem Haltedruck von 45-120 hPa und einer Injektionszeit von
2-4 ms, bei einer Verzégerung von 0,2-0,4 ms automatisch injiziert. Die Mikroinjektionen
wurden bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Nach der Mikroinjektion wurden die Zellen

unter normalen Bedingungen kultiviert.
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3.4.3. Infektion mit Semliki Forest Virus
(Berglund et al., 1993)

Die Infektion mit Semliki Forest Virus (SFV) wurde mit rekombinantem Viren
durchgefiihrt. Durch Verwendung der Expressionsvektoren pSFV-1 und pSFV-helper2
(Vektorkarten im Anhang) waren die rekombinant hergestellten Viren nicht in der Lage
von selbst eukaryonte Zellen zu infizieren (siehe 4.7.3.1.) bzw. nach ihrer Aktivierung
(siehe 3.4.3.2.) mehr als einen Infektionszyklus zu durchlaufen. Die durchgefiihrten
Versuche unterlagen somit der Laborsicherheitsstufe S1 und waren von einer
Umgangsgenehmigung fur die Handhabung von Viren befreit (Robert-Koch-Institut,
1996).

Der Expressionsvektor pSFV-helper2 wurde freundlicherweise von Dr. Mark Marsh (MRC
Laboratory fur Molecular Cell Biology; University College London; England) zur

Verfugung gestellt.

3.4.3.1. Herstellung inaktiver rekombinater Viren

Von den Expressionsvektoren pSFV-1 (enthielt die zu exprimierende cDNA) und pSFV-
helper2 wurden durcim vitro RNA-Transkription (siehe 3.1.20.) mit Hilfe der SP6-RNA-
Polymerase die cRNAs synthetisiert. Vor der RNA-Synthese wurde dem Reaktionsansatz
zusatzlich 1 pl 20 mM GTP-L6sung zugefiigt und die Synthesezeit auf 2 h verlangert. In
einer Doppeltransfektion (siehe 3.4.1.) wurden 2,0 pg pSFV-helper2-cRNA und 2,5 pg
pSFV-1-cRNA mit Hilfe von 4,5 pl DMRIE-C in COS-7 Zellen transformiert. Bei der
Herstellung der Transfektionslosung wurde die kationische Lipid-Lésung in 1 ml OPTI-
MEM | vorgelegt und die cRNAs direkt in diese Vorlage pipettiert. Die Transfek-
tionsldsung wurde ohne weitere Inkubationszeit direkt auf die Zellen pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 1,5-2 h wurde die Transfektionslésung durch 2 ml Nahrmedium ersetzt
und die Zellen fur 24-36 h unter normalen Bedingungen kultiviert. Am Ende wurde der
Mediumuberstand, der die inaktiven, rekombinanten Viren enthielt, gesammelt und fur
10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (Minifuge, 2000 UpM, Fa. Haereus). Der Uber-
stand mit dem Virus wurde bei@ gelagert.
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3.4.3.2.  Aktivierung der rekombinanten Viren

Von der Viruslosung wurden 100-400 pl (in Abhéngigkeit zum Virustiter und dem Alter
der Viruslosung) mit 6 pl Chymotrypsin-Losung (2% (w/v) in OPTI-MEM |I) versetzt,
durchmischt und fiir 10 min bei %7 inkubiert. Nach der Chymotrysinbehandlung wurden
6 pl Aprotinin (1% (w/v) in OPTI-MEM I; Fa. Boehringer) dazupipettiert, durchmischt

und weitere 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3.4.3.3. Infektion

Von den zu infizierenden Zellen wurde die Halfte des Mediums verworfen und die Lésung
mit dem aktivierten Virus auf die Zellen pipettiert. Nach einer Inkubation von 1,5 h unter
normalen Kultivierungsbedingungen wurde die Virusldsung gegen Nahrmedium
ausgetauscht. Die infizierten Zellen wurden unter normalen Bedingungen 3-18 h kultiviert.
Die Proteinsynthese wurde in einigen Versuchen durch Applikation von Cycloheximid

(50 pg/ml Medium) vorzeitig gestoppt.

3.4.3.4. Bestimmung des Virustiters

Durch Verwendung der in den Expressionsvektor pSFV-1 klonierten cDNA fur das
selbstfluoreszierende Protein EGFehHancedgreen fluorescentprotein, pSFV-EGFP)
wurde die Proteinexpression kontrolliert. Bei einer jeden Virus-Synthese wurde parallel in
einer Kontrollreaktion eine Virusldsung von EGFP enthaltenden Viren (SFV-EGFP)
hergestellt. Durch Infektion von zweidimensional konfluenten COS-7 Kulturen mit
unterschiedlichen Verdinnungen an SFV-EGFP und Auszéhlen der positiv infizierten
(fluoreszierenden) Zellen nach einer Infektionszeit von 18 h, wurde der Titer dieser
Virenlosung bestimmt. Fir die parallel hergestellten Viruslésungen wurde ein Titer der

gleichen Potenz angenommen.
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3.5. Immunhistochemie
(Coligan et al., 1991)

Far immunhistochemische Arbeiten wurden die transformierten Gewebekulturzellen 18 h
nach der Transfektion umgesetzt. Dazu wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen,
mit Trypsin (0,25% (w/v) pro ml Kultur) behandelt (5 min bei 37°C), mit Nahrmedium
versetzt und suspendiert. Deckglaser (d = 12 mm) wurden fir 15 min bei Raumtemperatur
mit Poly-L-Lysin-Losung (50 pug/ml, steril filtriert) behandelt, anschlieRend zweimal mit
PBS gespult und kurz getrocknet. Auf diese beschichteten Deckglaser wurden die
transfizierte Zellen mit einer Verdinnung von 1:20 bis 1:40 ausgesat. Die Zellen wurden
je nach Versuchsplanung unter normalen Bedingungen weitere 18 bis 36 h kultiviert.
Transfizierte oder infizierte Neuronen wurden direkt fixiert (siehe 3.5.1.). Bei der
Immunhistochemie von Neuronen wurden dem PBS, aul3er bei der Behandlung mit

sekundarem Antikorper, in der Regel 0,1-0,3% (v/v) Triton X-100 zugesetzt.

3.5.1. Fixierung der Zellen

Das Nahrmedium wurde abgesaugt und die Zellen fur 20 min bei Raumtemperatur (oder
37°C) mit p-Formaldehyd (4% (w/v) in PBS) behandelt. Die fixierten Zellen wurden
dreimal fur 5 min bei Raumtemperatur (oder 37°C) mit PBS gewaschen. In einigen
Versuchen waren die Zellen fir mindestens 30 min bei Raumtemperatur (oder 37°C) mit
Blockloésung inkubiert worden, bevor der primare AntikGrper auf die Zellen gegeben

wurde.

3.5.2. Antikodrperinkubationen

Der priméare Antikdrper wirde in Blockldsung entsprechend verdinnt und auf die Zellen
gegeben. Die primare Antikdrperinkubation wurde fur 1-2 h bei 37°C oder alternativ bei
4°C uber Nacht durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Zellen wieder dreimal fur 5 min
bei Raumtemperatur (oder 37°C) mit gewaschen. Als sekundérer Antikorper wurde in der
Regel ein mit fluoreszierenden Molekilen (FITC, Cy3, Cy2) konjugierter verwendet, der

in PBS entsprechend verdinnt wurde. Die Zellen wurden damit bei Raumtemperatur fir
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1 h im Dunkeln inkubiert. Anschlie3end wurden die Zellen, ebenfalls im Dunkeln, funfmal
fir 3 min bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen und anschlie3end mit der Oberflache
auf einen Objekitrager gelegt. Durch Verwendung von Eindeck-Medium (Aqua-
Poly/Mount, Fa. Polyscience), das vorher auf die Objekttrager pipettiert worden war,
wurden die Zellen Luftdicht abgeschlossen. Die fixierten und immunhistochemisch
behandelten Zellen wurden bis zur mikroskopischen Analyse bei 4°C im Dunkeln gelagert.

3.6. Fluoreszenzmikroskopie

Bei der mikroskopischen Analyse wurden die immunhistochemisch behandelten Zellen mit
UV-Licht bestrahlt, wodurch die an den sekundéaren Antikdrper konjugierten Fluorochrome
(FITC, Cy2 oder Cy3; alle Fa. Amersham) zur Fluoreszenz angeregt wurden. Durch
Verwendung spezieller Anregungs- und Sperrfilter sowie entsprechend geeigneter Fluores-
zenzobjektive wurden die immunologisch spezifisch markierten Proteine innerhalb der
Zellen nachgewiesen.

Bei dem Nachweis von EGFP oder von mit EGFP markierten Proteinen (siehe 4.2.)
wurden die gleichen Filtersatze wie beim FITC (Anregungsfilter BP450/490, Sperrfilter
LP520; Fa. Zeiss) verwendet. Der Nachweis der EGFP-Fluoreszevivo wurde an
einem Axioskop (Fa. Zeiss) in 400facher Vergrof3erung (Achroplan 40x Wasserimmer-
sionsobjektiv, Phase 2, 10x Okulare, Fa. Zeiss) oder aber in speziellen Zellkulturschalen
(Der Boden der Kulturschale war mit einem Loch versehen worden, in das von aul3en ein
Deckglas geklebt werden war, auf dem die Zellen kultiviert wiyrdem konfokalen

Rasterlasermikroskop durchgeftihrt.

3.6.1. Konfokale Rasterlasermikroskopie

Alle Bilder wurden mit einem konfokalen Rasterlasermikroskop (interne TCS NT Laser:
Argon (Emission bei 488nm) und Krypton (Emission bei 568 nm), inverses Mikroskop:
DM IRBE, Fa. Leica) im ,slow scan“Modus aufgenommen. Durch die
computergesteuerte Fokussierung wurden mit nichtinvasiven Methoden optische Schnitte
durch das fluoreszenzmarkierte Praparat gelegt. In der Regel wurde eine Zelle durch 8 bis

12 optische Schnitte vollstdndig durchrastert. Die Zellen wurden mit 200facher (Neofluar
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Plan 20x, Phase 1, 10x Okulare, Fa. Leica), 400facher (Plan Apochromat 40x
Olimmersionsobjektiv, Phase 3, 10x Okulare, Fa. Leica) und 630facher (Plan Apochromat
63x Olimmersionsobjektiv, ohne Phasenkontrast, 10x Okulare, Fa. Leica) VergroRerung
aufgenommen und die Aufnahmen digitalisiert. Bei Doppelmarkierungen wurde im
Mehrkanalmodus mit verschiedenen Filtersatzen (Cy3: Anregungsfilter BP530/600,
Sperrfilter LP580, FITC und Cy2: Anregungsfilter BP515, Sperrfilter LP 515) gleichzeitig
gearbeitet, dabei war ein jeder Filter so eingestellt worden, daR eine Uberstrahlung und
damit ein falschpositives Signal im benachbarten Fluoreszenkanal vermieden wurde. Die
Aufnahmen der einzelnen Schnitte und Kanale wurden mit Hilfe der auf das Mikroskop
abgestimmten Bildbearbeitungssoftware (Leica TCS NT, Version 1.6.551, Fa. Leica)
ausgewertet. Die so erzeugten dreidimensionalen Bilder wurden mit den Programmen
Adobe Photoshop (V 4.0; Fa. Adobe Systems) und Freehand (V 7.0; Fa. Macromedia) bis

zum Druck weiterverarbeitet.

3.7. Elektrophysiologie

Durch Standard Patch-Clamp Aufnahmen in der whole-cell Konfiguration wurden
makroskopische Strdme gemessen. Die Messungen wurden an CHO-Zellen 48 bis 62 h
nach Transfektion mit dem entsprechenden Expressionsvektor durchgefuhrt. Die

Zusammensetzung der Bad-L6sung sowie der Pipetten-Lésung ist der folgenden Tabelle zu

entnehmen:
Bad-LOsung | konzentration Pipetten-Lésung: | Konzentration
in mMm in mMm
NaCl 135 K-Aspartat 95
KCI 5 KCI 20
CacCl, 2 CaC) 1
HEPES 5 HEPES 10
Glucose 10 EGTA 11
Sucrose 20 Glutathion 2
mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt mit KOH auf pH 7,2 eingestellt

Fiir die Konzentration an freien £donen wurden 20 nM berechnet (EQCAL, Fa. Biosoft
Camebridge). Die Patchpipetten wurden aus Borosilikatglas, das einen Widerstand von
2-4 MQ hatte, gezogen. Es wurden nur Experimente bericksichtigt, die einen seriellen
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Widerstandswert kleiner als 10 (Maufwiesen, wobei eine Kompensation des seriellen
Widerstandes (0-80%) durchgefihrt wurde, um einen Spannungsfehler von weniger als
5 mV zu erhalten. Die Strome wurden mit einem EPC9-Verstarker (Fa. HEKA Elektronik)
aufgenommen. Das Softwarepaket PULSE + PULSEFIT (Fa. HEKA Elektronik) wurde
zur Datenaufnahme und -auswertung angewendet. Leck- und kapazitive Strome wurden
online mit der P/4-Methode subtrahiert, dabei wurden P/4-Pulse 2 s nach dem Testpuls und
Interpulse in 30 s Intervallen (bei Kv4.2 in 20 s) verabreicht. Die Aufnahmen wurden mit
5 kHz digitalisiert und mit 1 kHz Bessel gefiltert. Zur Quantifizierung der Zeitkonstanten
der Kaliumstrome wurden die einzelnen Stromspuren mit einem Hodgkin-Huxley
verwandten Formalismus gefittet:

I = 1°m(t)*h(t); mit m(t) = 1 — exp (-t und h(t) = h+ a @ exp (-t/ty) + (1 — a &) exp (-t/t)

Die Zeitkonstanten. t,; und t, bestimmen die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik.

Der steady-state Strom wird durch, ldefiniert. Die relativen Anteile der zwei
Inaktivierungskomponenten i(h,) wurden durch die Variablen,/a bestimmt. Alle
Experimente wurden bei 20 durchgefiihrt.

3.8. Computergestitzte Sequenzanalysen

Computergestitzte Analysen von DNA- und Proteinsequenzen wurden mit Hilfe des GCG-
Programmpakets (Wisconsin Package, Fa. Genetic Computer Group, Version 9,
www.gcg.com), Datenbankrecherchen am Medline-, BLASTN- und BLASTP-Server des
NCBI (National Center for Biotechnology Information, www.ncbi.nlm.nih.gov)

durchgefuihrt.
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4, Ergebnisse

Der gerichtete Proteintransport der kinetisch einander verwandten A-Typ Kandle Kvl1.4
und Kv4.2 fihrt in gleichen Neuronentypen des Hippocampus zur axonalen Lokalisation
des Kv 1.4a-Proteins und zur somatodendritischen Orientierung des Ka<PPoteins

(siehe 1.2.). Aufgrund der im membrandurchspannenden Bereich weitesgehend homologen
Struktur der beiden-Proteine werden die transportbestimmenden Signale oder Motive in
den zytoplasmatisch orientierten Bereichen der Proteine vermutet. Transportstudien des
Kvl.4 a-Proteins im MDCK-Zellmodell deuten darauf hin, dal3 die Transport-
determinanten im carboxyterminalen zytoplasmatisch orientierten Proteinbereich liegen
(siehe 1.3.). Diese Aspekte wurden bei der Konstruktion spezifischatereinheiten zu
Grunde gelegt. Dabei wurde bericksichtigt, dal3 bei der Entwicklung eines neuronalen
Expressionssystems die spezifischerAJntereinheiten nach einer heterologen Gen-
expression im Neuron vor dem Hintergrund von potentiell endogen vorkommenden Kv-

Proteinen spezifisch nachweisbar waren.

4.1. Klonierung der Kv4.2 a-Untereinheit

Zu Beginn der Arbeit stand eine nur unvollstandige cDNA der Kedlntereinheit zur
Verfugung. Diese cDNA entsprach der von Roberds et al. (1991; Acc.: M59980)
veroffentlichten cDNA-Sequenz fur die Kv4@-Untereinheit, die jedoch, vermutlich
aufgrund eines Sequenzierfehlers, im 3'-Bereich eine Deletion von zwei Basen aufwies
und durch die dadurch entstandene Verschiebung des Leserahmens zu einem vorzeitigen
Transkriptionsabbruch fuhrt (Abbildung 1).

Unter Verwendung der korrigierten cDNA-Sequenz (Baldwin et al.; 1991; Acc.: S64320)
wurden Oligonukleotidprimer abgeleitet (Abbildung 2) und eine cDNA Bank aus dem
Hippocampus einer Ratte (Fa. Stratagene) mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (siehe
3.1.1.) nach dem 3‘-Bereich durchmustert.
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Abbildung 1 : Verschiebung der cDNA-Sequenzen und
daraus abgeleiteten Aminosauresequenzen:

cDNA-Sequenz nach
Roberds 1598 ...caactgcagtcctcggaggatgaaccggccttcgttagcaaatctggatcc 1648
und ST

Baldwin 1917 ...caactgcagtcctcggaggatgaaccggccttcgttagcaaatctggatcc 1967
456 .QLQSSENEPAFVSKSGS 473

474 SF E TTPPPASLPGQNHE 490
Roberds1649 agcttcgag..acaacaccaccacctgcttcactgcctggagaaaaccacg... 1697
und TR PRI
Baldwin 1968 agcttcgagacaca acaccaccacctgcttcactgcctggagaaaaccacg... 2018
474 SFET QHHHLLHCLEKTT ... 490
PCR-Frgmt. g
491 P * (STOP) Nukleotide sind in kleinen und
Roberds1698 aaccatgagtttgtg... 1712 Aminosauren in grol3en Buchstaben
und (I dargestellt.
Baldwin 2019 aaccatgagtttgtg... 2033 Homologe Nukleotide im PCR-Frgmt.
491 NHEFV.. 495 werden mit ~ gekennszeichnet.

Die gewunschten DNA-Fragmente mit einer kalkulierten Grof3e zwischen 817 bp und
1135 bp (je nach Primerkombination, siehe Abbildung 2) wurden weder durch
Reamplifikation mit ,nneren* Primern (,nested PCR"), noch durch Variation der
Temperatur, des PCR-Protokolls (,hot start®, ,touch-down”) oder der DNA-Polymerase
synthetisiert. Erst nach Verlangerung der Synthesedauer auf 1,5-2 min wurden gréRere
DNA-Fragmente (1,4 kb bis 1,6 kb) synthetisiert, die durch Southern-Blot-Analyse (siehe
3.1.6.) mit einer spezifischen, radioaktiv markierten Sonde (DNA-Fragment zwischen den
Primern Ral5A und Ral5B) als positiv nachgewiesen wurden.

Abbildung 2: Lokalisation der Primer:

Shal+1896 Shal+1933
Shal+1818 hal+1918

s
Shal-2589
Ral5A
Shal-2735
. Ral5B Shal-2953

> PP
g

Kv4.2 cDNA; Acc# S64320

Offener Leserahmen: #550 - #2444; Gesamtlange des cDNA-Klons: 3350 bp
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Die PCR-Produkte wurden in einen TA-Vektor (Fa. Invitrogen, Vektorkarte pCRII im
Anhang) kloniert und von beiden Seiten ansequenziert. Dadurch wurde auch der Ort des
Einschubs von etwa 500 bp in den PCR-Produkten definiert (Abbildung 3). An der
Position 2569 (im nicht translatierten Bereich, Baldwin et al., 1991) kommt es nicht nur
zum Einschub einer bisher nicht bekannten Sequenz sondern gleichzeitig auch zur Deletion
von 4 bp, wodurch die im cDNA-Klon nur einmal vorkommende Not I-Restriktions-
schnittstelle zerstort wird. Ob dieser Einschub die Folge eines alternativen Splicevorgangs
ist, 1aRt sich anhand der Sequenz nicht beurteilen, da keine signifikante Homologie zu den

bekannten Konsensussequenzen besteht.

Abbildung 3: Einschub im PCR-Fragment
Einschub etwa 500 bp
PCR-Frgmt ..gcaagaaggttggcgg atgaga.....attttcttt cgtatccatagat
HTHARMIER [T
Baldwin  ..gcaagaaggttg C ccgce cgtatccatagat..
2550 Not I-Schnittstelle ist 2581

durch den Einschub zerstort

Im translatierten Bereich des isolierten cDNA-Fragmentes wurden im Vergleich zur
Nukleotidsequenz von Baldwin et al. (1991) drei Punktmutationen gefunden, die durch
mehrere unabhangig durchgefiihrte PCR-Reaktionen bestétigt wurden. Wahrend es sich bei
der ersten Mutation an der Position 1982(ay) um eine stille Mutation handelte, die also

keine Veranderung der abgeleiteten Aminoséuresequenz zur Folge hatte (siehe Sequenz
des PCR-Fragmentes in Abbildung 1), fuhrte die zweite Mutation an der Position 2160
(t - a) zu einer konservierten Veranderung der Aminosauresequenz (Sdimeonin).

Die Sequenz von Roberds et al. (1991) weist an dieser Stelle ebenfalls ein a auf. Die dritte
Mutation wurde an der Position 2308 {t c) gefunden und fihrt in der abgeleiteten

Aminosauresequenz zum Austausch von Leucin nach Prolin (Abbildung 4).

Abbildung 4: Punktmutationen der PCR-Fragmente:
Mutation an Postition 2160: Mutation an Postition 2308:
Roberds1830 ...cacaaaaaa actttccga... 1847 1977 ...tgtgtcaaac t aaactgt... 1994
und (HRTI (A
Baldwin2151 ...cacaaaaaa t ctttccga... 2168 2298 ...tgtgtcaaac t aaactgt... 2315
534 .HKKSFR..539 583.CVKLNC..588

PCR-Frgmt. a e C~~~~~~~

..H K K TFR.. ..C VK P NC ..
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Die Amplifikation des entsprechenden DNA-Fragments aus genomischer Ratten-DNA
verlief erfolglos. Es ist deshalb anzunehmen, dal3 auf genomischer Ebene dieser Teil des
kodierenden Bereiches auf verschiedenen Exonen lokalisiert ist.

Mit dem isolierten DNA-Fragment wurde die unvollstandige Kv4.2-cDNA korrigiert bzw.
vervollstandigt. Dabei wurde durch die Methodeideritro Mutagenese (siehe 3.1.19 und
3.1.20.) eine Xba I-Restriktionsschnittstelle (siehe 2.3. Oligonukleotid: Shal-2589) hinter
dem Stopcodon eingefiigt. Unter Verwendung der innerhalb der universellen Klonierungs-
stelle schneidenden Restriktionsendonukleasen EcoR | und Xba | wurde die Kv4.2 cDNA
durch Ligation von drei Fragmenten ((EcoR I/Xba I)-Vektor-, (EcoR I/Kpn 1)-Kv4.2- und
(Kpn I/Xba 1)-Kv4.2-Fragment im Expressionsvektor pcDNA3.1 rekonstituiert (Ab-
bildung 5, Vektorkarte pcDNA3.1 siehe Anhang).

Abbildung 5: Klonierungsschema Kv4.2 in pcDNA3.1
Ampicillin pcMV
1 T7
Kpn 1 (900) EcoR 1 (939) €—
ColEl Xba | (945) 5'-Fragment
pCD%.l-KVﬁfZ cDNA Kv4.2 (959-28.
Kpnl(2091)
SV 40 pA
" Xbal (2885) <— 3*-Fragment
Neomycin T
svaooign | BGH ph Spé
PSVA40
4.2. Markierung der Kv-Kanale mit EGFP

Der Nachweis von heterolog exprimierten Proteinen kann auf indirektem Wege durch die
Methode der Immunhistochemie (siehe 3.5.) oder direkt aufgrund einer spezifischen
Markierung erfolgen. Unter Verwendung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) besteht
die Moglichkeit einer solchen direkten Proteinmarkierung (Chalfie et al., 1994).

Die Markierung des Kv1.4 und Kv4.2 wurde am carboxyterminalen Ende-diter-

einheiten durchgefihrt, so dal das GFP im zytoplasmatischen Bereich der Fusionsproteine
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lokalisiert ist (Abbildung 6). Dabei wurde durch die Wahl der Oligonukleotidprimer die
Sequenz des GFP (Acc.: M62654; Prasher et al.,, 1992) im Leserahmen direkt vor dem
Stopcodon dem-Untereinheiten eingefiihrt (Klonierungsprinzip siehe am Beispiel der

EGFP-Varianten weiter unten).

Abbildung 6: Markierung der Kv-Kanale mit GFP

PV

extrazelluldre Seite

HoN

Nach der Markteinfihrung des GFP durch Clontech im Jahre 1994 wurden eine Reihe von
Proteinvarianten konstruiert, die zur Verbesserung der GFP-Fluoreszenzeigenschaften
beitrugen. In chronologischer Abfolge wurden auch die in den Fusionskonstrukten
Kv1.4/GFP und Kv4.2/GFP verwendete Sequenz des GFP entsprechend optimiert.
Zunachst wurde in den Fusionkonstrukten durch die Methode der gerichteten Mutation
(siehe 3.1.18.) das Serin (Aminosaureposition 65) gegen Threonin (S65T) ausgetauscht
(Mutationsprimer P1: GFP+S65T und P2: GFP-S65T, siehe 2.3.), welches der
Proteinvariante GFRst (Heim et al., 1994) entsprach. Spater wurde fir die Sequenz des
GFP die des EGFP (enhanced green fluorescent protein) verwendet (Acc.. U55761;
Cormack et al.,, 1996). In der Sequenz des EGFP wurde nicht nur ein verbessertes
Chromophor (siehe Tabelle), sondern auch eine den Vertebraten angeglichene Codon-
Verwendung eingefuhrt. Dieses sollte auch zu besseren Expressionsausbeuten der

Fusionskonstrukte optimieren.
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Protein | Mutante Absorption | Emission | Extinktion Eigenschaften

(nm) (hm) (mM~cmi’)
GFP Wildtyp | 395 508 21 (395nm), |Photoisomerisierung

475 (475 nm) | 7 (475 nm) - Abnahme der Extinktion;

Chromophorbildung etwa 2 h.
GFPsg57 | S65T 488 511 39; - 6fach Keine Photoisomerie;
starker als GFR Chromophorbildung in etwa 20 mim.
EGFP | F64L, 488 507 - 35fach | Wie GFRgst,
S65T starker als GFR Alternative Codon-Verwendung

Bei der Herstellung des rekombinanten Klones Kv4.2/EGFP (siehe 3.1.19.) wurden
zunachst die PCR-Produkte laefnplate:pcDNA3.1-Kv4. (Vektorkarte siehe Anhang);
Primer P1 Ral4A, chiméarer Mutationsprimer M1:42EFPM) und Ib Template:
pcDNA3.1-EGFP;Primer P2: EGFPE1H1;chimarer Mutationsprimer M2:EFP42P)
synthetisiert. AnschlieRend wurden in einer dritten PCR die beiden ersten PCR-Produkte
aneinandergelagert und unter Verwendung spezifischer PrifRér Ral5A, P2:
EGFPE1H1) das chimare PCR-Produkt Il amplifiziert. Dieses wurde dann mit den Re-
striktionsenzymen Acc65 | und EcoR | verdaut und zusammen mit dem (EcoR I/Acc65 I)-
Fragment der Kv4.2 cDNA (Abbildung 7) in einen mit EcoR | linearisierten pcDNA3.1-
Expressionsvektor kloniert (pcDNA3.1-Kv4.2/EGFP).

Abbildung 7: Klonierungsschema Kv4.2/EGFP in pcDNAS3.1
pcMV 77

Ampicillin.

74\ EcorR1(918) €—
Acc65! (896
ColEl _ (898) Ral4A EcoR I/Acc65 I-
-, RalsA Kv4.2-Fragment
pcDNA3.1-Kv42/E gfp
SV 40 pA 8051 bp ?/""Acc 651 (2066) ¢
EFP42M .
EGFPELH1 o Kv4.2/E gfp (958-3541
\ o A
Neomycin ) £ 7 42EFPP Chimares PCR-
i Fragment
SV 40 origin EcoR | (3544) €
pSV 40 So6
BGHpA P

Fur die Herstellung des rekombinanten Kv1.4/EGFP-Konstruktes wurde zundchst die
cDNA des zur Verfugung gestellten Kvl1.4-Klones (pAKS2-RCK4/Dralll, Vektorkarte

siehe Anhang) in einen pcDNAS3.1-Expressionsvektor kloniert. Dabei wurde mit Hilfe der
PCR der in 5'-Richtung liegende nichttranslatierte Bereich, bei gleichzeitigter Einfihrung

einer Kozak-Sequenz (Kozak, 1986) am Startcodon, entfernt (siehe 2.3. Oligonu-
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kleotidprimer: R4H3NHE1 und R4 #341). Das PCR-Produkt wurde mit den Restriktions-
endonukleasen Hind Il und Bpul102 | verdaut und zusammen mit dem durch Restriktion
erhaltenen (Bpull02 I/Not I)-3'-Fragment aus dem Kvl1.4-Klon in ein entsprechend
prozessiertes (Hind I1lI/Not [)-pcDNA3.1-Vektorfragment kloniert (pcDNA3.1-Kv1.4,
Vektorkarte siehe Anhang).

AnschlieRend wurde tUber PCRr{mer: R4Aat2M und R4 #271 siehe 2.3.) ein Kvl.4-
PCR-Fragment synthetisiert, das am Stopdcodon eine neue Aat lI-Restriktionsschnittstelle
besal3. In einer zweiten PCRefplate pcDNA3.1-EGFP;chimérer Mutationsprimer

M1: EGFPAat2PPrimer P2 EGFPE1H1) wurde ein EGFP-Fragment amplifiziert, in dem
das Startcodon deletiert und ebenfalls die zum Kv1.4 komplimentare Aat II-Restrik-
tionsschnittstelle eingefihrt war. Das Kv1.4-PCR-Fragment wurde mit den Restriktions-
enzymen Xba | und Aat Il verdaut und zusammen mit dem (Aat IlI/EcoR I)-
Restriktionsfragment des EGFP-PCR-Produktes in den mit Xba | und EcoR 1 restrin-
gierten pcDNA3.1-Kv1.4-Vektor kloniert (pcDNA3.1-Kv1.4/EGFP, Abbildung 8).

Abbildung 8: Klonierungsschema pcDNA3.1-Kv1.4/EGFP
Aat Il (429)  pCMV
Aat I (8093) | | T7
Ampicillin /oo

~ R4H3NHEL

'—"Hl NN

/g

ColEl pat Il 376)/ / R4#341

Aat Il (512) /
Aat Il (698)

Kv1.4/[EGEP (905-3584)
pcDNA3.1-Kv14/Egfp /
 Resnt ¢ Xba I/Aat 1I-Kv1.4-
R4AAL2M 7 Fragment
SY40PA : Xba | (2744) 9
EGFPEIH1 <+—
v Aat II/ECoR |-
Neomycin , Aat Il (2869) EGFP-Fragment
SV 40 origin ) EGFPAat2P <4

4 | “EcoR | (3586)
pSV40 BGH pA Sp6 |

Xba | (3631)

Im Folgenden werden nur die mit den Kv1.4/EGFP- und Kv4.2/EGFP-Konstrukten
erzielten Ergebnisse prasentiert. Alternativ. wurde auch ein rekombinantes
Kv1.4/Gly/EGFP-Konstrukt entwickelt, in dem die fusionierten Proteine des Kv1.4 und
EGFP durch die Sequenz von zw0Olf Aminosauren ((Glygialanin),-(Glycin)s)
verbunden waren. Dieses Konstrukt zeigte jedoch bei der Expression in eukaryonten
Zellinien kein unterschiedliches Verhalten zum Kv1.4/EGFP-Konstrukt.
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4.3. Funktionalitat der Konstrukte Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP

Der Vorteil der angewendeten Klonierungsstrategie, das EGFP an das carboxyterminale
Ende der Kva-Untereinheiten zu fusionieren bestand in dem Erhalt der Funktionalitat
dieser Konstrukte bezilglich ihres Expressionsverhaltens als Membranproteine und ihrer

elektrophysiologischen Eigenschaften. Beides wurde im Folgenden naher charakterisiert.

4.3.1. Heterologe Genexpression in Gewebekulturzellen

Durch die Methode der chemischen Transfektion unter Verwendung kationischer Lipide
(siehe 3.4.1.2.) wurden die verschiedenen pcDNA3.1-Expressionsvektoren in COS-7
Zellen transferiert. Nach einer Inkubationsphase von mindestens 24 h wurden die Zellen
fixiert und die heterolog exprimierten Proteine fluoreszenzmikroskopisch (siehe 3.6.)
nachgewiesen. In der Regel wurden Transfektionsausbeuten von 20-30% erzielt. Bei der
Transfektion nach der Kalziumphosphatmethode (siehe 3.4.1.1.) wurden zwar Trans-
fektionsausbeuten von 40-45% erzielt, jedoch zeigten diese Zellkulturen nach der
Transfektion in wesentlich hoherem Ausmalf3e morphologisch deformierte und tote Zellen.
Die Expression der Kv1.4- und Kv4@-Wildtypproteine wurde mit spezifischen Anti-
kdrpern immunhistochemisch nachgewiesen. Fir den Nachweis der heterolog exprimierten
Kv1.4-Wildtypproteine wurde ein polyklonaler Antikdrper, der die Aminosaurereste
605-624 im carboxyterminalen Bereich des Kvlod4Proteins erkennt, verwendet
(anti-rkv1.4 wurde freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Knaus, Institut
fur Biochemische Pharmakologie, Innsbruck, Osterreich; siehe Roeper et al., 1998). Da fiir
das Kv4.2 a-Protein kein spezifischer Antikérper zur Verfigung stand, wurde das
(EcoR I/Apa I)-Restriktionsfragment der Kv4.2-cDNA aus dem pcDNA3.1-Kv4.2-Vektor
(siehe 4.1.) in ein entsprechend prozessiertes (EcoR I/Apa I)-pcDNA3.1/His C-Vektor-
fragment (Fa. Invitrogen, Vektorkarte siehe Anhang) kloniert. Der resultierende
Expressionsvektor, pcDNA3.1-HX-Kv4.2 (Vektorkarte siehe Anhang), kodiert fur ein
rekombinantes Kv4.2-Protein (weiterhin als HX-Kv4.2-Protein bezeichnet), in dem am
aminoterminalen Ende eine zusatzliche Sequenz von 45 Aminosauren exprimiert ist
(Abbildung 9). Innerhalb dieser Sequenz sind die Proteindoménen eines sogenannten
~His-tag“ und eines ,Xpress-tag“ lokalisiert. Die Proteindoméane des ,Xpress-tag” stellt
fur sich ein Epitop dar, das von dem monoklonalen anti-Xpress-Antikdrper (anti-mXpress,
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Fa. Invitrogen) erkannt wird. Durch Verwendung der anti-Xpress-Antikbrper wurden die
heterolog exprimierten HX-Kv4.2-Proteine dann nachgewiesen. In einem alternativen
Konstrukt wurde der ,His-tag” durch Restriktion des pcDNA3.1-HX-Kv4.2 mit Nhe | und
anschlielender Ligation deletiert (X-Kv4.2-Protein siehe Abbildung 9). Die mit den anti-
Xpress-Antikorpern detektierten Expressionsmuster der HX-Kv4.2- und X-Kv4.2-Proteine
(ohne Abbildung) zeigten jedoch keinen Unterschied.

Abbildung 9: Aminoterminaler Proteinbereich des HX-Kv4.2

Nhe |
895.. gctagc gtttaaacttaagcttacc atggggggttct
MG G S
Start im HX-Kv4.2-Konstrukt
His-tag Nhe |
932.. catcatcatcatcatcat gotatg gctagc atg  actggtggacagcaaatgggtcgg

HHHHHH G M AS M TGGQQMGR
Start im X-Kv4.2-Konstrukt

Anti-Xpress-tag
989.. gatctgtacgacgatgacgataag gtacccggatccagtgtggtggaattc
DLYDDDDK VPGSSVVEF

1040.. tctagaggatccacc atg gcagccggtgttgcagca ...
SRGST M AAGVAA ..
Urspriingliches Startcodon des Kv4.2

Die mit EGFP markierten Proteine (Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP) sowie das Wildtyp-
EGFP wurden anhand ihrer Autofluoreszenz nachgewiesen.

Bild A zeigt die Verteilung des heterolog exprimierten EGFP. Es ist im gesamten Bereich
der COS-7 Zelle lokalisiert mit besonders hoher Dichte im Zellkern. Dieses ist wohl auf
die sehr kompakte und einzigartige Strukts-¢an“) des EGFP zurickfihren (Ormé et

al., 1996; Yang et al., 1996). Eine quantitative Betrachtung der Proteinverteilung anhand
der starken Fluoreszenz im Zellkern und der schwéacheren und diffusen Fluoreszenz in der
Zellperipherie ist nicht moglich. Mit den verwendeten FITC-Filtersatzen (siehe 3.6.1.) war
es technisch nicht moglich bei der Aufnahme der einzelnen Zellebenen die
Streufluoreszenzen des EGFP aus benachbarten Zellebenen vollstandig herauszufiltern.
Bei der Erstellung der dreidimensionalen Bilder fiihrte diese Uberstrahlung dazu, daR die
EGFP-Bilder im Vergleich zu den Cy3-Aufnahmen (rote Fluoreszenzsignale) eine
schlechtere Auflosung besitzen. Fir das EGFP wurden héhere Fluoreszenzintensitaten
beobachtet als fur die EGFP-Konstrukte. Dieses liegt vermutlich an der uneingeschrankten
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Heterologe Genexpression in COS-7 Zellen:

Bild A: Autofluoreszenz Bild B: Autofluoreszenz
WT-EGFP §B Kv1.4-EGFP

Bild C: anti-rKv1.4 + Autofluoreszenz Bild D: anti-rkv1.4
Kv1.4-EGFPED WT-Kv1.4

Bild E: anti-mXpress Bild F: Autofluoreszenz
= HX-Kv4.2QF

rote Fluoreszenzsignale durch mit Cy3 konjugierte anti-rigG oder
anti-mlgG Zweitantikdrper
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Moglichkeit zur Ausrichtung des Il6slichen Proteins innerhalb der Zelle, wahrend die
membrangebundenen EGFP-Konstrukte darin eingeschréankt sind.

Die Verteilung des Kv1.4/EGFP ist in Bild B zu sehen. Im Vergleich zu dem loslichen
EGFP laiit sich die Lokalisation des Kv1.4/EGFP in den inneren Membranen der Zelle
erkennen mit starker Dominanz im Bereich des kernnahen endoplasmatischen Retikulums.
Diese laRt sich auf die allmahliche Uberladung des endoplasmatischen RetikBRms (
overload durch heterolog exprimierte Proteine zurlckfuhren. Ursache dafur ist die durch
den viralen Promoter (pCMV) regulierte Transkription, die dazu fuhrt, daf3 die heterologen
Proteine im UberschuR produziert werden. Die im Vergleich zum EGFP schwacheren
Fluoreszenzsignale im Zellkern resultieren aus der Uberstrahlung der EGFP-Fluoreszenz
aus den Zellebenen ober- und unterhalb des Kerns und ist nicht als Kernlokalisation zu
interpretieren.

In einem Doppelmarkierungsexperiment (Bild C) wurde das Kv1.4/EGFP zusatzlich mit
dem spezifischen anti-Kv1.4-Antikbrper immunhistochemisch markiert. Die gelben
Signale resultieren aus der Uberlagerung der griinen EGFP-Fluoreszenz mit der roten Cy3-
Fluoreszenz des verwendeten ZweitantikGrpers. Da nicht von einer proteolytischen oder
enzymatischen Abtrennung des EGFP im Kv1.4/EGFP ausgegangen werden kann, lassen
sich die griinen Fluoreszenzsignale nur durch die Uberstrahlung der EGFP-Fluoreszenz
erklaren. Die gelben Signale im Bereich des Zellkerns entstehen durch die
dreidimensionale Bildwiedergabe und sind tatsachlich in den Zellschichten ober- und
unterhalb des Kerns lokalisiert. Deutlicher ist die feinadrige Verteilung des Kv1.4/EGFP in
den inneren Membranen der Zelle zu erkennen sowie die ER-Uberladung in Kernnahe.

Bild D zeigt die Verteilung des Kvld-Proteins. Das resultierende Expressionsmuster ist
mit dem des Kv1.4/EGFP (gelbe Signale in Bild C) vergleichbar. Danach hat die
Markierung mit EGFP keinen Einfluld auf die Verteilung des Kwi-RBroteins innerhalb

der Zelle nach einer heterologen Genexpression. Teilweise werden an den Zellrandern
lokale Dichten an Kvl.4a-Proteinen nachgewiesen. Da die COS-7 Zellen keine
Zellpolaritat aufweisen, entstehen diese lokalen Dominanzen durch Zellverdickungen, die
entweder rein morphologischer Ursache sind oder aber auf den Ort eines Wachstumkegels
hinweisen.

Die heterologe Expression des HX-Kv4.2- (Bild E) und des Kv4.2/EGFP-Konstruktes
(Bild F) zeigt eine miteinander vergleichbare zellulare Verteilung der Proteine. Im
Vergleich zum Kv1.4 (Bild D) und Kv1.4/EGFP (Bilder D und C) fallt auf, dal3 die

feinadrige Verteilung in den inneren Zellmembranen bei den Kv4.2-Proteinen nicht so
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gleichm&flig ist. Tellweise werden im Bereich der inneren Membranen lokal sehr hohe
Proteindichten in Form von vesikuléren Signalen (siehe Punkte im Bild E) nadhgewiesen.
Aufféllig ist eine garkereER-Uberladung zu beobachten. Dieses und der Umstand, dai
sich die Zellen mit den Kv4.2-Konstrukten deulich schlechter transfizieren lief3en, deuen
daraff hin, dall ¢ Verabeitung des Kv4.2-Proteins innghalb der COS< Zellen
problematischer ist oder sogar einen zytotoxischen Effekt auf die Zellen augibt. Es ist
bekannt, daR de ER-lberladung durdr Membranproteine Zellen in einen StreRzugand
verseazt, der zur Aktivierung zweier altemativer Signalkakaden, als Reaktion auf diesen
Zudand, fuhren kam (Pah und Baeueée, 1997).

4.3.2. Elektrophysiologische Charakteriserung vonKv1.4/EGFP und
Kv4.2/EGFP

Die elekirophysiologischen Charakerisierung der mt EGFP markierten Konstrukte
Kv1.4/EGFP wind Kv4.2/EGFP wurdein Zusammenabeit mit der Diplombiologin Andrea
Wulf durchgefuihrt. Dazu wurda die fur die entspretienden Kongrukte kodierenden
Expresionsvekioren chemisch in CHO Zellen transfiziert (3ehe 34.1.). Nad einer
Inkubationsphase von 36-48 h wurden die durt die hderolog exprimierten Kv-Kandle
vermittelten makroskopischen Zellstréme mit Hilfe der P&ch-Clamp-Methode gemessen
(siehe 37). Die K'-Auswartsgrome wurden in Abhangigkeit zu agelegen
demlarisierenden Spannungspulsen gemesen. Dazu wurde das Potential der
Plasmamembran auf —80 mV gehalten und die Membran im Bereich von —80 mV  bis
+60 mV durch Spamungspulse deplarisiert. Die Rulse wuren jeweils um 10 mV erhoht
und fir die Dauer von 500 ms verabreicht. Zur Kontrolle wurden unter deichen
Bedingungen die entspretenden Messungen an den Wildtypkandlen durchgefihrt. Fir die
Berechnung der kinetischen Konstanten wurden mindestens drei unabhéngige Mesaungen
beruclsichtigt.

Die von den Konstrukten Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP resiltierenden Stromkurven
(Abbildung 10) zégen die Charakeristik eines shnell-inaktivierenden Kv-Kanals.
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Abbildung 10: Stromkurven der mit EGFP markierten Kv-Kanale

Kv1.4 EGFP

Kv4.2 EGFP

2nA

01s

Die Zeitkonstanten fur die Aktivierungtgay und Inaktivierung 1) wurden in
Kontrollexperimenten ebenfalls fiur die Wildtypkanale unter den vorherrschenden
Versuchsbedingungen bestimmt.

Dabei wurden fur die Inaktivierung (mit | = a exfg) + b expt/tn)) zwei
Zeitkonstanten angepal3t. Durgh wird der schnelle Anteil und durch, der langsame

Anteil des Kurvenverlaufes der Inaktivierung wiedergegeben (siehe Tabelle).

Zusammenfassung der Ergebnisse: Kvl.4 Kv1.4EGFP |Kv4.2 Kv4.2EGFP
Zeitkonstante maximale Aktivierung 2,7 2,4 3,2 3,2
Tmax[MS] | £ 0,2 + 0,1 + 02 + 0,3
Zeitkonstanten der Inaktivierung T [ms] | 20,6 20,3 10,4 15,9
+ 2,7 + 1,3 + 45 + 0,6
77,7 67,6 137 148
T2[Ms] | + 8,0 + 4,0 +21,5 +30,0
Steady-state Aktivierung Y[mV] |-26,7 -29,8 -34 -10,4
+ 50 + 56 + 28 + 1,1
Steigung (slope) [mV] | -19 -13,5 -14,4 -10,4
+ 1,8 + 45 + 15 + 12
Steady-state Inaktivierung \fo[mV] | -47,3 -44.,4 -46,3 -48,7
+ 34 + 22 + 4,1 + 04
Steigung (slope) [mV] | - 3,5 -34 -59 -4,0
+ 04 + 0,3 + 15 + 0,3

59



Ergebnisse

Die steady-state Aktivierungs- und Inaktivierungskurven wurden mit Boltzman-
Funktionen aus den urspriinglichen Daten berechnet (SIGMAPLOT, Jandel Scientific, San
Rafael, CA). Aus diesen Kurven lassen sich dig-Werte ableiten, die Potentiale bei
denen die Halfte der Kanale offen (Abbildung 11) bzw. inaktiviert (Abbildung 12) sind.
Die Steigung stellt dabei ein Mal3 fur die Spannungsabhangigkeit dar.

Abbildung 11: Steady-state-Aktivierung Kvl.4/EGFP und Kv4.2/EGFP
Kv1.4 EGFP Kv4.2 EGFP
GG, 5 G/G,_,
1.0 = 1.0- p
0.8 -} 0.8
0.6 0.6
Vg =-104 £14 mV
0.4 0.4+ s=-104 12 mV
Vg, =298+ 56 mV
0.2 $=-135+45mV 0.2
0 0+
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1
120 80  -40 0 40 80 mv -80  -40 0 40 80 mV
Abbildung12: Steady-state-Inaktivierung fur Kv1.4/EGFP und
Kv4.2/EGFP
Kv 1.4 EGFP y Kv4.2 EGFP
. max
1.0 o 1.0
0.8 - 0.8
0.6 0.6
V., =-487+ 04 mV
0.4 0.4 o
Vg, =-44.4+22mV $74020.3mV
s=-3.4x03mV
0.2 0.2
0 0-
T T T T T T 1 T T T T T T T 1
120 80 40 0 mvV -120 80 40 0 mv

Ein Vergleich der Mel3ergebnisse zeigt, dal3 die mit EGFP markierten Kv-Proteine nicht
nur funktionale Kv-Kanéle bilden, sondern in Bezug auf ihre makroskopischen
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Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken denen der durch die entsprechenden Wild-
typkanéle vermittelten Strome gleichen.

Eine weitere kinetische Charakteristik ist die Erholungsph@sedyvery, die vergeht bis
Kv-Kanale sich aus der Inaktivierung regenerieren und der urspriinglieBérdtn wieder
meRbar ist. Fur den Kvl1.4 ist die Erholungsphase mit einer schnellen Zeitkomponente
Tr1 = 598 ms (Erholung aus der N-Typ Inaktivierung), nach der 68% des urspringlichen
K*-Stromes regeneriert sind, und einer langsamen (Erholung aus der C-Typ Inaktivierung),
die im Bereich von mehreren Sekunden liegt, beschrieben (Baukrowitz und Yellen, 1995;
Roeper et al., 1997). Die schnelle Zeitkomponente der Kv4.2-Erholungsphase liegt
dagegen im Bereich von 100 ms, wobei ein groRerer Anteil des urspringlitigtrokes
regeneriert wird (etwa 85%). Die Erholungsphase der durch die Konstrukte Kv1.4/EGFP
und Kv4.2/EGFP gebildeten Kv-Kanéle wurde ebenfalls nachgewiesen. Es wurden jedoch
nicht genigend Messungen durchgefihrt, um eine genaue Quantifizierung der Erholungs-
phase durchzufuhren. Die Ergebnisse dieser Messungen deuten aber darauf hin, dal3 die
mit EGFP markierten Kanale im Vergleich zu dem komplementaren Wildtypkanal
mindestens die zweifache Zeit zur Erholung aus der Inaktivierung benotigen.

4.4, Konstruktion von Chiméaren aus CD4-Rezeptor und Kwa-Untereinheiten

Der gerichtete Proteintransport des Kvh<roteins im MDCK-Modell deutet auf die
Existenz einer transportbestimmenden Domane innerhalb des zytoplasmatisch orientierten
carboxyterminalen Proteinbereiches rsrefie Einleituny Die Markierung mit EGFP am
carboxyterminalen Ende der Kv1.4/EGFP- und Kv4.2/EGFP-Konstrukte kdnnte unter
Umstanden den carboxyterminalen Bereich derartig maskieren, dald die Proteine nicht
mehr gerichtet transportiert werden kénnen. Dagegen ist ein indirekter Transport tber
endogene Kv-Proteine denkbar, wenn die mit EGFP markierten-Rvwoteine nach der
heterologen Genexpression Uber die Tetramerisierungsdomdnen mit diesen in
Wechselwirkung treten und mitgenommen werden. Um einen derartigen indirekten
Transport zu vermeiden und um den mdglichen Nachteil einer carboxyterminalen
Maskierung zu umgehen, wurden alternative Expressionskonstrukte generiert.

Zu diesen Zweck wurden Teile der cDNAs des CD4-Rezeptors (Hodge et al.,, 1991,
Acc.: M35160) und der Kvl.4i- bzw. Kv4.2 a-Untereinheiten so kloniert, daf3 in den

daraus resultierenden chiméaren Proteinen der zytoplasmatische Teil des CD4-Rezeptors
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durch den carboxyterminalen Bereich eines Kv-Proteins, Kv1.4 oder Kv4.2, ausgetauscht
ist (Abbildung 13).
Abbildung 13: Struktur der CD4-Chimaren

extrazelluldr CD4-Anteril

Zellmembran CD4-Anteril

intrazelluldr Kv-Anteril

Die cDNA des CD4-Rezeptors (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. J. Merot,
Centre D’Etudes de Saclay, Gif sur Yvette, Frankreich) wurde mit den Restrik-
tionsenzymen Hind I1ll und BamH | verdaut und einen entsprechend prozessierten
pcDNA3.1-Expressionsvektor kloniert (pcDNA3.1-CD4-Rezeptor, Klonkarte siehe
Anhang).

Das chimare Konstrukt CD4(ex+tm)/Kv4.2(ct) wurde in Analogie zu der Methode der
gerichtetenin vitro Mutagenese (siehe 3.1.19.) hergestellt. Dabei wurden zunachst der
5-Bereich des chiméaren Konstruktes (1. PCRemplate: pcDNA3.1-CD4-Rezeptor;
Primer P1: CD4+934, chimérer Mutationsprimer M2:SH-CD4, siehe 2.3.) und der
3'-Bereich (2. PCR:Template: pcDNA3.1-Kv4.2; Primer P2: Shal-2452, chimarer
Mutationsprimer M1:CD4+SH) synthetisiert. Anschlie3end wurden beide PCR-Produkte
durch eine Uberlappende PCRrifner P1 und P2 wie obgraneinandergelagert. Das
resultierende PCR-Fragment wurde mit den Restriktionsendonukleasen Bpul102 | und
Xba | verdaut und in das komplementar restringierte (pcDNA3.1-CD4-Rezeptor)-Fragment
kloniert (ocDNAS.1-CD4x+tmyKv4.2) siehe Abbildung 14).

Das in Analogie zu dem oben dargesteliten Verfahren hergestelite Konstrukt
CD4ex+tmyKVv1.4(¢yy wurde von Dr. J. Merot zur Verfugung gestellt und war in einen pcB6-

Expressionsvektor (siehe Le Maout et al., 1997) kloniert worden.
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Abbildung 14: Klonierung pcDNAS3.1- CD4(ex+imy/KV4.2(ch

Ampicillin pcMV.

CD4/Kv4.2(ct) (955-2929

ColEl
CD4+934
pcDNA3.1-CD4 (e+t)/[Kv4.2(c)
T4280p N
SH-CD4 Bpul102l (2013 _
’ e Chiméres PCR-
SV 40 pA Shal-2452 % CD+SH Fragment

a ~ Xbzl (2966)

Neomycin K 7
Va0 origin Sp6

pSVA40 BGH pA

In den resultierenden Konstrukten GRAmyKv4.2¢y und CD4ex+imyKv1.4(y) ist der
gesamte carboxyterminale Bereich der Kv-Proteine verhanden, beginnend bei dem
Ubergang von S6 in den zytoplasmatisch orientierten Proteinbereich, der fiir die Kv1.4 und
Kv4.2 a-Untereinheit keine Homologie zueinander innerhalb der Aminosauresequenz
erkennen lal3t (Abbildung 15).

Die chimaren Konstrukte sind nicht in der Lage funktionale Kanale zu bilden oder mit
endogenen Kwi-Proteinen in Wechselwirkung zu treten. Weder in Gewebekulturzellen
(CHO, COS, HEK293) noch in Neuronen des ZNS (Hippocampus und Cortex) wurde das
CD4-Rezeptorprotein endogen nachgewiesen. Dadurch ist es moglich die heterlog
exprimierten CD4-Konstrukte mit einem spezifisch gegen den CD4-Rezeptor gerichteten
Antikdrper (SIM 2.1.1; freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. J. Merot), der ein
Epitop innerhalb des extrazellularen Bereiches des CD4-Rezeptorproteins erkennt, durch
die Methode der Immunhistochemie (siehe 3.5.) nachzuweisen.

Ein potentieller gerichteter Proteintransport dieser Proteine sollte nur aufgrund des aus den
Kv a-Untereinheiten stammenden zytoplasmatischen Proteinbereiches erfolgen. Zur
Kontrolle dieser Hypothese wurde eine verkirzte Variante des CD4-Rezeptorproteins, das
CD4s0p konstruiert. Durch die Methode der gerichtatewitro Mutagenese (siehe 3.1.18.)
wurde ein Stopcodon so in den Leserahmen eingefiihrt (siehe 2.3. Oligonukleotide
CD4A42 und 42ACD4), daf? in dem resultierenden Protein nur der extrazellulare und
membrandurchspannende Bereich des CD4-Rezeptors exprimiert wird (Abbildung 15,
Klonkarte pcDNAS3.1-CD4,, im Anhang).
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Abbildung 15 : Sequenzvergleich der CD4-Fusionsproteine

1 -4— extrazelluldr @ 404 >
cddstop MNRGVPFRHL LLVLQLALLP ...GQVLL ESNIKVLPTW STPVQPM ALIV
cd4-Kvl.4 MNRGVPFRHL LLVLQLALLP ...GQVLL ESNIKVLPTW STPVQPM ALIV
cd4-Kv4.2 MNRGVPFRHL LLVLQLALLP ...GQVLL ESNIKVLPTW STPVQPM ALIV

membrandruchspannend -——a zytoplasmatisch o—p
cddstop LGGVAGLLL FIGLGIFFCV R*
cd4-Kvl.4 LGGVAGLLL FIGLGIFFCV RC NFNYFYHR ETENEEQTQL TQNAVSCPYL
cd4-Kv4.2 LGGVAGLLL FIGLGIFFCV RC NFERIYHQ NQRADKR.RA QKKARLARIR

451 500
cd4 stop
cd4-Kvl.4 PSNLLKKFRS STSSSLGDKS EYLEMEEGVK ESLCGKEEKC QGKGDDSETD
cd4-Kv4.2 AAKSGSANAY MQSKRNGLLS NQLQSSEDEP AFVSKSGSSF ETQHHHLLHC

501 550
cd4 stop
cd4-Kvl.4 KNNCSNAKAYV ETDV*
cd4-Kv4.2 LEKTTNHEFVY DEQVFEESCM EVATVNRPSS HSPSLSSQQG VTSTCCSRRH

551 600
cd4 stop
cd4-Kvl.4
cd4-Kv4.2 KKSFRIPNAN VSGSHRGSVQ ELSTIQIRCV ERTPLSNSRS SLNAKMEECV

601 647
cd4 stop
cd4-Kvl.4
cd4-Kv4.2 KLNCEQPYVT TAIISIPTPP VITPEGDDRP ESPEYSGGNI VRVSAL*

Im MDCK-Modell wurde das CDgy-Protein nicht gerichtet transportiert, wahrend das
CD4ex+tnrKv1.4-Konstrukt genauso wie das CD4-Rezeptor- oder aber das Kvl.4-
Wildtyp-Protein gerichtet basolateral transportiert wurden (personliche Mitteilung von
Dr. J. Merot).

4.5, Interaktion der CD4-Chimaren mit PSD-95

Eine Reihe von lonenkandlen und Neurotransmitterrezeptorproteine weisen am
Carboxyterminus eine identische Peptidsequenz, das -X-(S/T)-X-V-Motiv (X steht fur
irgendeine unpolare und hydrophobe Aminosaure), auf. Speziell bei den spannungs-
abhangigen KKanalen wird dieses Motiv bei Mitgliedern der Kwd-Subfamilie
nachgewiesen (Kvl1.1 bis Kv1.4). Uber dieses Motiv kénnen diese lonenkandle an
bestimmte Proteinbereiche, die PDZ-Domanen, binden (Sheng und Kim, 1996 Kornau et
al., 1997). Verschiedene PDZ-Doméanen sind in einer Reihe von loslichen Proteinen

identifiziert worden, wobei das Kvlat+Protein besonders hohe Affinitat zur mittleren von
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insgesamt drei PDZ-Doménen im PSD-95 Protein zeigt (Niethammer et al., 1998). Das
PSD-95 postsynapticdensity95, Cho et al., 1992), auch als SAP-39n@pticassociated
protein-90, Kistner et al., 1993) bezeichnet, wurde aus synaptischen Proteinfraktionen des
Gehirns isoliert und auch am Ort der postsynaptischen Verdichtungen elektronen-
mikroskopisch lokalisiert. Das PSD-95 stellt ein Gerustprotein dar, das mit weiteren
Proteinen in Wechselwirkung treten kann, wie beispielsweise mit dem CRIPT Protein,
wodurch eine feste Verbindung zum Zytoskelett entsteht (Ehlers et al., 1996; Sheng und
Wyszynski, 1997). Die Interaktion zwischen Kv1.4 und PSD-95 fuhrt damit zur Fixierung
der K-Kanale am Zytoskelett und gleichzeitig zur lokalen Anh&aufung, allgemein als
,clustern® bezeichnet, am Ort ihrer Funktion.

Um nachzuweisen, daf} der in dem chimaren Protein GR4Kv1.4: enthaltende
carboxyterminale Proteinbereich ebenfalls diese Funktionalitdit des Kvl.4-Proteins
aufweist, wurde die Fahigkeit zur Interkation mit PSD-95 nach heterologer Genexpression
in COS-7 Zellen untersucht. Dazu wurden die fur das PSD-95 kodierende cDNA
(Acc.: M96853) Uber die Restriktionsschnittstellen Acc65 | und Not | in einen pcDNA3.1-
Expressionsvektor kloniert (pcDNA3.1-PSD 95 siehe Anhang).

Durch chemische Kotransfektionen (siehe 3.4.1.) wurde der pcDNA3.1-PSD-95-
Expressionsvektor zusammen mit dem pcDNA3.1-Kv1.4- oder aber dem pcDNAS3.1-
CD4ey+tnrKV1.4-Vektor in COS-7 Zellen transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von
48, 60 oder 72 h wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch untersucht (siehe 3.5.
und 3.6.).

Waéhrend das heterolog exprimierte Kvl1.4-Protein nach 48 h eindeutig in den inneren
Membranen mit einer starken Dominanz im Bereich des kernnahen endoplasmatischen
Retikulums lokalisiert wird (siehe 4.3.1., Bild D), zeigt PSD-95 nach 48 h ein homogenes
Expressionsmuster tber die gesamte Zelle (Bild G). Werden Kv1.4 und PSD-95 in einer
Zelle gleichzeitig, exprimiert 1&R3t sich nach 60 h ein deutlich verandertes, gepunktetes
Expressionsmuster beobachten. Kv1.4 ist innerhalb der Zelle lokal konzentriert (Bild H),
welches durch den Effekt des ,clustern® beschrieben werden kann. Durch
Doppelmarkierungsexperimente lai3t sich nachweisen, dald in dem Grof3teil dieser Punkte
PSD-95 und Kv1.4 zusammen lokalisiert sind (Bild 1). Der gleiche Effekt lat sich nach
einer Kotransfektion von CR4.,rKv1.4; und PSD-95 beobachten (Bild J), wodurch auch
nachgewiesen wurde, dal3 diese Chimére die Fahigkeit zur Interaktion mit PSD-95 besitzt
und damit am carboxyterminalen Proteinbereich die Funktionalitat des Kvl.4-Proteins

aufweist. Obwohl flr das Kv4 @-Protein ebenfalls der Effekt des ,clustern” beschrieben
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Interaktion der CD4-Chimaren mit PSD-95:

Bild G: anti-mPSD-95 Bild H: anti-rkv1.4
PSD-95+WT-Kv1.4

Bild I: anti-mPSD-95+anti-rkv1.4 Bild J: anti-mPSD-95
PSD-95+CD4Kv1.4ct

rote Fluoreszenzsignale durch mit Cy3 konjugierte anti-rlgG und
grune Fluoreszenzsignale durch mit Cy2 konjugierte anti-mlgG Zweitantikérper
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worden ist (Alonso und Widmer, 1997), konnte bisher kein Interaktionspartner identifiziert
werden. So wurde fur das Kv4.2 bzw. das GR#Kv4.2 nach der Kotransfektion mit
PSD-95 keine Veranderung der Expressionsmuster festgestellt. Ebenfalls unverandert
bleibt das Expressionsmuster des Kv1.4/EGFP, nachdem es mit PSD-95 zusammen
heterolog exprimiert worden war. Dieses ist auf die Maskierung des distalen
carboxyterminalen Proteinbereiches durch die Fusion mit EGFP zurtckzufthren.

4.6. Palmitylierung einer Kv B-Untereinheit

Die Interkation zwischen Kvl1.4 und PSD-95 hat scheinbar keinen EinfluR auf den
Membrantransport von Kv1.4. Beide Proteine gelangen unabh&angig voneinander in die
Plasmamembran und treten auch dort erst in Wechselwirkung miteinander (Topinka und
Bredt, 1998). Der Membrantransport von PSD-95 wird dabei tUber eine aminoterminale
Palmitylierung reguliert. Obwohl keine allgemeingtltige Erkennungssequenz fiur die
Modifikation von Proteinen mit Palmitinsdure bekannt ist, so wird doch die Palmitylgruppe
in allen derartig modifizierten Proteinen Uber die Veresterung der Thiolgruppe eines
aminoterminalen Cysteins (innerhalb der ersten zehn Aminosduren am N-Terminus)
eingefuhrt. Der Effekt der Palmitylierung fuhrt in diesen Proteinen zum Membrantransport
und damit zur Lokalisation am Ort ihrer Funktionen (Wedegaertner und Bourne, 1994;
van't Hof und Resh, 1997). PSD-95 verfugt Uber zwei Cysteine im aminoterminalen
Proteinbereich, an Position drei und fiinf. Ob beide oder nur ein Cystein palmityliert wird,
ist bisher nicht bekannt, aber zumindest unterdriickt der Austausch von nur einem der
beiden Cysteine gegen Serin diese postranslationale Modifikation des PSD-95.

Ein weiteres Effektorprotein der Kvld-Untereinheit ist die Kvl.B-Untereinheit. Sie
verfliigt ebenfalls Uber ein aminoterminal lokalisiertes Cystein (siebte Aminosaure).
Obwohl Kv1.1p ein kleines losliches Protein ohne ausgepragte hydrophobe Eigenschaften
ist, und die Interaktion von Kv1.B und Kvl1.4a scheinbar keinen Einflul3 auf den
Proteintransport dem-Untereinheit hat, so wird Kv1l.B doch hauptsachlich als an den
Membranen assoziiertes Protein nachgewiesen. Der Ort, an dem es zur ersten Interaktion
beider Proteine kommt, und die Ursache fur die Membranlokalisation von Igv4iid
unbekannt. Da fiir eine andeBeUntereinheit eines lonenkanals, die L-Typ*Cianal

B2a-Untereinheit, die Palmitylierung eines aminoterminal lokalisierten Cystein nach-

67



Ergebnisse

gewiesen worden war (Chien et al., 1996), wurde eine potentielle Palmitylierung der Kv1.1
B-Untereinheit naher untersucht.

Wahrend der Expressionsvektor pcDNA3.1-KvB1zur Verfligung stand, muldte die
cDNA des Kvl.1 BrsyProteins vom pAKS2-Vektor in einen Expressionsvektor
transferiert werden. Dazu wurde der pAKS2BEwWektor mit BamH | und Hind 1l
restringiert. Die beiden resultieren DNA-Fragmente (5‘-(Hind 1lI/Hind IlI)-Fragment mit
einer GrolRe von 790 bp und 3*-(Hind 1ll/BamH I)-Fragment mit einer Grol3e von 788 bp)
wurden gleichzeitig mit dem (Hind Ill/BamH I)-Vektorfragment eines pcDNAS3.1-
Expressionsvektor ligiert (Vektorkarte pcDNA3.1-KvBd;s siehe Anhang).

Die Expressionsvektoren wurden chemisch in CHO- und COS-7 Zellen transfiziert (siehe
3.4.1.) und diese nach 48 h und 72 h Transfektionszeit in ein Eppendorfreaktionsgefal’
uberfuhrt, zweimal mit kaltem PBS gewaschen und proteinchemisch analysiert (siehe 3.2.).
Der Effekt der Palmitylierung solite anhand eines veranderten Laufverhaltens unter den
Bedingungen der diskontinuierlichen SDS-PAGE (siehe 3.2.1.) nachzuweisen sein. Fur die
Boa-Untereinheit des L-Typ GaKanals (Proteinmasse ohne Modifikation 68 kDa) wurde

ein veréandertes Laufverhalten entsprechend einer 2-4 kDa groéRReren Proteinmasse
festgestellt. Der Nachweis der heterolog exprimierten Kft.tind Kv1.107syProteine

nach Western-Blot-Analyse (siehe 3.2.2.) zeigt jedoch keine Veranderung des
Laufverhaltens in einem 9%igem (Abbildung 16, Proteinproben aus COS-7 Zellen) oder
12,5 %igem (ohne Abbildung) Polyacrylamidgel.

Abbildung 16: Elektrophoretische Auftrennung von WT-Kv-31.1 und Kv-3(C7S)1.1
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Fur beide Proteine wurde eine Masse von etwas weniger als 45 kDa detektiert, wonach der
Effekt einer Palmitylierung fur das Kv34Protein ausgeschlossen werden kann, denn bei
einer Massenverschiebung um etwa 3 kDa im Bereich von 40-50 kDa sollte dieser
Unterschied durch Western-Blot-Analyse deutlich nachzuweisen sein.

4.7. Heterologe Genexpression im Neuron

Neuronen sind hochdifferenzierte und postmitotische Zelseh¢ Diskussign Diese
Umstande begrinden auch die Tatsache, daf} die tblichen Bedingungen der heterologen
Genexpression in Neuronen nicht bzw. nur sehr schlecht anwendbar sind.

Bei der Entwicklung eines neuronalen Expressionsystems wurden deshalb verschiedene

Methoden des Gentransfers in entsprechend dafiir geeigneten Neuronen angewendet.

4.7.1. Chemische Transfektion in priméarkultivierte hippocampale Neuronen

Sowohl die Kalziumphosphat-Methode (siehe 3.4.1.1.) als auch die Transfektion mit
kationischen Lipid-Reagentien (siehe 3.4.1.2.) wurde an primarkultivieren hippocampalen
Neuronen embryonalen Ursprungs (siehe 3.3.2.) getestet. In Einzelfallen wurde das
heterolog exprimierte EGFP 24 h nach der Transfektion innerhalb eines fixierten Neurons
(siehe 3.5.1.) nachgewiesen. Jedoch gelang es nicht die Methode der chemischen
Transfektion so zu optimieren, dafl3 h6here Ausbeuten als 0,01% oder aber reproduzierbare
Ergebnisse erzielt wurden. Ein weiterer Nachteil dieser Methode war die scheinbar
zytotoxische Wirkung der Reagentien sowie die durchzufuhrenden Waschschritte und
Medienwechsel, so daf? in den behandelten Kulturen 48 h nach der Transfektion kaum

noch vitale Neuronen nachgewiesen wurden (siehe 3.3.6.).

4.7.2. Mikroinjektion in primarkultivierte Neuronen der Oberen

Zervikalganglien

In einem zweiten Ansatz wurde eine Methode des mechanischen Gentransfers getestet.

Dabei wurden entweder Expressionsvektoren, die fur die entsprechendeKdtstrukte
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(Kv1.4/EGFP, Kv4.2/[EGFP und CR#&mfKv1l.4cy) bzw. EGFP allein kodierten, oder

aber die entsprechende cRNA durch Mikroinjektion in Neuronen transferiert (siehe 3.4.2.).
Aufgrund der ZellgroR3e lie3en sich dabei nur primarkultivierte Neuronen (SCG-Neuronen)
aus den Oberen Zervikalgangliesugerior cervical ganglion) junger Ratten (siehe 3.3.4.)
injizieren. Mit dieser Methode wurden das EGFP und die mit EGFP markierterP{o-

teine reproduzierbar heterolog exprimiert. In der Regel wurden 90 Injektionsversuche pro
Kultur durchgefiihrt, bevor durch die Bedingungen der Mikroinjektion merkliche pH- oder
Temperaturschwankungen auftraten. Dabei wurden Ausbeuten von etwa 5%, bezogen auf
die Anzahl der Injektionsversuche, erzielt. Das bedeutet, dal} diese Methode zwar zur
heterologen Genexpression im Neuron anwendbar, jedoch aufgrund des hohen
Arbeitsaufwandes fur die Durchmusterung einer Reihe von Deletionsmutanten in Bezug
auf die Fragestellung des gerichteten Proteintransportes ungeeignet ist.

Ein weiterer Nachteil dieser Methode liegt in der Natur der zu verwendenden SCG-
Neurone. Die heterolog exprimierten Kanalkonstrukte wurden 8 h (cRNA) bzw. 36 h
(cDNA) nach der Injektion in samtlichen Zellkompartimenten der SCG-Neurone
nachgewiesen, dabei wurde kein unterschiedliches Verhalten zwischen dermKuhd

den Kv4.2 a-Konstrukten beziglich eines gerichteten Proteintransportes festgestellt.
Dieses kann an der in Kultur schwach ausgebildete Zellpolaritat (siehe 4.8.) dieses
Neuronentyps begrindet sein, der in nativer Umgebung sogar nur einen pseudounipolaren

Charakter aufweist.

4.7.3. Virale Proteinexpression im Neuron

Die Methode des viralen Gentransfers ist eine gute Losung eine heterologe Genexpression
im Neuron zu erreichen (Werner et al., 1990), jedoch unterliegen Arbeiten mit
neuropathogenen Viren in der Regel hoheren Sicherheitsbestimmungen als S1. Fur eine
Variante des Semliki Forest Virus wurde ein virales Expressionssystem entwickelt
(Berglund et al; 1993), das die Handhabung dieser Virusvariante, bei Infektion
eukaryonter Zellen der Risikogruppe 1, unter den Sl1-Laborsicherheitstandards und ohne
zusatzliche Umgangsgenehmigung fur Arbeiten mit infektiosen Material erlaubte (Robert-
Koch-Institut, 1996).
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4.7.3.1.  Semliki Forest Virus Expressionssystem

Beim Semliki Forest Virus (SFV) Expressionssystem wurde das virale Genom auf zwei
Expressionsvektoren, dem pSFV-1 (kodiert fur Enzyme, die virale RNA modifizieren) und
dem pSFV-helper2 (kodiert fur die Strukturproteine), verteilt. Durch die Deletion des
Verpackungssignals auf dem Vektor pSFV-helper2 wird die Fahigkeit zur
Selbstreplikation der rekombinant erzeugten Viren weitestgehend unterdriickt. Die
zusatzliche Mutation des Gens fur das Vorlauferprotein p62 (Einfihrung von drei
Punktmutationen, Glasgow et al.,, 1991) verhindert die autokatalytische Reifung des
Strukturproteins E2. Das fuhrt dazu, da3 die erzeugten Viren nicht in der Lage sind
Wirtszellen zu infizieren. Die Spaltung des Vorlauferproteins p62 kann durch
enzymatische Behandlung der rekombinanten Viremitro durchgefihrt werden (siehe
3.4.3.2.), wodurch infektiose Viren entstehen. Durch diese Modifikationen des viralen
Genoms, sind auch die durch Rekombination entstehenden selbstreplikationsfahigen

rekombinanten Viren nicht in der Lage mehr als einen Infektionszyklus zu durchlaufen.

4.7.3.2. Anwendung und Optimierung des SFV-Expressionssystems

Die zu exprimierenden cDNAs wurden durch enzymatische Behandlung mit den
entsprechenden Restriktionsendonukleasen (siehe unten) aus den pcDNAS3.1-
Expressionsvektoren herausgeschnitten, die cDNA-Enden aufgefullt (siehe 3.1.6.) und

stumpf in einen mit Sma | restringierten pSFV-1 Expressionsvektor ligiert:

(Hind H1/Not 1) syumpr EGFP - pSFV-EGFP
(Hind /EcoR sumpr KV1.4/EGFP — pSFV-Kv1.4/EGFP
(EcoR I)umprKv4.2/EGFP - pSFV-Kv4.2/EGFP

(BamH lsumpfECOR V-CD4/Kv1.4.—~  pSFV-CD4/Kv1.4,

(Hind 11/Not 1) sumprCD4-Rezeptor— pSFV-CD4-Rezeptor

EcoR V/(Xba wymprCd4siop - PSFV-CD4qp
Die Klonierung des pSFV-CD4/Kv42erfolgte Uber PCR und ist zusammen mit den
ubrigen Klonkarten der resultierenden pSFV-Expressionsvektoren im Anhang
wiedergegeben.
Die entsprechenden Viren (SFV-EGFP, SFV-Kv4.2/EGFP, SFV-CD4/Kkvl1.4
SFV-CD4/Kv4.2;, SFV-CD4-Rezeptor, SFV-CD4stop und SFV-Kv1.4/EGFP) wurden in
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COS-7 Zellen rekombinant erzeugt (siehe 3.4.3.1.). Die erhaltenen inaktiven Virus-
Idsungen konnten bei’@ gelagert werden, wobei der Titer der Viruslésungen (siehe
3.4.3.4.) uber zwei Wochen stabil blieb, bevor er langsam abnahm.

Bei der Infektion von priméarkultivierten hippocampalen Neuronen wurde in Abhangigkeit
zum Virustiter ein Aliquot der Viruslésung aktiviert (optimierte Bedingungen der
Virusaktivierung siehe 3.4.3.2.), das zur Infektion von theoretisch 5-10 % der in der Kultur
vorkommenden Neuronen ausreichte. Durch diese geringe Infektionsausbeute sollte
gewahrleistet sein, dal3 sich die neuronalen Auslaufer von infizierten Neuronen nicht
uberlagerten (Tienari, P.J., et al.; 1996). Die Bedingungen der Infektion (siehe 3.4.3.3.)
wurden nicht in Bezug auf eine moglichst hohe Expressionsausbeute, sondern mit
Rucksicht auf eine mdglichst geringe Beanspruchung der Neuronenkultur optimiert. Dabei
erwies es sich als besonders schonend die aktivierte Virusldsung, nachdem durch Zugabe
von Aprotinin das Chymotrypsin inhibiert worden war, direkt auf die Neuronen zu
pipettieren. Die Neuronen wurden 1,5 h unter Standardbedingungen kultiviert (siehe
3.3.2.4.), bevor das infektiose Medium durch frisches Kulturmedium ersetzt wurde.
Langere Inkubationszeiten mit dem infektiosen Medium fuhrten zu einer deutlich
verminderten Lebensdauer der Neuronen. Etwa 3 h nach der Applikation des Virus wurden
die ersten heterolog exprimierten Proteine nachgewiesen. Fur das kleine, l6sliche EGFP
wurde eine durchschnittliche Infektionsphase von 4,5 h und fur die Kv-Konstrukte eine
von etwa 6,5 h als optimal etabliert. Zwar wurden bei Infektionsphasen von bis zu 18 h in
mindestens der doppelten Anzahl von Neuronen die heterologe Genexpression nach-
gewiesen, jedoch war der zytotoxische Effekt der langeren Virusinfektion in diesen
Kulturen schon deutlich sichtbar. Ein wesentlicher Nachteil des viralen
Expressionssystems liegt in den starken viralen Promotoren, die innerhalb kurzer Zeit dazu
fihren, dal3 vorwiegend die vom Virusgenom kodierten Proteine synthetisiert werden
(Liljestrom and Garoff, 1991). Die vorubergehende Blockierung der Proteinsynthese durch
Applikation von Cycloheximid (siehe 3.4.3.3.) fihrte zwar nachweislich zum Abbruch der
heterologen Genexpression, hatte jedoch ebenfalls einen zytotoxischen Effekt auf die
Neuronen. Die Zytotoxizitat &ufRerte sich zuerst in dem Einfahren der neuronalen
Auslaufer, wobei immer groRere Bereiche des Neurons den Kontakt zum Deckglas
verloren, bis selbst der inzwischen aufgeschwemmte Zellkérper den Kontakt zur
Kulturflache verlor. Wurde nach der Virusinfektion eine immunhistochemische
Behandlung (siehe 3.5.) der Neuronen durchgefiihrt, wie es beispielsweise fiur den

Nachweis der heterolog exprimierten CD4-Konstrukte notwendig war, wurden durch die
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verschiedenen Waschschritte nach und nach auch die nur leicht beschédigten Neuronen
vom Deckglas gesptilt. Eine alternative Beschichtung der Deckglaser mit Poly-D-Lysin,
Fibronection oder/und Laminin (siehe 3.3.2.3.) brachte dabei keine Veranderung. Auch das
Einbetten der Neuronen in Matri-Gel wurde getestet, allerdings offenbarte dieses
Verfahren enorme Nachteile bei der anschlieRenden immunhistochemischen Behandlung,
da der fluoreszierende Zweitantikorper sich nur unvollstandig aus der Gelmatrix waschen
lie. Dadurch und durch das dichtere Medium zwischen Deckglas und Objekttrager
wurden bei der fluoreszenzmikroskopischen Analyse der heterolog exprimierten Proteine
schlechtere Signal-Rausch-Verhéltnisse erzielt.

In Bezug auf die Fragestellung eines gerichteten Proteintransportes ist es wichtig die
heterologe Genexpression zu einem Zeitpunkt zu stoppen, an dem die Transport- bzw.
Sortierungsmechanismen der Neuronen noch nicht mit den heterolog exprimierten
Proteinen Ubersattigt sind. Aufgrund der vom Virus induzierten heterologen
Proteinsysnthese kann der gerichtete Proteintransport nur fur die initial synthetisierete
Menge an heterolog exprimierten Proteinen gewahrleistet sein. Danach kommt es zur
Ubersattigung des endoplasmatischen Retikulums und Golgiapparates, welches einen
ungerichteten Proteintransport zur Folge hat. Bei Infektionszeiten von 4,5 bzw. 6,5 h
wurden in nur einigen der infizierten Neuronen die heterolog exprimierten Proteine in
samtlichen Bereichen der Zelle lokalisiert, in anderen dagegen wurden die heterolog
exprimierten Proteine, ausgehend vom Zellkdrper, nur partiell in den Auslaufern
lokalisiert.

Ein Vergleich zwischen Neuronen, die EGFP (Bild K) und Neuronen die mit Kv4.2/EGFP
(Bild L) bzw. Kv1.4/EGFP (Bild M), zeigt die unterschiedliche Verteilung von heterolog
exprimierten loslichen Proteinen und membrangebundenen Proteinen. Wahrend das EGFP
nach einer relativ kurzen Infektionsphase selbst in den distalen Auslaufern des Neurons
nachgewiesen wird, sind die Kv-Konstrukte vorwiegend im Bereich des kernnahen
Zellkorpers lokalisiert. Ein Unterschied in der Verteilung der heterolog exprimierten
Kv4.2/[EGFP- und Kv1.4/EGFP-Proteine wurde unter diesen Bedingungen nicht
festgestellt.

Ein weiteres Problem des viralen Gentransfers ist die ungerichtete Infektion samtlicher
Zelltypen, die in der verwendeten Neuronenkultur (siehe 3.3.3.) vorkommen. So wurden
auch Gliazellen (Oligodendrozyten und Astrozyten), Fibroblasten und andere neuronale
Zellen mit minderer Zellpolaritat (siehe 4.8.) infiziert. Dabei war es nicht immer, wie im
Falle des mit SFV-Kv4.2EGFP infizierten Astrozyten (Bild N), mdglich den Zelltyp bzw.
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Heterologe Genexpression von EGFP, Kv1.4/ und Kv4.2/EGFP im Neuron:

Bild K: EGFP, 4,5h nach Infektion Bild L: Kv4.2/EGFP, 4,5h nach Infektion
SFV-EGFP SFV-Kv4.2/EGFP

o

Bild M: Kv1.4/EGFP, 6,5h nach Infektion Bild N: Kv4.2/EGFP, 6,5h nach Infektion
SFV-Kv1.4/EGFP SFV-Kv4.2/EGFP

y .

Die Neuronenkulturen wurden 4,5 oder 6,5h nach der Infektion fixiert und direkt
fluoreszenzmikroskopisch analysiert.
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die zellspezifischen Kompartimente nur aufgrund der Zellmorphologie eindeutig zu
identifizieren. Deshalb wurden mit Hilfe der Immunhistochemie (siehe 3.5.) die heterolog
exprimierten Proteine zusammen mit kompartimentspezifischen Proteinen nachgewiesen
(siehe 4.9.). Dadurch sollte die Verteilung der heterolog exprimierten Proteine in

Abhangigkeit zur vorherrschenden Zellpolaritat im Neuron analysiert werden.

4.8. Zellpolaritat der priméarkultivierten hippocampalen Neuronen

Als Tag O der Kultivierung wird das Ausplattieren der aus dem Gewebe dissoziierten
Neuronen bezeichnet. Zu diesem Zeitpunkt besitzen samtliche Zellen eine abgeflachte und
runde Morphologie. Innerhalb der nachsten zwei Tage wachsen aus dem an Volumen
zunehmenden Zellkorper eine Reihe von kurzen Auslaufern, sogenannte Neuriten. Bis zum
Tag 4 in Kultur kommt es zur Polarisierung des Wachstums in einem der Neuriten,
erkennbar anhand eines grofReren Wachstumskegels und deutlich schnellerer Prolongation
des Auslaufers. Dieser neuronale Auslaufer besitzt alle Fahigkeiten sich zu einem Axon
auszubilden, wahrend die kirzeren, aber in der Regel deutlich dickeren Auslaufer,
beginnen dendritische Merkmale auszubilden (Craig und Banker, 1994). Im Verlauf der
folgenden Tage in Kultur kommt es dann zur Stabilisierung der ausgebildeten Zellpolaritét.
Die Mechanismen, die zu der Polarisierung der Neuronen fuhren sind nur teilweise
bekannt, jedoch wird allgemein angenommen, dal3 extrazellulare Signale durch den
Kontakt zu anderen Zellen oder aber zur umgebenden Matrix eine wichtige Rolle dabei
spielen. Ebenfalls unbekannt ist in wie weit die Polarisierung der Neuronen in Kultur
vergleichbar ist mit der Polarisierung unter den Bedingumngemnvo. Zumindest verfligen
Neuronen Uber einen intrinsischen Mechanismus der zumindest zu einer morphologischen
Polarisierung fuihrt. So kann ein Neuron nach der Abtrennung eines sich initial
ausbildenden Axons, bei Zellen bis zum 4. Tag in Kultur, aus einem anderen Neuriten ein
neues Axon bilden (Bradke und Dotti, 1997).

Zur Charakterisierung der in den verwendeten primarkultivierten hippocampalen Neuronen
vorherrschenden Zellpolaritat wurden Kulturen unterschiedlichen Alters mit Hilfe der
Immunhistochemie in Bezug auf die Verteilung ihrer kompartimentspezifischen Proteine
hin untersucht. Zur Lokalisation der dendritischen Komparitmente wurde dabei ein gegen
das MAP2 Mikrotubuli assoziiertesProtein2; Fa. Boehringer Mannheim) gerichteter

Antikdrper und zur Lokalisation der axonalen Kompartimente die gegen das tau-Protein
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(ebenfalls ein Mikrotubuli assoziiertes Protein, Fa. Dako) oder gegen das NfH
(Neurdilament H, Fa. Serotec) gerichteten Antikdper verwendet. Die AntikGrper gegen
die Mikrotubuli assoziierten Proteine zeigen keine Kreuzreaktivitdt (siehe
Produktinformation).

In jungen Kulturen (etwa bis zum 4. Tag in Kultur) wurde das MAP2 in samtlichen
Zellkompartimenten der Neuronen nachgewiesen (Bild O), wahrend es in den ubrigen in
der Kultur vorkommenden Zelltypen (Gliazellen und Fibroblasten) nicht lokalisiert wurde.
Die Umverteilung der MAP-2 geschieht bei der Entwicklung der dendritischen
Kompartimente (Carceres et al.; 1986), dieses passiert in den verwendeten Kulturen
zwischen dem 6. und 10. Tag in Kultur. Sowohl das tau-Protein als auch das NfH wurden
in den jungen Kulturen gar nicht oder nur sehr schwach nachgewiesen (Bild P). Etwa ab
dem 6. Tag in Kultur wurden die spezifisch axonalen Marker eindeutiger nachgewiesen.
Dabei wird NfH im Gegensatz zum MAP-2 zuerst in den distalen Bereichen einzelner
Auslaufer (Wachstumskegel) oder aber lokal in spezifischen Verdickungen der Axone
(Boutons) lokalisiert (Bild P). Dagegen zeigt das tau-Protein anfanglich noch in einigen
Bereichen der Zelle (leichte Hintergrundfarbung auch im Zellkérper) Uberlagerungen mit
dem MAP-2. Offensichtlich wird die Polarisierung der Axone am distalen Bereich
induziert, vermutlich durch Ausbildung synaptischer Strukturen. Spéatestens ab dem
14. Tag in Kultur war die Polarisierung der Neurone stabilisiert und die Trennung in
axonale und dendritische Kompartimente vollzogen. In den Ubersichtaufnahmen (Bilder
Q1 und Q2, Q1lb und Q2b stellen die zugehdrigen Durchlichtaufnahmen dar) 183t sich ein
ausgepragtes Netzwerk von Dendriten und Axonen erkennen. Bei nédherer Betrachtung
einzelner Neurone (Bilder R1 bis R3b) lassen sich zwar die vom Zellkbper ausgehenden
dendritschen Kompartimente einem einzelnen Neuron zuordnen (R1, R2a und R3a), jedoch
die zugehorigen axonalen Kompartimente nur sehr schlecht bis gar nicht (Cy3-Aufnahmen
in den Bildern R2b und R3b). Wahrend NfH auch zu diesem Zeitpunkt nicht in proximalen
Auslaufern lokalisiert wurde, konnten zumindest einzelne tau-posive Auslaufer einem
Neuron zugeordnet werden, obwohl auch dieses aufgrund der sehr starken Vernetzung der
Axone schwierig war.

In den verwendeten Kulturen wurden allerdings immer nur fir einen Teil der vitalen
Neuronen (siehe 3.3.6.) die Polarisierung in axonale und dendritische Kompartimente
nachgewiesen (beachte nicht markierte Neuronen im Bild R1).
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Zellpolaritat der hippocampalen Primarkultur:

Bild O: 4. Tag in Kultur Bild P: 8. Tag in Kultur
) anti-mMAP2 R P ] anti-rNfH

Bild Q2: 12. Tag in Kultur Bild Q2b: 12. Tag in Kultur
anti-mMAP2 + anti-rNfH BRQ2b anti-mMAP2 + anti-riNfH.

- e il ﬂ'

rote Fluoreszenzsignale durch mit Cy3 konjugierte anti-rigG oder anti-migG und
grine Fluoreszenzsignale durch mit Cy2 konjugierten anti-mlgG Zweitantikbrper
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Zellpolaritiat der hippocampalen Primarkultur:

Bild R1: 15. Tag in Kultur Bild R2a: 15. Tag in Kultur

anti-mMAP2 + anti-rtau

Bild R2b: 15. Tag in Kultur

anti-mMAP2 + anti-rtau

Bild R3a: 14. Tag in Kultur Bild R3b: 14. Tag in Kultur
anti-mMAP2 + anti-rtau §R3b anti-mMAP2 + anti-rtau

rote Fluoreszenzsignale (tau) durch mit Cy3 konjugierte anti-rigG und griine
Fluoreszenzsignale (MAP2) mit Cy2 konjugierten anti-mlgG Zweitantikérper
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4.9. Lokalisation der viral exprimierten Proteine zusammen mit

zellspezifischen Proteinen

Primére hippocampale Neuronenkulturen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten der
Kultivierung (nach 4, 8 und 14 Tagen in Kultur) mit rekombinanten Semliki Forest Viren
infiziert, die fur die verschiedenen Kvlo4 und Kv4.2a-Konstrukte (CD4-Chiméren oder

mit EGFP markiert) oder aber fir das EGFP kodierten. Nach einer Infektionszeit von etwa
6,5 h wurden die Zellen fixiert und immunhistochemisch untersucht (siehe 3.3.5.). Dabel
wurden die heterolog exprimierten Proteine zusammen mit den endogenen
Markerproteinen, die in dendritenspezifischen (MAP2) oder axonspezifischen (tau oder
NfH) Zellkompartimenten lokalisiert sind, nachgewiesen.

Die Infektion mit SFV-EGFP und die Doppelmarkierung der heterolog exprimierten
Proteine und der endogenen tau-Proteine ermoglichte nun die Zuordnung der zu einem
Neuron gehdrigen axonalen Strukturen. Selbst innerhalb eines stark verzweigten axonalen
Netzwerkes wurde der Verlauf und die Kontaktstelle mit anderen Neuronen anhand der
Uberlappung beider Proteine identifiziert (Bilder S1a bis S2b).

Die gegensatzliche intrazellulare Verteilung der beiden Kvl1.4 und Ku4RXoteine

in vivo sollte, im Falle eines gerichteten Proteintransportes, durch Uberlappung der
heterologen Kvl.4a-Proteine mit den axonalen und der Kv4x2Proteine mit den
dendritischen Markerproteinen nachweisbar sein.

Die heterologe Genexpression der unterschiedlichen Kv-Konstrukte zeigte jedoch in der
Regel keine unterschiedliche Verteilung @eProteine (Bilder T bis U2). Wahrend die
Uberlagerung von CD4Kvl.4ct mit dem axonalen Markerprotein tau in Bild T als
gerichteter Proteintransport interpretiert werden kann, zeigt der Vergleich zu den heterolog
exprimierten Kv4.2-Konstrukten (Kv4.2/EGFP in Bild V und CD4Kv4iga Bild Ul)
dieselbe Verteilung. In Einzelfallen wurden auch fur das CD4Kv4.2ct-Protein Expressions-
muster nachgewiesen, die einen gerichteten Proteintransport vermuten lie3en. So ist in Bild
U2 das chimére Protein nur im neuronalen Zellkorper lokalisiert, was vermutlich aber auf
eine unvollstandige Morphologie oder Polarisierung der infizierten Neuronen zurick-
zufuihren ist. Die ungerichtete Verteilung der heterologenaK<enstrukte war unab-
h&ngig vom Alter der infizierten Neuronenkultur, wobei allerdings festgestellt wurde, daf}
die Infektionsausbeuten in alteren Kulturen deutlich schlechter wurden. Ebenfalls wurde
eine Abhéangigkeit der Infektionsausbeuten zur Behandlung mit Ara-C (siehe 3.3.5.)

festgestellt, da in unbehandelten Kulturen deutlich mehr infizierte Neuronen nachgewiesen
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wurden, wahrend mit Ara-C behandelte Kulturen selbst nach mehrfachen Mediumwechsel
deutlich schlechter infiziert wurden.
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Uberlappung von heterogen exprimiertem EGFP und endogenem tau:

Bild S1a: EGFP + tau, 4,5h nach Infektion Bild S1b: FITC-Filter allein

EGFP+anti-rtau EGFP-allein

Bild S2b: EGFP + tau, 6,5h nach Infektion Bild S1b: FITC-Filter allein
EGFP+anti-rtau EGFP-allein

rote Fluoreszenzsignale (tau) durch mit Cy3 konjugierte anti-rigG Zweitantikorper und
griine Fluoreszenzsignale durch EGFP-Fluoreszenz
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Lokalisation viral exprimierter und zellspezifischer Proteine:

Bild T: CD4Kv1 .4ct + anti-rtau, Bild V: Kv4.2/EGFP + anti-rtau,
6h nach Infektion 5,5h nach Infektion

SFV-Kv4.2/EGFP
-rtau

SFEV-BD4Kv1.4ct
-rtau =

Bild U1: CD4Kv4.2ct + anti-rtau, Bild U2: CD4Kv4.2ct +anti-rtau,
6h nach Infektion 6h nach Infektion nur im Soma

SFV-CD4Kv4.2ct
-rtau

SFV-CD4Kv4 .2ct
-rtau

rote Fluoreszenzsignale (tau) durch mit Cy3 konjugierte anti-rlgG und griine
Fluoreszenzsignale durch EGFP-Fluoreszenz oder fir CD4-Konstrukte
mit Cy2 konjugierte anti-migG (CD4) Zweitantikérper
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5. Diskussion

K*-Strome sind die ersten spannungsabhangigen lonenstrome, die wahrend der
Entwicklung in Neuronen gemessen werden (Spitzer, 1991). Dabei lassen sich eine Reihe
von unterschiedlichen aber physiologisch definiertehSKGmen zu verschiedenen
Zeitpunkten der Entwicklung und in den verschiedenen Neuronentypen messen.
Entsprechend werden fur die verschiedenemkRroteine entwicklungs- und zelltypspe-
zifische Expressionsmuster nachgewiesen (Beckh und Pongs, 1990; Sheng et al., 1992;
Maletic-Savatic et al., 1995; Veh et al.,, 1995). Zusatzlich zu dieser transkriptionell
regulierten Expression der KxProteine wird in Neuronen eine kompartimentspezifische
Verteilung bestimmter Kw-Proteine gefunden. Beispielsweise werden in den Pyramidal-
zellen des Hippocampus die Kv4x2Proteine in den somatodendritischen, und die Kvl1.4
o-Proteine in den axonalen sowie den prasynatptischen Zellbereichen lokalisiert
(siehe 1.1.), was impliziert, daf} diese KawalUntereinheiten gerichtet transportiert
werden mussen.

Die Mechanismen dieses gerichteten Proteintransportes sind nicht bekannt.

Es ist jedoch anzunehmen, dal} im Trans-Golgi-Netzwerk intrinsische Proteinsignale
erkannt werden, die fur die Sortierung in spezifische Transportvesikel verantwortlich sind.
Da die gegensatzlich transportierten Kvl.4 und Kvd:Proteine funktional ahnliche
Kv-Kanéle bilden, und sich in ihren Strukturen nur im Bereich der zytoplasmatisch
orientierten Enden unterscheiden, stellen sie ein geeignetes Paar zur Analyse des
gerichteten Proteintransportes dar. Im MDCK-Modell deutet das Transportverhalten
verschiedener Ka-Proteine auf die Existenz von transportbestimmenden Proteindoméanen
im carboxyterminalen, zytoplasmatischen Bereich hin (Kv1.4: La Maout, et al.,, 1996;
Kv2.1: Scannevin et al, 1996). Da jedoch die Orientierungen des gerichteten
Proteintransportes in polaren Epithelzellen nicht immer den komplementaren
Lokalisationen im Neuron entsprechen, ist es fraglich, ob sich die Ergebnisse aus dem
MDCK-Modell auf die Bedingungeim vivo Ubertragen lassen (Jareb und Banker, 1998).
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5.1. Neuronales Expressionssystem

Zum besseren Verstandnis des gerichteten Proteintransportes der Kvl1.4 und Kv4.2
a-Untereinheiten im Neuron war es deshalb notwendig ein neuronales Expressionssystem
zu etablieren. Dieses sollte mit den Bedingungervivo vergleichbar sein, und den
spezifischen Nachweis von heterolog exprimierten Proteinen in Abhé&ngigkeit zu ihrer
kompartimentspezifischen Verteilung ermdglichen.
Die verschiedenen Komponenten eines derartigen Systems umfasse&eudimalen
Zellen in denen durch dieMethode des GentransferiBroteine heterolog exprimiert
werden, sowie didlachweismethodenit der die heterolog exprimierten Proteine in Bezug
auf ihre zellulare Verteilung lokalisiert werden kdnnen. Fir jede dieser Komponenten
besteht die Wahl zwischen verschiedenen etablierten Methoden:
neuronale Zelle:
neuronale Zellinie (z.B. PC12, NT2)
primérkultivierte Neuronen aus dem peripheren oder zentralen Nervensystem

organotypische Slicekultur

Methode des Gentransfers:
chemische Transfektion (z.B. Kalziumphosphat-Methode, Lipide)
mechanische Transfektion (z.B. Mikroinjektion, GoldpartikelbeschulR)

Virusinfektion

Nachweismethode:
indirekter Proteinnachweis (Immunhistochemie)

direkter Proteinnachweis (GFP-Fluoreszenz)

Bei der Wahl der zu verwendenden neuronalen Zellen muf3 neben dem Aspekt der
Zellpolaritat (siehe 4.8.), die eine Grundvoraussetzung fur den gerichteten Proteintransport
darstellt, auch die Handhabbarkeit der Zellen sowie die Durchfuhrbarkeit des Gentransfers
und des Proteinnachweises berucksichtigt werden. So entsprechen Neuronen in organo-
typischen Slicekulturen am ehesten den Bedingungeivo, da sie eingebettet in das sie
umgebende, native Gewebe kultiviert werden, dafur aber sind die Methoden des
Gentransfers und des Proteinnachweises nur sehr schwer durchzufiihren. Im Gegensatz

dazu laRt sich der Gentransfer mit relativ geringem Aufwand in neuronalen Zellinien
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durchfiuihren, die allerdings in Bezug auf ihre Zellpolaritdt nicht unbedingt mit den
Neuronenin vivo zu vergleichen sind. In dieser Arbeit wurden deshalb priméarkultivierte
Zellen aus dem peripheren (SCG-Neurone, siehe 3.3.4. und 4.7.2.) und dem zentralen
Nervensystem (Hippocampus, siehe 3.3.3. und 4.8.) verwendet.

Fir die Methode des Gentransfers wurden verschiedene Methoden der chemischen und
mechanischen Transfektion sowie die Virusinfektion getestet. Dabei fiihrten die
Standardmethoden des Gentransfers, die chemischen Transfektionen nach der
Kalziumposphat-Methode oder mit Lipid-Reagentien (DOTAP, LIPOFECTIN und
DMRIE-C), in Bezug auf Reproduzierbarkeit und Ausbeute (0,01%) zu keinem
brauchbaren Resultat (siehe 4.7.1.). Dieses liegt in der Natur der Neuronen, die als
hochdifferenzierte und postmitotische Zellen zwar zellspezifische Funktionen austben
(Ausbildung von Axon und Dendriten), jedoch nicht mehr in der Lage sind sich zu teilen,
da ihr Zellzyklus auf der Stufe der,;Bhase (bei Neuronen entsprechenglPBGase
genannt) arretiert ist. Dadurch finden bestimmte Zellprozesse wie beispielsweise die
Endocytose, die bei der chemischen Transfektion zur Aufnahme der Nukleinsauren fihrt,
im Vergleich zu pramitotischen Zellen nur noch in sehr eingeschranktem Mal3e statt (Lindl
und Bauer, 1989).

Als Methode eines mechanischen Gentransfers wurde die Mikroinjektion von cDNA oder
cRNA angewendet. Dabei konnten aufgrund der GroéRenverhaltnisse zwischen Injektions-
nadel und Neuron nur SCG-Neurone aus dem peripheren Nervensystem verwendet werden
(siehe 4.7.2.). Diese Methode des Gentransfers fihrte zwar in den verwendeten Zellen in
Bezug auf Reproduzierbarkeit und Ausbeute zu brauchbaren Ergebnissen, jedoch liel3 sich
kein gerichteter Proteintransport der heterolog exprimierten Proteine nachweisen. Ursache
dafur kdnnte die geringe Zellpolaritat dieser Neurone sein, die sich auch nicht durch die
Applikation von Matrixproteinen (siehe 3.3.2.2.) oder anderen Faktoren (siehe 2.2.
Medienzusétze) beeinflussen lie3. Ein weiterer Nachteil dieser Methode war der enorme
Zeitaufwand, der eine zeitgleiche Durchmusterung einer Serie von verschiedenen
Expressionskonstrukten unmoglich machte. Eine alternative Methode des mechanischen
Gentransfers stellt die Transfektion durch Beschuf3 mit DNA beladenen Goldpartikeln dar,
wie es in der Pflanzenmolekularbiologie standardmafig durchgefuhrt wird. Mit dieser
Methode kdnnen auch Neuronen hdherer Zellpolaritat, wie primarkultivierte Neurone aus
dem Hippocampus, transfiziert werden, allerdings unterliegen derartig transfizierte
Zellkulturen einer enormen mechanischen Beanspruchung (Biewenga et al., 1997). So

zeigten schon die Methoden der chemischen Transfektion und die Mikroinjektion, daf3 die

85



Diskussion

Kulturen &uRerst empfindlich auf Temperatur- und pH-Schwankungen sowie
mechanischen Strel reagieren.

Eine alternative Methode stellt der durch Viren induzierte Gentransfer dar. Die
Verwendung von neuropathogenen Viren unterliegt jedoch besonderen Sicherheits-
bestimmungen. Mit Rucksicht auf die vorherrschenden S1-Bedingungen wurde eine
Variante des Semliki-Forest-Virus verwendet (siehe 4.7.3.). Dabei wurden rekombinante
und replikationsdefiziente Viren erzeugt, die nicht in der Lage waren, selbst bei
Rekombination des viralen Genoms, mehr als einen Infektionszyklus zu durchlaufen. In
das Genom dieser Virusvarinate wurden unterschiedliche Konstrukte der Kv1.4 und Kv4.2
a-Untereinheiten kloniert, und anschlieRend priméarkultivierte Neuronen damit infiziert.
Die heterolog exprimierten-Proteinkonstrukte lieRen jedoch trotz der vorherrschenden
Zellpolaritat der infizierten Neurone keinen gerichteten Proteintransport erkennen
(siehe 4.9.). Ursache dafiir konnten entweder die Uberladung des endoplasmatischen
Retikulums (ER-Uberladung), oder aber eine fiir den Proteintransport vonR<ateinen

noch nicht ausreichende Zellpolarisierung der verwendeten Neuronen sein (siehe 5.4.).
Die Wahl der Nachweismethode war abhangig von den zur Infektion eingesetzten
Konstrukten. Dabei bewies sich die Methode des direkten Proteinnachweises als
vorteilhafter, da sie nicht nur zeitsparender, sondern ganz offensichtlich fir die infizierten
Kulturen auch schonender war (siehe 4.7.3.2.).

5.2. Kv-Konstrukte fiir den direkten Proteinnachweis

In den Konstrukten Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP wurde die cDNAwestarkt grin
fluoreszierenden ProteinEGFP) so in die Leserahmen der Kvl.4 und Kw@DNAsS

kloniert, dal3 in den abgeleiteten Proteinen das EGFP an das carboxyterminale Ende der
Kv a-Untereinheiten fusioniert war (siehe 4.2, Abbildung 6). Aufgrund der EGFP-
Fluoreszenz konnten die heterolog exprimierten Fusionsproteine direkt mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie (siehe 3.6.) nachgewiesen werden. Durch heterologe Genex-
pression in Gewebekulturzellen (siehe 4.3.1.) wurde gezeigt, dal3 die zellularen
Verteilungen der Kv/EGFP-Konstrukte (Bilder B, C und F) und der entsprechenden Wild-
typproteine (Bilder D und E) vergleichbar sind. Im Gegensatz zum EGFP (Bild A) zeigten
die heterolog exprimierten Kv1.4/EGFP- und Kv4.2/EGFP-Konstrukte eine Lokalisation in

den inneren Membranen der Zellen, welches einen Einbau in die Membranen des
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endoplasmatischen Retikulums andeutet. Die starke Markierung des kernnahen
endoplasmatischen Retikulums deutet auf eine ER-Uberladung hin. Diese Uberladung ist
auf den starken viralen Promoter (pCMV-Promoter in den Expressionsvektoren
pcDNA3.1) zurlckzufihren, der die Transkription der transfizierten Konstrukte reguliert.
Die ER-Uberladung versetzt die transfizierten Zellen vermutlich in einen StreRzustand, der
durch Anschalten einer Signalkaskade (UberxBlreine zellulare Abwehr hervorruft, die

uber die Synthese von Strel3proteinen bis hin zur Apoptose reichen kann (Baeuerle und
Baltimore, 1996; Pahl und Baeuerle, 1997). Im Vergleich zu den Kv1.4-Konstrukten
wurden bei der Expression der Kv4.2-Konstruke deutlich mehr morphologisch deformierte
und tote Zellen beobachtet. Moglicherweise ist dieses auf einen zytotoxischen Effekt des
Kv4.2-Proteins zurtckzufuhren.

Die elektrophysiologische Charakterisierung der Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP
exprimierenden Zellen zeigte, daf? die Markierung mit EGFP keinen Einflu auf die
Bildung von funktionalen kKan&len nimmt (siehe 4.3.2., Abbildung 10). Die kinetischen
Eigenschaften, die aus den gemessenen makroskopis&t&tniiknen abgeleitetet wurden,

sind mit denen der durch die Wildtypproteine gebildetérKKnale vergleichbar. Allein

die Erholungsphase der Kanéle aus dem inaktivierten Zustand scheint sich durch die
Markierung mit EGFP zu verlangert.

Die Maskierung des carboxyterminalen Endes durch die Fusion mit EGFP kdnnte dagegen
einen Einflul auf das Transportverhalten austiben. So zeigten heterolog exprimierte
Kv1.4/EGFP-Konstrukte keine Wechselwirkung mit dem PSD-95 Protein. Obwohl der
Membraneinbau beider Proteine unabhangig voneinander geschieht, und es nicht bekannt
ist, welchen Einflul3 diese Wechselwirkung auf den Proteintranspeiito besitzt, konnen

die Kv1.4/EGFP-Konstrukte zumindest nicht am Ort ihrer Funktion tGber PSD-95 am
Zytoskelett fixiert werden. Um den potentiell negativen Einflu einer carboxyterminalen
Maskierung durch das EGFP oder einen passiven Proteintransport durch die
Wechselwirkung mit endogenen Ku-Proteinen auszuschlieRen, wurden alternative
Konstrukte der Kvl1l.4 und Kv4.8-Untereinheiten konstruiert, die jedoch nur durch die

Methode des indirekten Proteinnachweises detektiert werden konnten.
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5.3. Kv-Konstrukte fiir den indirekten Proteinnachweis

In den chimaren Konstrukten CRAmKv1.4y und CD4ex+imyKv4.2y ist der zyto-
plasmatisch orientierte C-Terminus der &Proteine an die extrazellulare und membran-
durchspannende Domane des CDA4-Rezeptorproteins kloniert worden (siehe 4.4,
Abbildung 13). Diese Konstrukte sind nicht in der Lage mit endogenem-Rroteinen in
Wechselwirkung zu treten. Im MDCK-Modell wurde das (da4n/Kvl.4-Konstrukt in
gleicher Orientierung wie das Kvl.d-Protein transportiert, wahrend das Kontroll-
konstrukt CD4, (nur die extrazellulare und membrandurchspannende Doméne des
CD4-Rezeptorproteins werden exprimiert, Abbildung 15) keinen gerichteten Protein-
transport zeigte (personliche Mitteilung von Dr. J. Merot). Auch in Bezug auf die
Wechselwirkung mit dem PSD-95-Protein zeigte das &Rd/Kvl.4-Konstrukt im
Gegensatz zu den CR4AmKv4.2- und CD4iy oder aber den Kv1.4/EGFP-
Konstrukten die spezifische Funktionalitat des Kvti4roteins (siehe 4.5., Bilder |

und J). Da sowohl in den Gewebekulturzellen, als auch in den verwendeten
primarkultivierten Neuronen endogen keine CD4-Rezeptorproteine nachgewiesen wurden,
konnten die entsprechenden chiméren CD4-Konstrukte nach der heterologen
Genexpression indirekt durch immunologische Markierung der Proteine mit einem
spezifischen Erstantikrper (anti-CD4-Antikdrper) und fluoreszierendem ZweitantikGrper

(Cy2 oder Cy3 gekoppelte anti-lgG-Antikérper) nachgewiesen werden.

5.4. Gerichteter Proteintransport nach viraler Expression

Mit Hilfe der beschriebenen SFV-Variante wurden primarkultivierte Neurone des
Hippocampus mit den EGFP markierten Konstrukten Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP sowie
den Fusionskonstrukten CRAwmyKv1.4q und CD4ex+mfKv4.2 infiziert (siehe 4.7.).
Obwohl fir die Neurone in den verwendeten Kulturen die Polarisierung in die
neuronspezifischen Zellkompartimente gezeigt wurde (siehe 4.9., Bilder O bis R3b),
konnte fir die heterolog exprimierten Proteine Kkein gerichteter Proteintransport
nachgewiesen werden. Die Infizierbarkeit der Neurone wurde dabei mit zunehmender
Polarisierung (gleichbedeutend mit dem Alter der Kultur) schwieriger. Durch gleich-
zeitigen Nachweis der heterolog exprimierten und endogenen kompartimentspezifischen

Proteine wurden die vorherrschenden Zellpolaritaten zwischen infizierten und nicht
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infizierten Neuronen innerhalb einer Kultur verglichen. Dabei zeigte sich, dal3 entweder
vorwiegend Neurone mit geringerer Polarisierung infiziert worden waren, oder aber die
Morphologie der infizierten Neurone durch die Bedingungen der Infektion und Immun-
histochemie weitestgehend zerstort wurde.

Beim Vergleich der Infektionsausbeuten, die bei einem direkten Proteinnachweis
(Nachweis der EGFP-Fluoreszenz ohne immunhistochemische Behandlung) oder aber bei
einem indirekten Proteinnachweis (EGFP-Fluoreszenz nach immunhistochemischer
Behandlung) erzielt wurden, wurde ein Verlust von etwa 50% an infizierten Neuronen
nach imunhistochemischer Behandlung festgestellt. Vermutlich wird durch die
immunhistochemische Behandlung die Morphologie der ohnehin schon durch die Infektion
in Mitleidenschaft gezogenen Neurone so angegriffen (AbreiRen der feinen axonalen
Strukturen wurde sehr haufig beobachtet), daf} die Neurone eine scheinbar geringere
Polarisierung aufweisen. Alternative Bedingungen fir die Kultivierung (Einbettung in
unterschiedliche Matrixproteine oder Applikation von verschiedenen Faktoren), Infektion
und immunhistochemische Behandlung wurden getestet, fihrten jedoch zu keinem anderen
Ergebnis.

Bei samtlichen durch die Viren induzierten Expressionen wurden die heterolog
exprimierten Proteine mit besonders hoher Intensitat im Bereich des kernnahen Somas
nachgewiesen. Die Verteilung der heterologen Proteine in den vom kernnahen Soma
strahlenférmig auslaufenden udbrigen Bereichen der Zelle war gleichmafiig, wobei die
Intensitéten in etwa proportional zum Durchmesser der Auslaufer waren. Die hohe
Dominanz im kernnahen Bereich spiegelt die ER-Uberladung wider, die wiederum durch
den sehr starken viralen Promoter (subgenomischer 26s-Promoter) verursacht wird
(siehe 4.7.3.2.).

Die ER-Uberladung konnte begriinden, daR kein gerichteter Proteintransport fur die
heterolog exprimierten Proteine beobachtet werden kann. Da die Membranen des
endoplasmatischen Retikulums bis in die dinnen Enden der neuronalen Auslaufer hinein-
reichen (Berridge, 1998), kénnte eine ER-Uberladung dazu fiihren, daR der Anteil an
gerichtet transportierten Proteinen durch den Uberschiissig produzierten Anteil, der
ungerichtet in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums diffundiert, Giberdeckt
wird. Aus diesem Grunde wurde versucht, durch Variation der Infektionszeiten oder aber
Blockierung der Proteinsynthese durch Applikation von Cycloheximid, ein Zeitfenster zu
identifizieren, in dem die initial synthetisierte Menge an heterologen Protein noch gerichtet

transportiert wird. Dieses fihrte jedoch zu keinem Ergebnis. Unter Umstanden laf3t sich
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das darauf zurtckfuhren, dal3 die Menge an gerichtet transportierten Proteinen innerhalb
eines infizierten Neurons so gering ist, dal3 die Nachweisgrenze (direkt und indirekter
Proteinnachweis) nicht erreicht wird.

Eine alternative Erklarung fur die ungerichtete Verteilung der heterolog exprimierten
Proteine konnte eine zu geringe Polarisierung der Neurone sein. Untersuchungen der
Polarisierung von primarkultivierten Neuronen zeigen, daf3 die Fahigkeit zur Differ-
enzierung in axonale und dendritische Kompartimente durch zellinterne Mechanismen
geschieht (Bradke und Dotti, 1997). Nach dem Ausséen der dissoziierten Neurone wachsen
radial aus dem Soma Neuriten, die zunachst keine Polarisierung aufweisen. Erst nach
einigen Tagen kommt es zur Polarisierung des Zellwachstums in einem der Auslaufer.
Dieser wachst nun im Vergleich zu den restlichen Neuriten wesentlich schneller, und
entwickelt sich im Endeffekt zu einem Axon. Die Polarisierung des Zellwachstums wird
vermutlich zuféllig aufgrund von extrazellularen Signalen, wie beispielsweise eine lokal
erhohte Konzentration an Matrixproteinen auf den bei der Kultivierung verwendeten und
entsprechend beschichteten Deckglasern, induziert. Ein Indiz dafir ist, dal3 nach dem
Abschneiden eines anfanglich polarisierten Auslaufers ein Axon aus einem alternativen
Neurit entstehen kann. Wahrend der Entwicklung des Axons kommt es zunachst zur
Polarisierung des Zytoskelettes (Mikrotubuli und Filamente). Es ist moglich, dal? diese
erste Stufe der Zellpolarisierung noch nicht ausreicht, umakRroteine gerichtet zu
transportieren. Unterstutzt wird diese Hypothese durch die Tatsache, daftkdteine

auch erst relativ spat in der Entwicklung exprimiert werden. So werden in
primarkultivierten Neuronen des Hippocampus endogene Kvl1.4 (nach zehn Tagen) und
Kv4.2 o-Proteine (nach sechs Tagen) erst nach einigen Tagen der Kultivierung
nachgewiesen (Maletic-Savatic et al., 1995). Zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung lassen
sich die endogen exprimierten KwProteine, im Gegensatz zu den Bedingunigevivo,

in einem der neuronalen Zellkompartimente bevorzugt lokalisieren. Dieses kann darauf
hindeuten , daf} der gerichtete Transport vonokRroteinen zusétzlich induziert werden

muld und nicht durch die Natur des Proteins oder des Neurons vorgegeben ist.
Beispielsweise konnten durch die Synaptogenese und der damit ablaufenden Verschaltung
einer Gruppe von Neuronen extrazellulare Signale entstehen, die zur Lokalisation der Kv
o-Proteine am Ort ihrer Funktion fuhren. Diese Signale konnten durch den interzellularen
Kontakt zwischen Neuroliginen unfl-Neurexinen entstehen. Beides sind Membran-
proteine, die spezifisch in Neuronen exprimiert werden (Missler und Sudhof, 1998; Missler
et al., 1998). Wahrend die Neuroligine im postsynaptischen Neuron mit PSD-95 in
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Wechselwirkung treten kénnen, binden @idNeurexine im prasynaptischen Neuron das
CASK-Protein, das ebenfalls ein Mitglied der PDZ-Proteinfamilie darstellt (Irie et al.,
1997; Hata et al. 1996). Ob die Interaktion zwischen NeuroliginenpuNeéurexinen

direkt oder indirekt, im Falle des PSD-95 uber dessen Palmitylierung (siehe 4.6.), zur
Membranlokalisation von Geristproteinen wie PSD-95 oder CASK fihrt, ist unbekannt.
Da das CASK-Protein (iber eine CaM-Kinase-Domane?*(Calmodulin-abhangige
Proteinkinase) verfiigt, konnten auch zellulare Signalkaskaden angeschaltet werden, um
die Synthese von zusatzlichen Proteinfaktoren zu induzieren, die fur den gerichteten
Transport der Kwi-Proteine benétigt werden.

Vorstellbar ist auch eine physiologisch flexiblere Form des Proteintransportes, wie es fur
die Kvl.1 und Kvl.2a-Proteine bei der Myelinisierung und Demyelinisierung eines
Axons in vitro beobachtet wird. Bei der Myelinisierung kommt es im Bereich zwischen
den Ranvierschen Schnirringen und der Myelinscheide, am Ort der terminalen
Myelinschleifen paranodal membrangszu einem interzellularen Kontakt zwischen Axon

und myelinisierender Gliazelle. An diesem interzellularen Kontakt ist ein den Neurexinen
eng verwandtes Protein, das Paranodin (auch als Cemptactin associated protein)
bezeichnet) beteiligt, welches ein Homologes zu dem Neurexin IV Prot8irogophila
melanogastedarstellt (Menegoz et al.,, 1997; Peles et al., 1997, Peles et al., 1997b). In
einem myelinisierten Axon werden in enger Nachbarschaft zum Paranodin, am Ubergang
zur Myelinscheide, die Kv1.1 und KvldProteine mit hoher Dichte lokalisiert (Wang et

al., 1994; McNamara et al., 1996). Da das Paranodin im Gegensatz zum Neurexin IV keine
PDZ-Domane, sondern eine Proteinbindungsstelle fir SH3-Doméanen aufweist, werden die
Kv1l.1 und Kvl.2a-Proteine vermutlich indirekt tGber ein Geristprotein aus der PDZ-
Proteinfamilie in der Nachbarschaft zu Paranodin fixiert (Bellen et al., 1998)n Digo
induzierte Demyelinisierung eines Axons fiihrt dazu, dal3 sich diese lokalen Dichten an Kv
a-Proteinen ¢luste)) auflosen. Danach werden die KvProteine nur noch diffus oder gar
nicht mehr im Axon nachgewiesen. Die Umkehrung dieses Prozesses fihrt im
myelinisierten Axon wieder zur lokalen Fixierung der Kv1.1 und Kvé&-Proteine
(Rasband et al., 1998). Fur die KvldProteine koénnte ein &hnlicher, wenn nicht
identischer Prozel3 dazu fuhren, daf? sie aus dem Pool der im endoplasmatischen Retikulum
ungerichtet diffundierenden Kw-Proteine gefischt, und Uber ein Geristprotein wie
Paranodin am Ort ihrer Funktion fixiert werden. Dieser Proteinkomplex kdnnte dann
ebenfalls durch entsprechende extrazellulare Signale, wenn*darile physiologisch

nicht mehr beno6tigt werden, aufgrund einer Modifikation des Gerustproteins, der
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Depalmitylierung des PSD-95 Proteins entsprechend (siehe 4.6.), wieder zerfallen.
Physiologisch erscheint diese Hypothese gerade in Bezug auf die hohe Plastizitat der
hippocampalen Neurone sehr sinnvoll, denn nur bei einem funktionellen Bedarf der
entsprechenden Ka-Proteine, wirden diese an den Ort ihrer Funktion transportiert bzw.
dort fixiert werden.

Ob eine dieser beiden Hypothesen, dal3 der gerichtete Transport einer geringen Menge
heterolog exprimierter Proteine, der durch die Uberladung des endoplasmatischen
Retikulums maskiert ist, oder aber dal3 die Stufe der Polarisierung in den verwendeten
Neuronen aufgrund zu schwacher interzellularer Kontakte zu gering ist, so daf} gar kein
gerichteter Transport stattfinden kann, zutrifft, miissen weitere Versuche zeigen.

5.5. Palmitylierung der Kv1.1(3-Untereinheit

Ein weiteres Protein, das mit der KvhidUntereinheit in Wechselwirkung treten kann, ist

die Kvl.1B-Untereinheit. Obwohl das Kvl.f-Protein keine membrandurchspannenden
Proteindomanen aufweist, wird es aus Membranpréparationen isoliert (Parcej und Dolly,
1989). Die Palmitylierung von aminoterminalen Cysteinresten fuhrt beim PSD-95 Protein
und bei derf,a-Untereinheit des L-Typ G&Kanals zur Membranlokalisation. Durch
einen Vergleich der Laufeigenschaften in der SDS-PAGE zwischen den Bvarid den

in der amimoterminalen Cysteinposition mutierten K{ls3s) -Proteinen erscheint eine
Palmitylierung unwahrscheinlich. Allerdings muf3ten hier alternative Versuche, wie
beispielsweise die Verwendung von radioaktiv markierter Palmitinsdure, den direkten

Nachweis liefern.
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5.6. Ausblick

Das in der vorliegenden Dissertation entwickelte neuronale Expressionssystem konnte fur
weitere Untersuchungen des Proteintransportes derakintereinheiten verwendet
werden. Das hohe Potential des virusinduzierten Gentransfers, und die Moéglichkeit, die
heterlog exprimierten Proteine nach einer relativ kurzen Infektionsphase vor dem
Hintergrund von endogen vorkommenden ¢aProteinen spezifisch (EGFP-Fluoreszenz
oder anti-CD4-Antikorper) nachzuweisen, kdnnte bei Transportstudien in organotypischen
Slicekulturen ausgenutzt werden. Bei der Infektion einer Slicekultur, die eine
kompartimentspezifische Verteilung der endogenen Kv1.4 und Kw4.htereinheiten
aufweist, mit den in dieser Dissertation entwickelten Kv-Konstrukten, sollten diese
ebenfalls subzellular verteilt werden. Dabei kdnnte durch die Verwendung von
Deletionsmutanten fir die CD4-Konstrukte die transportbestimmende Proteindoméne
néher charakterisiert werden. Entsprechende CD4-Mutanten kénnten beispielsweise klaren,
ob die Wechselwirkung mit dem PSD-95 Protein und die damit induzierte lokale Fixierung
der Kvl1.4 a-Proteine Einflu3 auf die kompartimentspezifische Verteilung nimmt. Der
Proteintransport der mit EGFP markierten Konstrukte konnte passiv durch die
Wechselwirkung mit endogenen Kwa-Untereinheiten stattfinden. Mit geeignetem
technischen Equipment (Fluoreszenz-Videokamera und Mikroskopierkammer mit
5% CQ-Atmosphare) konnte der Proteintransport der EGFP-Konstrukte dann sogar online
verfolgt werden.

Die Hypothese, dafl} die Zellpolarisierung der verwendeten priméarkultivierten Hippo-
campusneuronen fur einen gerichteten Proteintransport der Kv1.4 und Kv4.2
a-Untereinheiten nicht ausreicht, konnte durch Eichung des Expressionssystems
kontrolliert werden. Dazu kdnnten virale Proteine, deren Transportverhalten nach einem
viralen Gentransfer in primarkultivierten Neuronen bekannt ist, mit dem etablierten
neuronalen Expressionssystem heterolog exprimiert werden. Beispielsweise konnten das
Glykoprotein desVesicular Stomatitis VirugVSV-G - somatodendritisch) und das
Hemagglutinin de$nfluenza VirugHA - axonal) dazu verwendet werden. Sollten diese
viralen Proteine auch durch das hier beschriebene Expressionssystem gerichtet trans-
portiert werden, wére zumindest bewiesen, daf} die Ursache der ungerichteten Verteilung
der Kv1.4 und Kv4.2x-Proteine in der Beschaffenheit der verwendeten Neuronenkulturen

liegt.
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Durch Verwendung der viralen Eichproteine kénnten auch die Bedingungen der Infektion
weiter optimiert werden. Bei Kenntnis der Transportorientierung kdnnte das Zeitfenster, in
dem die initial synthetisierte Menge an heterolog exprimierten Proteinen noch gerichtet
transportiert wird, identifiziert werden, und dadurch eine Uberladung des endo-
plasmatischen Retikulums durch frihes Abbrechen der Infektion oder Blockierung der
Proteinsynthese vermieden werden.

Die Frage, ob die alleinige Existenz von Gerustproteinen, wie PSD-95, CASK oder
Neurexinen [-Neurexin oder Paranodin), zur subzellularen Fixierung deo#Rroteine
ausreicht, kénnte durch eine virusinduzierte Expression dieser Proteine genauer analysiert
werden. Dabei kdnnten entweder primér kultivierte Neurone, die endogen die Kv1.4 oder
4.2 a-Proteine exprimieren, verwendet werden, oder eine Doppelinfektion durchgefihrt
werden, die zur gemeinsamen Expression von Gerustproteinen umdPkoteien in einem
Neuron fuhrt.

Das etablierte Expressionssystem konnte auch in Bezug auf andere Fragestellungen, wie
beispielsweise der Funktionsanalyse von Kv-Kanalen, zur Anwendung kommen. Die
heterologe Expression von KxUntereinheiten in primarkultivierten Neuronen oder aber
organotypischen Slicekulturen sollte auch zur Bildung von funktionalen Kv-Kanalen
fihren. Durch Markierung mit EGFP konnten die infizierten Neuronen mit den heterologen
Kv-Kanéle relativ einfach identifiziert werden. Der Vorteil zur Ublichen elektro-
physiologischen Charakterisierung in Gewebekulturzellen ist, daf} die Kanale sich in ihrer
naturlichen Umgebung befinden. Dadurch wirden die heterologen Kanale den
Bedingungenin vivo entsprechend, Dbeispielsweise durch Proteinkinasen, moduliert
werden. Durch die Verwendung von entsprechendemmWutanten kénnten die daraus
resultierenden Effekte auf die endogenen Kv-Kanale analysiert werden. Denkbar wére
auch die Konzeption eines knock out Modells, in dem durch infizierta-Kiutanten, und

durch deren Wechselwirkung mit endogenerUntereinheiten, eine spezifische®-K

Leitfahigkeit blockiert werden kann.
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6. Zusammenfassung

Bei der Rekonstitution der cDNA fur die Kv4@-Untereinheit wurden durch mehrere
voneinander unabhéngige Polymerase-Kettenreaktionen DNA-Fragmente von einer
cDNA-Bank aus dem Hippocampus einer Ratte amplifiziert und sequenziert. Dabei
wurden im Leserahmen zwei Punktmutationen im Vergleich zur publizierten Sequenz
identifiziert, die zur Veranderung der Aminosauresequenz fiihren (S537T und L586P).
Desweiteren wurde im 3*-nichttranslatierten Bereich die Insertion eines 500 bp Fragmentes
nachgewiesen, dessen Relevanz nicht bekannt ist.

Zur vergleichenden Analyse des gerichteten Proteintransportes zweier funktional
verwandter Kv-Kanale, dem Kv1.4 und Kv4.2, wurden in zwei Klonierungsstrategien
Konstrukte fir die entsprechenden BxUntereinheiten entwickelt, die einen spezifischen
Nachweis der heterolog exprimierten Konstrukte auch vor dem Hintergrund von endogen
vorkommenden Kwi-Untereinheiten ermdglichten.

Die Markierung der Kv1.4 und Kv4.g&-Untereinheiten mit EGFP wurde am distalen
carboxyterminalen Ende durchgefuhrt, und fuhrte dazu, dald die heterolog exprimierten
Fusionsproteine Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP anhand der EGFP-Fluoreszenz direkt
nachgewiesen werden konnten. Nach einer heterologen Genexpression in Gewebe-
kulturzellen wurden die Fusionsproteine in den inneren Membranen der Zellen lokalisiert.
Die resultierenden Expressionsmuster waren mit denen der entsprechenden
Wildtypproteine vergleichbar. Die elektrophysiologische Charakterisierung der
makroskopischen KStrome von Gewebekulturzellen, die mit den Fusionskonstrukten
Kv1.4/EGFP und Kv4.2/EGFP transfiziert worden waren, zeigte, dal3 die mit EGFP
markierten Kv a-Untereinheiten funktionale Kv-Kanéle bilden. Dabei werden die
kinetischen Eigenschaften der Kv-Kanale durch die Markierung mit EGFP nur
unwesentlich beeinfluf3t.

Alternativ zur Markierung mit EGFP wurden Chimaren aus dem CD4-Rezeptor und den
Kv1l.4 bzw. Kv4.2a-Untereinheiten kloniert. In den resultierenden chiméren Proteinen
CD4ex+tmyKV1.4cy und CD4ex+m/KV4.2y wurde die extrazellulare und membran-
durchspannende Doméane des CD4-Rezeptorproteins und der zytoplasmatisch orientierte
C-Terminus der Kwi-Untereinheiten exprimiert. Durch Verwendung eines polyklonalen
anti-CD4-Antikorpers, der in Gewebekulturzellen und in primarkultivierten Neuronen
keine Signale erzeugte, konnten die Chimaren nach heterologer Genexpression

immunologisch  nachgewiesen werden. In  Gewebekulturzellen zeigte die
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CD4ex+tmfKV1.4-Chimére, im Gegensatz zum Kv1.4/EGFP, die Fahigkeit mit dem
PSD-95 Protein in Wechselwirkung zu treten.

Zur Analyse eines gerichteten Proteintransportes unter neuronalen Bedingungen wurde
zunéchst ein neuronales Expressionssystem etabliert. Dazu wurden hippocampale und
SCG-Neuronen prapariert und kultiviert. Mit spezifischen Antikdrpern gegen MAP2a, tau
und Neurofilament H wurde in den primarkultivierten hippocampalen Neuronen die polare
Differenzierung in axonale und dendritische Zellkompartimente nachgewiesen. Zum
Gentransfer erwies sich die Verwendung einer in Bezug auf die Laborsicherheit
unbedenklichen Variante des Semliki-Forest-Virus als vorteilhafter gegentber der
chemischen Transfektion oder der Methode der Mikroinjektion. Die virale Expression der
Kv1l.4- und Kv4.2-Konstrukte wurde mit Hilfe der konfokalen Rasterlasermikroskopie
untersucht. Dabei wurde fur die heterolog exprimierten Proteine auch unter variierten
Infektions- und Kultivierungsbedingungen, keine kompartimentspezifische Verteilung im
Vergleich zu den endogenen Markerproteinen nachgewiesen.

Die potentielle Palmitylierung eines aminoterminalen Cysteinrestes in der Radnter-

einheit, die zur Membranlokalisation des KvlftProteins fuhren kdnnte, wurde
untersucht. Dazu wurde das Laufverhalten des Wildtypproteins bei der elektrophoretischen
Auftrennung in der SDS-PAGE mit dem Laufverhalten einer Cystein-Minusmutante
(Kv1.1Bc7s) verglichen. Die aus einer Palmitylierung resultierende Veranderung des

Laufverhaltens wurde dabei nicht nachgewiesen.
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6.1. Summary

The cDNA coding for the Kv4.2& subunit was cloned by PCR. Sequencing of amplified
fragments showed in comparison to the published sequence 2 point mutations that result in
an alteration of the deduced amino acid sequence (S367T and L568P). Additionally a
500 bp insertion in the 3"untranslated region was detected, the relevance of which is not
known.

To investigate the specific targeting of two functional related Kv channels, Kvl1l.4 and
Kv4.2, within a neuron, cDNA constructs were developed that allow the detection of the
corresponding heterologously expressed Kv channels against the background of their
native counterparts.

In a first approach EGFP was fused to the carboxy termini of Kv1.4 and KwuBunits,

which enables a direct detection of the fusion proteins by EGFP fluorescence. After
transient transfection of cultured cell lines with these constructs both proteins were
localised in the inner membranes of the cells, which could also be shown by the
heterologous expression of the corresponding wild typed(wt)bunits in these cell lines.

The electrophysiological charakterisation of the macroscopicukrents of tissue culture

cells after transfection with the fusion constructs Kv1.4/EGFP and Kv4.2/EGFP showed
that EGFP fusion does not have any influence on channel assembly. The kinetic properties
of Kv1.4/EGFP and Kv4.2/EGFP channels were similar to those of the wt channels.

In a second approach the carboxy terminal sequences of Kv1.4 and Kv4.2 were fused to
CD4 receptor (CD4) containing the extracellular and membrane spanning domain. The
resulting chimeric proteins CR4:mfKV1.4 and CD4ex+mfKVv4.2) could be detected

by a polyclonal anti-CD4 antiserum after heterologous expression in tissue culture cells
and primary cultured neurons. A criterium for evaluation of the functionality of the Kv
channela subunit carboxy terminus in the CR4myKv1.4) chimera was the ability to
interact with PSD-95. In contrast to the Kv1.4/EGFP the chimericLgKvl. 4y
construct showed this ability after cotransfection with PSD-95 as had been demonstrated
before for the wt Kv1.4.

To be able to analyse the targeting of the described protein constructs in neurons a
neuronal expression system was developed. Primary cultured hippocampal neurons
differentiated into axonal and dendritic compartments as was detected by indirect
immunofluorescence using antibodies directed against the neuronal marker proteins

MAPZ2a, tau and neurofilament H.
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In comparison to chemical transfection and microinjection a viral expression system has
advantages concerning the introduction of the described Kvl1.4 and Kv4.2 cDNA
constructs into the primary cultured neurons. The established viral expression system was
based on a biologically safe variant of the semliki forest virus (SFV). Viral expression of
the different Kv channel constructs was investigated by confocal laser-scanning
microscopy. Using this system with varying conditions for culturing and infection, it could
not be shown that there is any compartment specific distribution of the fusion proteins or
chimeras in comparison to the neuronal marker proteins.

A potential modification of Kv channgl-subunits may be the palmitoylation of these
proteins. The palmitoylation of an amino terminal cystein oBl.1 subunit that may

lead to membrane localisation was investigatedtro. Heterologously expressed Bi.1

protein and the cystein mutant KvBkrs)were tested for a mobility shift in SDS-PAGE.
With this analysis a palmitoylation of K31.1 could not be detected.
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8.1.

Anhang

Klonkarten

1. Klonkarte des TA-Vektors pCR2.1 (Fa. Invitrogen):

P

- CMV-Promoter LacZ N

Resistenzgene- Kanamycin, Ampicillin Replikationursprung -

Klonierungsstelle fir das PCR-Fragment

2. Klonkarte pcDNA3.1:

Promotoren

Resistenzgene- Neomycin, Ampicillin

MCS

- pCMV, pSVv40 Polyadenylierungssignal

- Universielle Klonierungsstelle  Replikationurspriinge

pCMV

7 Hind 111 (890)

Acc 651 (896)
" “Asp718 (896

(896)
(908)
(939)

Ampicillin

939
pcDNA3.1 EcoRV (951)
ColEl 5446bp \ Not | (966)
| \ Xbal (984)

‘ ‘Bsp1201 (990)
" BGHpA \Apal (994)

/ pSV40
SV 40 pA

Neomycin SV 40 origin

108

LacZ a-Fragment
ColE1l, F1

— BGH pA, SV40pA

RNA-Polymerasebindestellen. T7, Sp6

- ColE1, SV40 origin



Anhang

3. Klonkarte pcDNA3.1-Kv4.2 cDNA: 4. Klonkarte pcDNA3.1-EGFP:
(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)

Ampicillin pCMV- Am picillin
| T7

Hind 111 (890)

" EcoR 1 (939)

Kpn1(900) /
ColEl Xba | (945) ColE1 EGFP (1007-1723
¢DNA3.1-Kv42 cDNA a PeDN S = CFP
p i ~ Kv4.2 (959-28: 6229bp Notl (1749)
Kpn 1 (2099) Spé
SV 40 pA
SV 40 pA |
~ Xbal (2885 BGH pA
Neomycin ’ | Neom ycﬂiﬂn 25V40
4 ) V 40 origi
SV 40 arigin J BGH pA Spé S origin
pSV40
5. Klonkarte pcDNA3.1-Kv4.2/EGFP: 6. Klonkarte pcDNA3.1-Kv1.4/EGFP:
(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)
Ampicillin pCMV 17 Aat Il (429)  pcMV
\ \ o Aat11(8093) | | 7
\ Ampicillin \ |
> ~EcoR 1(918) —-~ NA&""'" R4H3NHEL
ColE1 Acc651 (896) RaldA ColE1 Aat 11 (376),/ / R4#341
Aat 1l (512) /
-, RalsA Aat Il (698)
PcDNA83051iKbv42/E afp _ 7 pONASLKVLAE gfp ”Kv14E FP 4
SV 40 pA p \\%”Acc 651 (2066) st " Remm
EFP42M AN SV 40 pA R4pat2M
EGFPEIHI Kv4.2/E gfp (958-3541 EGFPEIHL _ Xbal(2744)
Neomycin © 42EFPP Neomycin ) “Aat Il (2869)
o Sv4oorign EGFPAat2P
igin_ EcoR | (3544
SV 40 origin svao co ( ) psva0 /" aeh " o | EcoR | (3586)
BGHpA PP Xba | (3631)
7. Klonkarte pAKS2-Kv1.4: 8. Klonkarte pcDNA3.1-Kv1.4:
(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)
Hind 111 (2)
S Hind 111 (35)
~_Hind Il (890)
~ RAHBNHEI
ColE1 L Bpu 11021 (1269)
"~ Bpu 11021 (904
R4#341 Kv1.4 (905-2869
PAKS2-Kv1.4 SV40pA
5687hp ]
Kv1.4(540-2504) Noti(3110)
Neomycin
~ | \
SV 40 origin ‘Sp6

pSVv40

~ Notl (2745) 109

T7
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9. Klonkarte pcDNA3.1/HIS C:

10. Klonkarte pcDNA3.1/HX-Kv4.2:

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)

Ampicillin T

| ATG codon
/\S,,,,,,”polyHis
— Anti-Xpress

\\\\\ECOR I (1035)

pcDNA3.1/His C
Sl4tp

; . Apa | (1084)
N Lol BGHpA
‘CalEl
pSvAo
SVA40 pA | |
Neomycin : SV40 origin

11.Klonkarte pcDNA3.1-CDA4r:

Ampicillin

pcMV  T7

‘Nhel (896)
NNpon-His
A Nhel (957)

\ ‘Anti-Xpress
\
pcDNA3.1/HX-Kv 4.2 EcoR I (1035)

7421 bp

SV40 pA
) HX-Kv4.2 (920-2944

Neomycin
SV 40 origin

— Apal (2991)

- 'BGH pA
pSV40
ColEL

12. Klonkarte pcDNA3.1-CDdx+imyKv4.2(cy):

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)

pcMV

Ampicillin
P ,T7

“Hind 111 (890)

ColEl
pcDNA3.1-CD4-Rezeptor
7% CD4r (955-2368)
SvaopA
 BamH | (2658)
Neomycin A \ \SG
/| BoHpA P
SV 40 origin ‘pSVAO

13. Klonkarte pcDNA3.1-CD4op:

Ampicillin_ pcMv.

7

CD4/Kv4.2(ct) (955-2929

CoEl
CD4+934
pcDNA3.1-CD4 (e +t)/Kv 4.2(c)
TBp
SH-CD4 3 Bpu 11021 (2013)
SV40pA Shal-2452 %  CcD+sH
2
) —~  Xbezl (2966)
Neomycin ) \
SV 40 origin | Spé

BGH pA

pSV40

14. Klonkarte pcDNA3.1-PSD 95:

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)

Ampicillin pCMV

CD4-stop (995-2257

ColEl
pcDNA3.1-CD4stop CD4+934
7427 bp o
42deltaCD4 Bpu 11021 (2013)
SV 40 pA o b

Shal-2452 N CD4deltad?2

<
: Xbal (2965)

Neomycin
S | spe
SV 40 origin \
pSV40 BGH pA

Ampicillin peMV- 17
\
ColE1 Acc 651 (946)
¢DNA3.1-PSD 95
P 8603 b PSD 95 (1057-322¢
SV 40 pA p
Neomy cin
SV 40 origin  Notl (4123)
V40 |
P / Sp6
BGH pA
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14. Klonkarte pcDNA3.1-Kv1.1f3:

15. Klonkarte pcDNA3.1-Kv1.Bc7sy

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pcDNA3.1)

Ampicillin pCMV‘ . Ampicillin pCMV“ 7
AL Hind 111 (890)
“Hind 111 (890) |
ColEl
ColE1 i
. Hind I11 (1680
Hind 111 (1668) pcDNA3.1Kv1.1 B(CTS) — (1680)
pcDNA3.1-Kv1.1 R 7006 bp
6994 bp Kv11B(1233-243F “Kv1.1B(C7S) (1245-244°
L SV 40 pA
SV 40 pA 4 —
P P __BamH | (2456) BamH | (2468)
&
N ~ Sp6
Neomven Spé Neomycin y
y p BGH DA SV 40 origin ‘ BGH pA
SV 40 origin \ p psvao
pSV40

16. Klonkarte pSFV-1:
~ pCMV, pSV40

Resistenzgen - Ampicillin

Promotoren

MCS - Universielle Klonierungsstelle
SP6 promoter
Ampicilln
Spe | (8262) pSFVL
pel (8262 11033 bp
Smel (7407)\

BamH | (7401)

26 S promoter

18. Klonkarte pSFV-EGFP:

nsP1-4 (87-7379)

17. Klonkarte pSFV-helper2:
subgenomischer Viruspromoter26 S
RNA-Polymerasebindestelle » Sp6

nsP1-4. Gen fiur die Nichtstrukturproteine

Sp6 Promoter

_—

Am piciIIin

pSFVhelper2
81%bp

structural proteins (C, p62, 6K, E1)

19. Klonkarte pSFV-Kv1.4/EGFP:

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pSFV-1)

SP6 promoter

'

Ampicilrlrirn

Spel(9001) /

Hind 11l (8870)
Hind 11l (8860)

pSFV1-EGFP
1772t

EGFP (7419-8135

nsP1-4
BamH | (7401)

26 S promdier

“Notl (6137)

~ Hind 111 (1946)

SP6 promoter
Ampicillin

~ Hind 111 (1946

Spel (10962) .

Hind 111 (10831)_

PSFV1-Kv1.4/EGFP
Hind 111 (10821) 13733 bp
nsP1-4
Kv1.4/EGFP (7422-10100)
BanH | (7401) Not (6137)

26 S promoter
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20. Klonkarte pSFV-Kv4.2/EGFP:

21. Klonkarte pSFV-CD4/Kv1.4;:

(Beschreibung der Vektorelemente siehe pSFV-1)

SP6 promoter

Ampicillin

Spe 1(10892)

PSFV-Kv4.2/EGFP
1363tp

BamH | (8838)

nsP1-4

A
Kv4.2/EGEP (7427-1003
BamH |(8722)/
BamH | (7419) T xba (6639)

Xba | (7413)
BamH | (7401)

%5 promoter

SP6 promoter ~_EccRV(279)

Am picillin

Spel (10117) pSFV-CD4Kv1.4ct

128%80p

CD4/Kv1.4ct (7504-9045) nsP1-

BanmH | (7401) ‘

‘26 S promoter

22. Klonkarte pSFV-CD4/Kv4.2: (Beschreibung der Vektorelemente sieche pcDNA3.1 und pSFV-1)

Klonierungsschema:

1. Einfiihrung eines ,Xpress-tag" durch PCR
(in  vitro
pcDNA3.1-X-Kv4.2,
(enthalt Acc65 |
Shal-2452.
(Acc65 I/Xba in
komplementar restringiertes (pcDNA?;.’Slv-40pA
X-Kv4.2)-Vektorfragment
Vektor pcDNA3.1-X-CD4/Kv4.2ct.
Einbau einer Kozaksequenz und Transfer
in den pSFV-Vektor: PCR in{ vitro
Mutagenese): Template pcDNA3.1-
X-CD4/Kv4.2ct, Primer. XERVP (enthalt
EcoR V Schnittstelle) und CD4-1132.
von

Mutagenese): Template
Primer.  XCDA4
Schnittstelle) und
Klonierung des
[)-PCR-Fragmentes

ergibt den

Drei-Fragmente-Klonierung
(EcoR  V/Bpull02 1)-PCR-Fragment,
(Bpul102 l/(Xba Iytgerin)-CD4/Kv4.2ct-

Fragment und mit Sma | linearisiertem
(pSFV-1)-Vektorfragment
pSFV-CD4/Kv4.2ct.

ergibt
Die Sequenz des

Neomyci/n

Bpul102l (8471)

CD4/Kv4.2ct (7414-9387)

Am picillin .
T7 Anti-Xpress

| /
" Enterokinase restriction site
%

XCD4

“Acc 651 (952)

pcDNA3.1-X-CD4/Kv 4.2¢ct

Xpress/CD4/Kv4.2ct (901-289
7369 bp —Xp ¢

Shal-1452

‘Xbal (2929)

/
p;
pSv40

BGH reverse

CoEl BGHPA

SP6 promoter

~_Eco RV (279)
Ampicillin

BamH | (8909
\

\

BamH | (8793)\ \

pSFV-CD4/Kv4.2ct
1384

 nsPL4

L CD4-1132

CD4/Kv4.2ct  im  pSFV-CD4/Kv4.2ct
enthalt eine Kozaksequenz am Startcodon

sowie ein aminoterminalen , Xpress-tag”.

XERVP
BamH | (7401)

%S
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23. Klonkarte pSFV-CD4-Rezeptor: 24. Klonkarte pSFV-CD4op:
(Beschreibung der Vektorelemente siehe pSFV-1)

SP6 promoter SP6 promoter - ~_EcoRV(279)
Ampicillin_ f

Ampicillin

_Hind Il (1946)
Spe 1(10092)_

Hind Il (9961)
Hind I (9951)

Spe 1(9181)

Spel (10333)

pSFV1-CD4stop

BamH | (8959) 13104 bp

BamH | (8843)

BamH | (9175) N
nsP1-4 N \

\ nsP1-4 (87-7379'

CD4-Rezeptor (7512-8885)

CD4-stop (7504-8766
BamH | (7401) B

26'S promoter Not 1 (6137) BamH | (7401)

o
Xba | (6639)

26 S promoter

8.2. Vero6ffentlichungen und Kongrel3beitrage
Dietz, M., Balvers, M., Hunt, N.; 1994; Alternative splicing of thenanTSH receptor:

tissue distribution and gene organisation of the 1.3 kb and 1.7 kb variant tran3cripts;
Endocrinol; 17 (suppl. 1) 87.
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