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Einleitung 5

1. Einleitung

Der spannungsabhangige transiente Auswartsstrom (l,) (to = ,transient
outward®) spielt fir den physiologischen Ablauf von Aktionspotenzialen im
Myokard bei unterschiedlichen Spezies eine entscheidende Rolle. So wird der
l, in der frihen Phase der Repolarisation aktiviert [69, 100, 101], bestimmt die
Hohe des frihen Plateaus der Aktionspotenziale und beeinflusst in der
nachfolgenden Phase weitere an der Repolarisation beteiligte Strome [29]. Fur
den |, ist darliber hinaus beschrieben, dass seine Stromstarke bei
myokardialen  Erkrankungen wie z.B.  Vorhoffimmern  [95,104],
Herzhypertrophie [84, 91, 99], nach Herzinfarkt [43] oder Herzversagen [46,
62] abnimmt. Die Reduktion der l,-Stromstarke geht entsprechend der
Literatur mit einer Verlangerung der Aktionspotenzialdauer einher [11, 18, 69].
In diesem Zusammenhang wird von vielen Studien darauf hingewiesen, dass
ein ursachlicher Zusammenhang zwischen der Abnahme der l,-Stromstarke
sowie der Zunahme der Aktionspotenzialdauer einerseits [7, 40, 43, 46, 87, 83,
93] und einer verstarkten Neigung zur Entstehung von kardialen Arrhythmien
[30, 47, 50, 93] andererseits besteht.

Weitere elektrophysiologische Charakterisierungen des li, haben gezeigt, dass
sich der Gesamtstrom des |, aus mehreren Komponenten zusammensetzt. So
ist zum einen eine 4-Aminopyridin-sensitive Komponente, der transiente
Kalium-Auswartsstrom (lix1) und zum anderen eine nicht durch 4-Aminopyridin
(4-AP) blockierbare Komponente, der sogenannte Ca?*-aktivierte transiente
Chlorid-Auswartsstrom (li,2), beschrieben worden [19, 37, 48, 106, 107]. Das
Vorhandensein und die GroRe der jeweiligen Anteile von lip1 und 2 sind
jedoch speziesabhangig. In Untersuchungen an Hasen konnten sowohl li als
auch |l in atrialen [38, 106], und ventrikularen Myozyten [37] sowie in
Purkinjefasern [86] nachgewiesen werden. Beide Komponenten wurden auch
in myokardialen Zellen von Kaninchen [93, 107, 108] und Schafen [19, 48]
gefunden. Beim Frettchen [16], bei der Ratte [20], und beim Menschen [56]
wurde dagegen ausschliellich |1 nachgewiesen. Wahrend bei den Nagetieren
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angenommen wird, dass der li,1 den Hauptanteil des repolarisierenden
Stromes bildet [4, 65, 94], ist bei groReren Saugetieren und beim Menschen,
die eine geringere Herzfrequenz aufweisen und eine langere
Aktionspotenzialdauer haben, die genaue Rolle des li, letztlich unklar [29].
Der lio1, der nicht nur am Herzen, sondern auch in anderen Organen wie z. B.
im neuronalen Gewebe des ZNS nachgewiesen werden kann [39], zeigt als
ein weiteres Charakteristikum eine schnelle Aktivierung und Inaktivierung und
wird aufgrund dieser Eigenschaften auch als A-Typ-Strom bezeichnet. In der
Literatur werden als porenbildende molekulare Hauptkomponenten [57] fur den
neuronalen [81] sowie den kardialen [7, 24, 27, 103] |1 die Mitglieder der Kv4-
Kaliumkanal-Familie beschrieben. Zu dieser Familie von
spannungsabhangigen Kaliumkanalen gehoren mehrere Mitglieder (Kv4.1,
Kv4.2, Kv4.3).

Die  Expression von  Kv4-Kaliumkanal-Familienmitgliedern ist  bei
verschiedenen Spezies, wie z. B. bei der Ratte [7, 13, 24, 68, 82, 92], bei der
Maus [70, 81], beim Hund [25] sowie beim Menschen [23, 49, 105], untersucht
und nachgewiesen worden. Bezuglich des menschlichen Herzens ist davon
auszugehen, dass wahrscheinlich Kv4.3 die Hauptkomponente des i1 ist [25,
47], bei der Ratte jedoch am ehesten Kv4.2 und Kv4.3 gemeinsam fur die
Expression des |y, verantwortlich sind [8, 21].

Gestutzt wird diese These, dass Kv4-Kanale fur die Expression des lio1
verantwortlich sind, durch etliche Untersuchungen, in denen z.B. durch
Inhibition der Kv4-Kanale mittels Antisense-Vorbehandlung [27] oder mittels
Uberexpression eines dominant-negativen Konstrukts [40, 45] gezeigt werden
konnte, dass es dabei zur Suppression des li,1 kommt. Eine genetische
Inaktivierung von Kv4.2 bei Mausen hatte gar den Verlust des |1 zur Folge [9,
50], wobei je nach genetischem Konstrukt zusatzlich verschiedene kardiale
Fehlfunktionen, wie die Verlangerung der Aktionspotenzialdauer, Verlangerung
des QT-Intervalls, ventrikulare Tachykardien, dilatative Kardiomyopathie und
Herzversagen, induziert wurden [9, 31, 50, 102].

Elektrophysiologische Untersuchungen am Herzmuskelgewebe des Menschen
und des Kaninchens haben gezeigt, dass nicht davon auszugehen ist, dass
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der li1 gleichmaldig exprimiert ist. In den einzelnen Regionen des Herzens [1,
3, 56, 69, 80] und innerhalb der freien Ventrikelwand [18, 54, 63] konnten in
zahlreichen Versuchen signifikante Unterschiede hinsichtlich der StromgroRe
sowie einzelner elektrophysiologischer Eigenschaften des li,1 nachgewiesen
werden. So unterliegt z. B. innerhalb der Ventrikelwand die Gro3e des liq
einem starken Gradienten. In epikardnahen Kardiomyozyten des Kaninchens,
der Ratte und des Menschen ist der li,1 wesentlich grol3er [54, 80, 98, 101] und
die Zeit der Erholung von der Inaktivierung wesentlich kirzer [14, 63] als in
endokardnahen Zellen. Passend dazu weist auch die Aktionspotenzialdauer
bei Ratte und Mensch einen transmuralen Gradienten auf. Dem entsprechend
ist diese im Epikard deutlich geringer als im Endokard [18, 63]. Bei diesen
Untersuchungen hatte sich auch gezeigt, dass die Aktionspotenzialdauer
umgekehrt proportional zu der Starke des liy1 ist [18, 63]. Die Zusammenschau
der Ergebnisse legt nahe, dass die Grolle des liw1 in hohem Male
ausschlaggebend fur den transmuralen Gradienten der Aktionspotenzialdauer
ist. Dieser Gradient wiederum ist bedeutsam fur den physiologischen Ablauf
einer geordneten Repolarisation des linken Ventrikels.

Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass dieser transmurale Gradient
der Aktionspotenzialdauer, wie er fur menschliche Herzzellen oder auch bei
Nagetieren nachgewiesen wurde, auf Myokardzellen des Schweins nicht so
ohne weiteres zutrifft. ~Aktionspotenziale, die am Schweineherzen
subepikardial abgeleitet wurden, waren nur unwesentlich kirzer als die, die in
den restlichen Schichten des Myokards gemessen wurden [73].

Das Schweineherz, eigentlich ein gebrauchliches experimentelles Modell, das
bereits in zahlreichen Untersuchungen zur Exploration von kardiovaskularen
Erkrankungen genutzt wird [51, 94, 96, 97] und darUber hinaus auch
hinsichtlich geplanter Xenotransplantationen eine gewichtige Rolle spielen
konnte [52], ist im Vergleich zu den Herzen anderer Spezies bezuglich seiner
zellularen elektrophysiologischen Eigenschaften nur unzureichend untersucht.
Auch die Analysen zur Expression des li,1 sind davon betroffen. Die
verschiedenen Einzelergebnisse der wenigen zu diesem Thema vorhandenen

Publikationen stehen zudem in einem gewissen Widerspruch zueinander.
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Beschreiben Lacroix et al. [51] in ihrer Publikation, dass ein kleiner li¢ in den
Myozyten des linken Ventrikels eines Schweineherzens eindeutig identifiziert
werden kann, so ergaben im Unterschied dazu die elektrophysiologischen
Messungen von Li et al. [55], dass der lp1 im linken Ventrikel des
Schweineherzens funktionell gar nicht exprimiert sei. Li et al. hatten zwar bei
ihren Messungen an einzelnen Myokardzellen des Schweins ein Phase-One-
Notch, der bei zahlreichen anderen S&ugetieren als signifikanter Hinweis fur
das Vorhandensein eines li,,1 angesehen wird [29], registriert. Nach Ansicht der
Autoren [55] werde dieser Phase-One-Notch beim Schwein allerdings nicht
durch den liys generiert sondern durch das Vorhandensein und die Aktivitat
eines Ca®*-aktivierten Chlorid-Stromes hinreichend erklart.

Eigene unveroffentlichte elektrophysiologische Untersuchungen, die durch
Prof. Tilmann Volk in unserem Labor durchgefuhrt wurden, ergaben, dass
passend zu der These von Lacroix et al. [51] ein sehr kleiner 4-Aminopyridin-
sensitiver Strom in isolierten linksventrikularen Myozyten beim Schwein
messbar ist, der dem |1 durchaus entsprechen konnte. Die Ergebnisse
bildeten den Ausgangspunkt fur diese Arbeit, in der folgenden Fragestellungen
nachgegangen wurde:

1.) Sind im linksventrikularen Gewebe des Schweineherzens Kv4-a-
Untereinheiten als morphologische Korrelate fur den li,1 exprimiert?

2.) Inwiefern unterscheiden sich gegebenenfalls klonierte Mitglieder der Kv4-
Familie des Schweins von den aus anderen Spezies bekannten Kv4-Kanal-
Typen hinsichtlich ihres molekularen Aufbaus?

3.) Sind gegebenenfalls Abweichungen im molekularen Aufbau gegenuber
bisher bekannten Kv4-Nukleotidsequenzen mitbestimmend fur eine sehr
niedrige Expression des w1 in linksventrikularen Myozyten des

Schweineherzens?
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2. Material und Methoden

2.1 Einfuhrung

Bei der zellularen Genexpression werden zunachst im Zellkern von
genomischer DNA RNA-Kopien angefertigt. Den RNA-Kopien kommt eine
Botenfunktion zwischen Zellkern und Zytoplasma zu. Sie werden deshalb als
messenger-RNA (mRNA) bezeichnet. Die mRNA verlasst den Zellkern und
lagert sich im Zytoplasma an Ribosomen an. An den Ribosom-RNA-
Komplexen erfolgt die Synthese des entsprechenden Proteins. Der Nachweis
spezifischer mRNA kann einen Hinweis auf eine mogliche Expression eines
Gens geben. Im Bezug auf die Kv4-Familie konnte in Untersuchungen der
letzten Zeit gezeigt werden, dass eine hohe Korrelation zwischen Expression
der mRNA und der Auspragung des li, [25 ,32] besteht.

Zum Nachweis der Kv4-mRNA wurde zunachst aus Gewebe des freien linken
Ventrikels des Schweineherzens Gesamt-RNA isoliert. Darauf wurde durch
Reverse Transkriptase (RT) an den mRNA-Molekulen komplementare Erst-
Strang-cDNA synthetisiert. Alle bekannten Mitglieder der Kv4-Familie verfugen
auf DNA-Ebene (iber Abschnitte mit sehr hoher Ubereinstimmung. So lasst
sich die entsprechende DNA unter Verwendung von sogenannten
degenerierten Primern mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) nachweisen.
Die degenerierten Primer, die in unseren Experimenten Verwendung fanden,
waren ein Primergemisch, das nur insoweit spezifisch war, als dass ahnliche,
aber nicht identische DNA-Sequenzen amplifiziert wurden. So konnten Teile
mehrerer Subtypen von KV4 mittels einer PCR-Amplifikation hergestellt
werden (Kv 4.1, 4.2, und 4.3).

Die Voraussetzung hierfur war das Vorhandensein von hoch konservierten
Regionen bei den KV4-Kanalen. Zur Uberpriifung, ob die durch die PCR
erhaltenen DNA-Sticke von der erwarteten Lange waren, wurden die
amplifizierten Fragmente mittels Gelelektrophorese der Grolke nach

aufgetrennt. Zur weiteren Spezifizierung des Fragmentes wurde ein Southern
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Blotting mittels DNA-Sonden durchgefuhrt. Um die DNA-Fragmente eindeutig
zu identifizieren und daruber hinaus den einzelnen Mitgliedern der KV4-
Familie zuordnen zu konnen, wurden die Fragmente zunachst aus dem
Agarose-Gel eluiert und anschliel3end sequenziert.

Zur Gewinnung einer zur Sequenzierung ausreichenden Materialmenge wurde
die DNA mit Hilfe von ringformigen DNA-Molekulen, sogenannten Plasmiden,
in Bakterien eingeschleust. Durch Aufspaltung des DNA-Ringes der Plasmide
mittels Restriktionsendonukleasen wurden die amplifizierten DNA-Fragmente
in die Plasmide eingefugt. Die beiden freien Enden des Plasmids wurden
durch eine Ligase mit dem DNA-Fragment verknupft. Die durch die Ligation
entstandenen sogenannten rekombinierten DNA-Molekule wurden in einem
Transformationsvorgang von den Bakterien uber die Zellwand aufgenommen.
Der dazu verwendete Escherichia-coli-Stamm besitzt keine naturliche
Transformationskompetenz, so dass die Bakterien zunachst durch chemische
oder physikalische Methoden ,kompetent® gemacht werden mussen. Die
artifiziellen Plasmide konnen sich, ebenso wie naturlich vorkommende
Plasmide, im Bakterium unabhangig vom Genom vermehren und werden bei
der Zellteilung dann an die Tochterzellen weitergegeben. Durch Kultivierung
der transformierten Bakterien unter standardisierten Bedingungen erhalt man
eine Vervielfaltigung der rekombinierten DNA-Molekule. Nach der Vermehrung
wurde dann die Plasmid- DNA aus den Bakterienzellen isoliert. Die DNA-
Fragmente wurden mittels Restriktionsendonukleasen aus dem Plasmid-Ring
herausgeschnitten und anschlieBend durch Gelelektrophorese von den
Plasmid-Fragmenten getrennt. Von diesem DNA-Fragment aus wurde mittels
der RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends), die auch als ,one-sided”
oder ,anchored® PCR beschrieben wird, die Sequenz des Genabschnittes
fortschreitend dargestellt. Durch diese Methode war die Amplifikation von
DNA-Sequenzen zwischen einem bekannten Abschnitt auf der cDNA und dem
5°- oder 3’-Ende moglich. Das Ausgangsmaterial zur Untersuchung der
unbekannten Sequenz war wieder mRNA. Um die Sequenz in Richtung des
3’-Endes der mRNA (3'-RACE-PCR) darzustellen, wurde die isolierte mRNA

zunachst mittels eines sogenannten Adapter Primers, der an alle
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polyadenylierten mRNAs anlagerte, in cDNA umgeschrieben. Anschliel3end
wurde eine PCR mit einem sogenannten genspezifischen Primer (GSP) und
einem Abridged Universal Amplification Primer (AUAP) durchgefuhrt. Der
AUAP lagert sich am zum 3°-Ende der mRNA komplementaren Teil der cDNA
an. Der AUAP hat eine zum Adapter Primer homologe Sequenz. Der GSP
wurde so konstruiert, dass er sich an eine bekannte Sequenz innerhalb des
cDNA-Molekils anlagerte.

Um die Spezifitat des PCR-Produktes zu erhdhen, wurde teilweise eine zweite
3’-PCR gemacht, bei der das zuvor amplifizierte PCR-Produkt als Ausgangs-
DNA benutzt wurde. Dabei wurde ebenfalls der Abridged Universal
Amplification Primer (AUAP) sowie ein zweiter genspezifischer Primer
verwendet, der in Bezug auf den ersten GSP in Richtung 3-Ende der cDNA
lag. Nach einer PCR wurde das Produkt nach erfolgter Transformation und
Praparation sequenziert. Mit Hilfe der neu hinzugekommenen Sequenzen
wurden neue genspezifische Primer konstruiert. Zur Amplifikation in 5°-
Richtung wurde bereits bei der Transkription von mRNA in Erst-Strang-cDNA
mit einem genspezifischen Primer (GSP 1) gearbeitet. Durch das Umschreiben
mittels Reverser Transkriptase und des GSP 1 stellten sich nach
Gelelektrophorese unterschiedlich lange Banden dar. Den Anhaltspunkt fur die
richtige Lange lieferten die bisher bekannten Mitglieder der Kv4-Familie. Das
entstandene Erst-Strang-cDNA-Fragment hatte als 5°-Ende die Sequenz des
GSP 1. Im nachsten Schritt wurde durch die Ligation einer Poly-C-Sequenz an
das 3'-Ende des Fragments eine Bindungsmoglichkeit fur den sogenannten
Abridged Anchor Primer geschaffen. Mit Hilfe eines zweiten genspezifischen
Primers (GSP 2) und des Abridged Anchor Primers konnte mittels PCR
amplifiziert werden. Bei der Konstruktion von GSP 1 und GSP 2 wurde darauf
geachtet, dass sich der GSP 2 bezuglich des GSP 1 in Richtung 3’-Ende der
Erst-Strang-cDNA befand, was als ,nested” bezeichnet wird. Oft erzeugte eine
Amplifikation mit 35 Zyklen nicht genugend spezifische Produkte, um sie durch
Gelelektrophorese zu identifizieren, weshalb eine 0,1%ige Verdunnung des
ersten PCR-Produktes erneut amplifiziert wurde. Als Primer wurden AUAP
oder UAP und ein weiterer nested GSP verwendet. Nach Auffinden der
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START- und STOP-Codons konnten flankierende Primer zur Amplifikation des
Gesamtklons (full length clone) konzipiert werden. Der amplifizierte
Gesamtklon bildete die Voraussetzung fur eine heterologe Expression in
Xenopus-Oozyten und somit fur eine elektrophysiologische Charakterisierung
des Schweinespezifischen Kv4-Kaliumkanals mittels Patch-Clamp-Technik.

2.2 Methoden zur Herstellung der ,Ausgangs-cDNA*

2.2.1 Gewinnung von Myokardgewebe

Fur die Untersuchungen wurden mannliche Hausschweine mit einem Gewicht
zwischen 20 und 30 kg verwendet. Die Narkose wurde durch intravenose
Applikation von 14 mg/kg Pentobarbital eingeleitet und mit Isofluran (1,0 bis
1,5 %) in der Atemluft aufrechterhalten. In der Atemluft war das Verhaltnis von
N2O zu Oz 2 : 1. Nach Thoraxero6ffnung wurde das Herz entnommen und die
freie Wand des linken Ventrikels abgetrennt und gewogen. Anschliel3end
wurde das Gewebe in flussigem Stickstoff schockgefroren und dann bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C eingelagert.

2.2.2 Isolation von Gesamt-RNA

Der schnelle Aufschluss der Zellen ist entscheidend fur die Qualitat der
gewonnenen RNA. Beim Aufschluss von RNA aus Zellen werden grol3e
Mengen RNAsen  freigesetzt, die im  Reaktionsansatz ~ durch
Guanidiniumisothiocyanat inhibiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
die RNA-Isolation mittels der sauren Guanidiniumisothiocyanat-Methode
durchgefuhrt [17], wobei die RNA unter sauren Bedingungen in einer Phenol-
Chloroform-Extraktion von Proteinen und genomischer DNA getrennt wird und

anschlie3end in Ethanol gefallt wird.
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Zunachst wurde das Herzmuskelgewebe in einem Porzellanmorser mit
flussigem Stickstoff pulverisiert. 400 mg des gekuhlten, pulverisierten
Myokards wurden in ein Rundbodenréhrchen mit 4000 pl Trizol-Reagenz (Life
Technologies, Eggenstein, Deutschland) uberfihrt. Anschlieend erfolgte fur 2
Minuten eine Homogenisierung (Ultra-Turrax, Janke & Kunkel). Zur
Phasentrennung wurden je 1000 pl des Homogenats in ein Eppendorf-
Reaktionsgefal umgesetzt und 10 Minuten bei 11000 rpm und 4°C
zentrifugiert (Zentrifuge 5417 R, Eppendorf). Der RNA enthaltende Uberstand
wurde in neue Eppendorf-Reaktionsgefalle uUberfuhrt, das Pellet wurde
verworfen. Um die komplette Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe zu
ermadglichen, wurde fur 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Zur Extraktion der RNA wurden je 200 pl Chloroform zugegeben und
anschliellend wurde 15 Sekunden von Hand geschuttelt. An die dreimindtige
Inkubation bei Raumtemperatur schloss sich eine Zentrifugation von 15
Minuten mit 12 000 rpm bei 4 °C an. Im Reaktionsgefald waren jetzt- von oben
nach unten betrachtet- eine farblose, wassrige Losung, eine Interphase und
eine rote Phenol-Chloroform-Phase zu erkennen. Die RNA befand sich in der
oberen, wassrigen Phase. Diese wurde abgenommen und in ein neues
Eppendorf-Cup umgesetzt und je Cup 500 pl Isopropanol zugegeben.
Anschlieend wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann 10
Minuten mit 11 000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation war
bodennah an der Wand des Reaktionsgefalles ein gallertartiges RNA-Pellet zu
erkennen. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Zum Waschen
des Pellets wurden 1000 pl 75%iges Ethanol zugegeben, anschlieend wurde
5 Minuten mit 7500 rpm bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die Zugabe von Ethanol und das Zentrifugieren wurden dreimal wiederholt.
Nach dem letzten Durchgang wurde das RNA-Pellet 10 Minuten bei
geodffnetem Reaktionsgefald luftgetrocknet. Danach wurde das Pellet mit 20 pl
DPEC-Wasser durch vorsichtiges, wiederholtes Aufziehen mit einer Pipette
geldst und anschlielend fur 10 Minuten bei 56 °C inkubiert. Quantitat und

Qualitat der isolierten Gesamt-RNA wurden mit einem Spektralphotometer
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(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech) bei 260 nm bestimmt. Die Lagerung der
RNA bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -80 °C.

2.2.3 RT-Polymerase/Reaktion

Die Synthese von cDNA aus der aus dem Schweineherzen isolierten RNA
wurde nach dem von Lee und Caskey [53] beschriebenen Verfahren
durchgefuhrt. Da fast bei allen RNAs aus Eukaryonten am 3’-Ende Poly-A-
Sequenzen gefunden werden [28], wurde ein Primer gewahlt, der an diese
Stelle bindet. Im ,Superscript Preamplification System for First Strand cDNA
Synthesis“ der Firma Life Technologies waren alle bendtigten Reagenzien
gebrauchsfertig enthalten.

Durchfuhrung
Zu 4 pg geloster RNA in einem Eppendorf-Gefal® (A) wurde 1 pl Oligo (dT)-
Primer hinzu gegeben und mit DPEC-Wasser ad 12 ul aufgeflllt. Einer

Inkubation von 10 Minuten bei 70 °C folgte eine Inkubation von 1 Minute auf
Eis. Wahrend dieser Inkubation wurde in einem separatem Eppendorf-Gefaly
(B) eine LOosung mit 7 yl Volumen angesetzt. Es wurde streng auf die
angegebene Reihenfolge geachtet. Nacheinander wurden 2 pl 10x PCR-
Puffer, 2 yl MgCl, (25 mM), 1 pyl dNTP-Mix (10 mM) und 2 pyl DTT (0,1 M)
zugegeben. Der dNTP-Mix bestand jeweils aus 10 mM dATP, dCTP, dGTP
und dTTP. Der 10x PCR-Puffer bestand aus 200 mM Tris-HCI (pH 8,4) und
500 mM KCI. Nach Beendigung der Inkubation wurde der Inhalt des
Reaktionsgefalles B in das Reaktionsgefald A gegeben. Das Gesamtvolumen
betrug jetzt 19 yl. Danach wurden beide Losungen fur 20 Sekunden sanft von
Hand gemischt und 10 Sekunden mit 4000 rpm zentrifugiert (Biofuge pico,
Haereus), um den Inhalt wieder am GefalRboden zu sammeln. Nach einer
Inkubation von 5 Minuten bei 42 °C (Thermoblock, Biometra) wurde 1 pl des
Enzyms Reverse Transkriptase (200 U/ul) zum Start des Umschreibvorganges
zugegeben. Der Name des Life-Technologies-Produktes war Superscript Il. Im

Anschluss wurde nochmals bei 42 °C inkubiert, dieses mal fur 50 Minuten. Um
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die Reaktion zu beenden erfolgte eine Inkubation bei 70 °C fur 15 Minuten,
danach wurde das Reaktionsgefal® fur eine Minute auf Eis gestellt. Nach einer
Zentrifugation von 10 Sekunden und 4000 rpom wurde die Losung mit 1 pl
RNase-H (2 U/ul) versetzt und fur 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Bei diesem
Schritt wurde die RNA der zuvor gebildeten DNA-RNA-Hybrid-Doppelstrange
zerstort, so dass die synthetisierte cDNA in Einzelstrangen vorlag. Die
Quantitat und Qualitadt der in den 21 yl Gesamtvolumen enthaltenen cDNA
wurde spektralphotometrisch durch Messung der Extinktion bei 260 nm
(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech) bestimmt. Die gewonnene cDNA wurde

entweder sofort zur PCR eingesetzt oder bei —20 °C gelagert.

2.2.3.1 DNA-Amplifikation mittels  Polymerase-Kettenreaktion
PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) [76] dient der Amplifikation einer
definierten DNA-Sequenz in vitro. Voraussetzung fur die Anwendung dieser
Methode ist das Vorhandensein bekannter Sequenzen, die antiparallel liegen
und den zu amplifizierenden Bereich einschlieBen. Anhand der
Nukleotidabfolge dieser Randbereiche mussen einzelstrangige Oligonukleotide
konstruiert werden, die der DNA-abhangigen Polymerase als Startsequenz fur
die PCR dienen. Die als Primer bezeichneten Startsequenzen binden
komplementar an den DNA-Abschnitt, der als Zielsequenz amplifiziert werden
soll. Bei der Auswahl der Primer muss darauf geachtet werden, dass die
Dissoziationstemperatur der Primerpaare ubereinstimmt. Am 3°-Ende der
Primer durfen keine komplementaren Basen stehen, da diese Dimere
untereinander bilden konnen [5, 42]. Weiterhin muss die Bildung von
sekundaren Strukturen infolge sterischer Hemmung der Anlagerung vermieden
werden [66, 77]. DNA-Polymerasen besitzen die Fahigkeit, anhand eines
vorhandenen DNA-Einzelstranges einen komplementaren DNA-Strang
aufzubauen. Fir die Funktion der Polymerase muss der Einzelstrang in einem
kurzen Bereich doppelstrangig vorliegen. Dies ist an solchen Stellen der Fall,
an denen sich der Primer an den Einzelstrang anlegt. Als Ausgangs-DNA kann
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sowohl genomische DNA als auch cDNA oder klonierte DNA eingesetzt
werden. Im ersten Schritt wird die doppelstrangige DNA einmalig durch
Erhitzen auf etwa 93-95 °C in die komplementaren Einzelstrange aufgetrennt.
Gleichzeitig wird bei dieser Denaturierung die DNA-Polymerase aktiviert. Als
DNA-Polymerase wurde in der vorliegenden Arbeit Taqg-Polymerase
verwendet. Die Tag-Polymerase stammt von Thermophilus aquaticus und hat
ein Temperaturoptimum von 72 °C [86]. Im zweiten Schritt lagern sich die
Primer bei einer fur jedes Primerpaar spezifisch zu ermittelnden Temperatur
(Annealing-Temperatur) an den jeweils komplementaren Abschnitt der DNA-
Einzelstrange an. Die Annealing-Temperaturen liegen zwischen 48 und 70 °C.
Im dritten Schritt fuhrt die Tag-Polymerase die DNA-Synthese bei einer
Temperatur von 72 °C durch. Ausgehend von den Primern wird in 3’-Richtung
ein zur Ausgangs-DNA komplementarer DNA-Strang aufgebaut (Extension).
Somit entstehen zunachst wieder neue DNA-Strange, deren 5°-Enden der
Primersequenz entsprechen und deren 3’-Enden eine variable Lange haben.
Die Annealing-Phase und die Extensionsphase werden zyklisch wiederholt. Da
die Aktivitat der DNA-Polymerase mit zunehmender Reaktionsdauer nachlasst,
kann trotz theoretischer Verdopplung der DNA-Menge pro Zyklus praktisch
kein exponentieller Anstieg der DNA-Menge erreicht werden. Nach etwa 35
Zyklen ist die eingesetzte DNA-Polymerase erschopft. Vor Beendigung der
PCR wird eine einmalige verlangerte Extensionsphase durchgefuhrt.

Durchflihrung

Ein dunnwandiges 0,2 ml fassendes PCR-Gefal® wurde auf Eis gestellt und
24,5 pl autoklaviertes Aqua dest., 5 pl 10x PCR-Puffer, 3 pl 25 mM MgCly, 1 pl
10 MM dNTP-Mix, je 3 ul der beiden spezifischen Oligonukleotid-Primer
(10 yM) und 1 pl der transkribierten cDNA eingebracht. Unmittelbar vor dem
Start der PCR wurden zu dem Reaktionsansatz 0,5 yl Tag-Polymerase (5 U/pl)
gegeben und mit einer Pipettenspitze vorsichtig umgeruhrt. Der 10x PCR-
Puffer bestand aus 200 mM Tris-HCI (pH 8,4) und 500 mM KCI. Das
Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug nach Zugabe der Tag-Polymerase
50 pl. Als genspezifische Primer wurden der Upper Primer
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5-T(CT)ATCGA(CT)G-TGGTGGCCATC-3* (1022-1042) und der Lower
Primer 5-TGGTAGAT(GC)C(GT)(AG)CT-(AG)AAGTT-3 (1454-1473)
verwendet, die fur den Kv4.2-Kanal der Ratte (M59980) spezifisch konstruiert
wurden. Die Ziffern in Klammern bezeichnen die Position der Primer in der
cDNA von Kv4.2 der Ratte. Die Angaben uber die Sequenzen und Lokalisation
der Primer wurden von der GenBank des ,National Center for Biotechnology
Information® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) bezogen.

Die Amplifikationsreaktion im Perkin-Elmer-DNA-Thermal-Cycler (GeneAmp-
PCR-System 2400) startete mit einer initialen Denaturierungsphase von 5
Minuten bei 94 °C. AnschlieBend wurden 35 Zyklen mit je einer
Denaturierungsphase von 30 Sekunden, einer Primerhybridisierungsphase
von 30 Sekunden und einer Extensionsphase von 40 Sekunden durchlaufen.
Die Denaturierung erfolgte bei 94 °C und die Extension bei 72 °C. Die
Temperatur fur die Hybridisierung der Primer musste fur jedes Primerpaar
ausgetestet werden. Um das Optimum fur die Anlagerung des jeweiligen
Primers an die cDNA zu finden, wurde das Temperaturintervall von 48 bis
60 °C in Schritten von 1 °C durchlaufen, wobei fur jeden Schritt eine PCR
angesetzt wurde. Mit einer finalen Extensionsphase von 10 Minuten bei 72 °C
wurde der  Amplifikationsprozess beendet. Um  Kontaminationen
auszuschlielfen, wurde fur jeden PCR-Ansatz eine Negativkontrolle
amplifiziert, die samtliche fur die PCR notwendigen Reagenzien, mit

Ausnahme von der Ausgangs-DNA, enthielt.

Verwendete Primer

Adapter Primer (AP): 5-GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)17-3°

Universal Amplifikation Primer (UAP):
5-(CUA)Y4GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3’

AP und UAP enthalten Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sal |,

Mlu | und Spe I.
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Verwendete Lésungen/Puffer

10x PCR-Puffer: 200 mM Tris-HCI
500 mM KCI
pH 8,4

2.2.3.2 Nachweis durch Agarose-Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ermoglicht die Trennung geladener Molekule im
elektrischen Feld nach der GroRe. Aufgrund der negativ geladenen
Phosphatgruppen wandern DNA-Fragmente im elektrischen Feld von der
Kathode zur Anode. Mit der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-
Molekule im Bereich von 50 bis 20000 bp aufgetrennt werden. Der
prozentuale Anteil der Agarose bestimmt die PorengroRe der Gelmatrix.
Unterschiedliche Agarosekonzentrationen ermoglichen eine besonders gute
Auftrennung von DNA-Fragmenten[ 77]. in definierten GroRenbereichen
[Abbildung 1].

Agarosekonzentration im Gel (%) | Lange der DNA-Fragmente (bp)
0,6 1000 — 20000
1,2 400 — 6000
1,5 200 - 3000
2,0 100 - 2000

Abbildung 1: Agarosekonzentration und optimal darstellbare DNA-
Fragmentlangen[Quelle: Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, Cold
Spring Harbour, New York] [77]

In der vorliegenden Arbeit wurden 1%ige Agarose-Gele verwendet. Um die
Auftrennung der DNA-Fragmente sichtbar zu machen, wurde der
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Agaroselosung  Ethidiumbromid  zugefugt.  Ethidiumbromid ist ein
fluoreszierender Farbstoff, der sich aufgrund seiner aromatischen Struktur
bevorzugt zwischen benachbarte Basen einlagert und somit Uberwiegend in
die DNA interkaliert [85]. Bei Bestrahlung mit UV-Licht (254-300 nm) emittiert
der Ethidiumbromid-Nukleinsaure-Komplex orangefarbiges Licht im sichtbaren
Bereich (500-590 nm). Die Intensitat des emittierten Lichtes ist proportional
zur Menge der in die DNA eingelagerten Ethidiumbromid-Molekdle.

Durchfiihrung

Zur Herstellung eines Agarose-Gels wurde 1 % Agarose mit TAE-Puffer so
lange erhitzt, bis sich die Agarose vollstandig im Puffer aufgelost hatte. Zur
Anfarbung der DNA wurde Ethidiumbromid (Sigma) in einer Konzentration von
0,5 ug/ml wahrend des Polymerisationsprozesses des Agarose-Gels
untergemischt. Anschliefend wurde die Agaroselosung in den sogenannten
Gelschlitten gegossen. Durch das Einstecken eines PVC-Kammes in die
polymerisierende Agaroseldosung entstanden sogenannte Geltaschen. Die
PCR-Produkte (10 pl) wurden mit je 2 yl Loading-Puffer auf 1 %ige Agarose-
Gele aufgetragen und bei einer angelegten Spannung von 110 Volt im
elektrischen Feld fur 30 Minuten aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE-
Puffer. Die mit Ethidiumbromid angefarbten amplifizierten DNA-Fragmente
wurden mit Hilfe von UV-Licht (UV-Transilluminator, Biometra) bei einer
Wellenlange von 254 nm sichtbar gemacht und zur Dokumentation mit einer
CCD-Kamera (Computar) fotografiert. Zur Bestimmung der Fragmentlange
anhand ihrer Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld wurde als
GroRenstandard eine 1 kb-DNA-Ladder [Abbildung 2] (Invitrogen) verwendet.
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Anzahl der Basenpaare

1.018

506

Abbildung 2: 1 kb-DNA-Ladder zur Bestimmung der
[Quelle: Promegal

Verwendete Losungen

Die verwendeten LOsungen setzten sich wie folgt zusammen:
Loading-Puffer: 50 % Glycerol

1 % Bromphenolblau, gesattigt

1 % Xylenecyanol (10 %)

2 % 50x TAE

TAE (50x): 242 g Tris
57,1 g Eisessig
100 ml EDTA (0,5 M), pH 8,0
ad 1000 ml

Fragmentlange
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TBE-Puffer (0,5x): 54 g Tris
27,5 g Borsaure
20 ml EDTA, pH 8.0
ad 1000 ml
1: 10 verdunnt

2.2.3.3 Isolierung von DNA aus dem Agarose-Gel

Die DNA-Fragmente, die der erwarteten Basenpaar-Anzahl entsprachen,
wurden unter UV-Licht mit einem Skalpell aus dem Agarose-Gel
ausgeschnitten, gewogen und mit Hilfe eines QIAquick-Gel-Extraction-Kits
(Qiagen) nach Herstellerangaben eluiert. Dazu wurde das ausgeschnittene
Gelstuck in ein Eppendorf-Gefal® gegeben und die dreifache Menge QG-Puffer
zugegeben. Im Heizblock (Thermomixer 5436, Eppendorf) wurde die DNA
durch ein 10-mindtiges Erwarmen auf 50 °C bei 225 rpm in Losung gebracht.
Nach Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol wurde die Losung in die
mitgelieferte Filtersaule umgesetzt und fur 1 Minute mit 12 000 rpm (Zentrifuge
5417 C, Eppendorf) zentrifugiert. Die DNA war jetzt an die Filtersaule
gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen. Danach wurden 750 ul PE-Puffer
zugegeben und erneut wurde fur 1 Minute mit 12 000 rpm zentrifugiert, der
Durchsatz wurde verworfen. Dieser Schritt, der zur Reinigung der DNA diente,
wurde dreimal wiederholt, und nach dem letzten Durchgang die Filtersaule auf
ein Eppendorf-Gefaly gesteckt. Nach der Zugabe von 50 yl EB-Puffer wurde 1
Minute gewartet und dann 1 Minute mit 12 000 rpm zentrifugiert. Die DNA
befand sich im Durchsatz. Fur die Klonierung in Bakterien wurden 4 ul des

Durchsatzes in ein Vektorsystem eingesetzt.
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2.2.4 Subklonierung der DNA-Fragmente in pGEM-T-Vektoren

Zur Ligation wurde das pGEM-T-Vektor-System | der Firma Promega
Corporation benutzt [Abbildung 3]. Der pGEM-T-Vector tragt ein
Ampicillinresistenzgen (Amp") und kodiert fiir das a-Peptid der B-Galaktosidase
(lacZ-Gen). Aufgrund des Antibiotikaresistenzgens kann man auf
ampicillinhaltigen Nahrboden nach plasmidtragenden Zellen selektionieren.
Die Expression des lacZ-Gens lasst sich durch IPTG induzieren und bendtigt
ein funktionales episomal kodiertes a-Peptid. Durch enzymatische Spaltung
von X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-D- Galaktopyranosid) entsteht im Falle
eines funktionalen lacZ-Gens ein Farbstoff, der die Bakterienkolonien blau
farbt. Durch Einbringen von Fremd-DNA wird der Leserahmen des lacZ-a-
Peptid-Gens zerstort, so dass die Spaltung von X-Gal unterbleibt und die
rekombinanten Escherichia coli-Kolonien farblos sind. Nach einer Inkubation
von 1 Stunde bei Raumtemperatur war die DNA im Plasmid-Ring

aufgenommen. Das Gesamtvolumen betrug 10,5 ml.

Durchflihrung

Es wurde ein Ligationsansatz aus 5 ul Ligationspuffer, 0,5 yl pGEM-T-Vektor
(55 ng/pl), 4 ul der eluierten DNA-Fragmente und 1 pl T4-DNA-Ligase (3 U/ul)
in ein Eppendorf-Gefal} pipetiert.

Verwendete Losungen

Ligationspuffer: 60 mM Tris-HCI, pH 7,8
20 mM DTT
20 mM MgCl;
1 mM ATP 10 % PEG
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des pGEM-T Vektors mit Auflistung
der Restriktionsenzymschnittstellen, Grole: 3000 bp, Amp":
Ampicillinresistenzgen, lacZ:-Gen des a-Peptid der p-Galaktosidase [Quelle:

Invitrogen]

2.2.5 Herstellung kompetenter Bakterien

Escherichia coli besitzt keine naturliche Transformationskompetenz und muss
durch chemische oder physikalische Methoden kompetent gemacht werden.
Bei dem hier verwendeten chemischen Verfahren [34] wurden osmotisch
stabilisierte Suspensionen von Escherichia-coli-DH5a-Stammen bei 4 °C mit
Calciumchlorid-Losung behandelt. Der Bakterienstamm Escherichia coli DH5a

wurde von der Firma Invitrogen bezogen.

Durchflihrung

25 ml Ubernachtkultur von Escherichia coli DH5a wurden in 80 ml Luria-
Bertani-Medium (LB-Medium) geimpft und unter Schutteln
(Inkubationsschuttler, Infors) mit 3000 rpm bei 37 °C fur 3,5 Stunden inkubiert.
Die Bakteriensuspension wurde auf vier Falcon-Reaktionsgefalle (4 ml) verteilt
und 5 Minuten mit 4000 rpm bei 4 °C zentrifugiert (Biofuge Stratos, Heraeus).
Nach Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellsediment in 5ml TFB 1
resuspendiert und fir 30 Minuten auf Eis gestellt. AnschlieRend erfolgte eine
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erneute Zentrifugation mit 1800 rpm fir 5 Minuten bei 4 °C. Nach dem
Dekantieren des Uberstandes wurde das Zellsediment in 1ml TFB2
resuspendiert. Die auf diese Weise behandelten Bakterien wurden als
kompetente Bakterien bezeichnet. Aliquots von jeweils 100 pyl wurden in
flussigem Stickstoff eingefroren und bei —80 °C bis zum weiteren Gebrauch
eingelagert.

Verwendete Losungen:

Die verwendeten LOsungen setzten sich wie folgt zusammen:
TFB-1-Lésung: 30 mM KAc

50 mM MnCl

100 mM KCI

10 mM CaCFP

15 % Glycerol

TFB-2-Losung: 10 mM MOPS
75 mM CaCPP
10 mM KCI
15 % Glycerol

LB-Medium: Hefeextrakt 5 g/l
10 g/l Trypton

pH 7,5

2.2.6 Transformation und Kultivierung

Bei der Transformation werden osmotisch stabilisierte Suspensionen von
Escherichia coli DH5a bei 0 °C mit Calciumchlorid-Losung behandelt und
danach einem kurzen Hitzeschock ausgesetzt. Es ist von einer
Transformationseffizienz von 10" bis 10® Transformanten /g Plasmid-DNA
auszugehen. Vermutlich lockert Calciumchlorid die Zellwandstruktur, und
zusatzlich fallt die DNA als schwerlosliches Calciumsalz auf der Zelloberflache
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aus, was die direkte Aufnahme der Plasmide erleichtert [34,35]. Um Bakterien
mit und ohne fremdes DNA-Fragment im Plasmid zu unterscheiden, wurden
dem Ansatz ein Laktoseanalogon und ein Enzyminduktor fur die -
Galaktosidase (X-Gal und IPTG) beigemischt. Bakterienkolonien, deren
Plasmide kein fremdes DNA-Fragment enthielten, waren blau gefarbt,
Kolonien mit rekombinierten DNA-Plasmiden waren weil3 gefarbt. Auf den
ampicillinhaltigen LB-Agarplatten wuchsen nur Bakterien, die das Plasmid
aufgenommen hatten und damit Uber das Enzym (-Lactam-Aminohydrolase

verfugten.
Durchfuhrung
Die bei — 80°C eingelagerten kompetenten Bakterien wurden auf Eis

aufgetaut. Der Ligationsansatz von 10,5 pl wurde in 100 yl der Losung mit
kompetenten Bakterien eingebracht und mit einer Pipettenspitze vorsichtig
umgeruhrt. Nach einer Minute auf Eis folgte eine Inkubation von 2,5 Minuten
bei 37 °C, danach folgten weitere 2 Minuten auf Eis. Nach Zugabe von 200 pl
LB+Glukose wurden die Bakterien in einem Rotationsinkubator (Thermomixer
5436, Eppendorf) bei 37 °C und 225 rpm fur 2,5 Stunden inkubiert. Dem
Ansatz wurden 40yl X-Gal und 20ul IPTG =zugefugt. Es folgte das
Ausplattieren mit einem Drigalski-Spatel auf LB-Agarplatten, die mit dem
Selektionsantibiotikum Ampicillin versetzt waren.

Danach erfolgte eine Inkubation der Agarplatten fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Danach wurden die Agarplatten umgedreht und im
Brutschrank  fur 12  Stunden bei 37 °C inkubiert. Je 25 ml
LB+Glukose+Ampicillin wurden anschlielend mit weillen Einzelkolonien, die
mit einer Pipette von der Agarplatte entnommen wurden, geimpft und im
Rotationsinkubator (Schuttelinkubator, Infors) bei 37 °C und 90 rpm fur 12
Stunden inkubiert.

Verwendete Losungen/Reagenzien
IPTG: 100 mM Isopropylthio-
galaktosid (Invitrogen)
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LB-Medium: 10 g Trypton
5g Hefeextrakt
10 g NaCl
ad 1 Liter H.O
pH 7,5

LB-Medium+Glukose: 10 ml 20%ige Glukose
ad 1 Liter LB-Medium

LB-Medium+Glukose+Ampicillin: 100 mg Ampicillin
ad 1 Liter LB+Glukose

LB-Agarplatten mit Ampicillin: 15 g Bacto Agar
100 mg Ampicillin

ad 1 Liter LB-Medium

X-Gal: Dimethylformamid (20 mg/ml,
Merck EuroLab)

2.2.7 Sicherung der Fragmente: Anlegen von Bakterien-Stocks

Um die in den Bakterien enthaltene Plasmid-DNA jederzeit wieder
vervielfaltigen zu konnen, wurden von den 12 Stunden inkubierten
Bakterienkulturen je 850 pl abgenommen und in 1,8 ml Cryo-Tube gegeben.
Nach der Zugabe von 250 ul Glycerol wurde durch vorsichtiges Aufziehen in

der Pipette gemischt und anschlief3end bei —80 °C eingelagert.

2.2.8 Praparation von Plasmid-DNA

Zur Isolation der Plasmide aus den Bakterienzellen wurde die Bakterienwand
zerstort, die DNA vom Zytosol getrennt und anschlielend aufgereinigt. Dazu
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wurde die Methode der alkalischen Lyse nach Birnboim und Doly angewandt
[12].

Durchfthrung
Die Ubernachtkulturen wurden bei 4 °C mit 4000 rpm fir 10 Minuten

zentrifugiert (Eppendorf 5417 R). Am Gefaliboden war ein Pellet zu erkennen.

Der Uberstand wurde verworfen. Die Pellets wurden in 3 ml eiskaltem TSE-
Puffer gelost. AnschlieBend wurden je 1500 pl der Lésung in Eppendorf-
Gefalle umgesetzt. Wahrend der folgenden Zentrifugation von 10 Minuten bei
4 °C und 10 000 rpm wurde die Lésung B angesetzt. Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 125 pl der eiskalten Losung A gelost. Nach der
Zugabe von 250yl der Losung B wurde fur 5 Sekunden geschuttelt
(Minishaker MS 2, IKA) und das Reaktionsgefal® anschliel3end fur 15 Minuten
auf Eis gestellt. Danach wurden 187 pl Losung C zugegeben, 10 Sekunden
wurde sanft von Hand gemischt und erneut fir 15 Minuten auf Eis gestellt.
Anschliefiend wurde fur 10 Minuten bei 4 °C und 10 000 rpm zentrifugiert und
von dem klaren Uberstand wurden 400 pl in neue Eppendorf-GefalRe gegeben.
Nach Einbringen von je 200 ul Phenol und Chloroform-Mix in ein
Reaktionsgefald wurde fur 2 Minuten mit 12 000 rpm (Zentrifuge 5417 C,
Eppendorf) zentrifugiert. Im Reaktionsgefald waren jetzt eine obere, klare
Phase, eine Interphase und eine untere, weilllich tribe Phase zu erkennen.
Von der obersten Phase wurden 400 yl abgenommen und in ein neues
Eppendorf-Gefaly gesetzt, die anderen Phasen wurden verworfen. Nach der
Zugabe von 400 pl Isopropanol wurde 30 Minuten bei —20 °C gefallt und dann
fur 15 Minuten mit 12 000 rpm (Zentrifuge 5417 C, Eppendorf) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und verworfen. AnschlieRend
wurden 500 pl 70% ges Ethanol zugegeben. Nach erneuter Zentrifugation fur
15 Minuten bei 12 000 rpm und Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet
20 Minuten getrocknet (Concentrator 5301, Eppendorf). Das die Plasmid-DNA
enthaltende Pellet wurde in 20 ul autoklaviertem Aqua dest. gelost.
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Verwendete Losungen/Puffer

Chloroform-Mix: 24 ml Chloroform

1 ml Isoamyl-t

Losung A: 5 ml 20 % Glukose
2ml0,5M EDTA
1,25 ml 2 M Tris
ad 100 ml Wasser

Lésung B: 500 pl SDS (10%)

100 pl 10 M NaOH
ad 5 ml Wasser

Lésung C: 5 M KaAc (pH 6,0)

TSE-Puffer: Saccharose 10,3 %
Tris-HCI 25 mM
EDTA 25 mM

Losung A wurde nach dem Ansetzen steril filtriert und bei —20 °C gelagert.

Losung B wurde erst unmittelbar vor dem Gebrauch angesetzt.

2.3 Sequenzspezifische Hydrolyse der isolierten Plasmid-DNA

Zur Hydrolyse wurden Restriktionsendonukleasen mit sequenzspezifischer
Spaltung eingesetzt [Abbildung 4]. Die Mehrzahl dieser Typ-II-
Restriktionsenzyme erkennen und hydrolysieren DNA-Molekule an bestimmten
Tetra- oder Hexanukleotidsequenzen, die eine zweifache Rotationssymmetrie
zeigen. Diese Palindrome besitzen in 5 —3'-Leserichtung auf den
komplementaren Strangen eine identische Sequenz. Die Enzyme haben
jeweils spezifische Reaktionsbedingungen in Bezug auf Inkubationstemperatur
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und Pufferzusammensetzung. Es wurden zwei Enzyme mit Uberlappenden

Arbeitsbereichen in einem sogenannten Doppelverdau eingesetzt.

T7 Transcription Start
—

5. . TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG
3...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CC‘GCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC

T7 Promoter I I | I | |
Apal Aatll Sph| BstZ |

CCATG GCCGC GGGATT3Y. .
GGTAC CGGCG CCCTA (“"’”e" ‘”‘"’”)

I | | | l I L J Il

ATCAC TAGTG CGGCC GCCTG CAGGT CGACC ATATG
I'TTAGTG ATCAC GCCGG CGGAC GTCCA GCTGG TATAC

Neco |l Sac I Spe [ wotl ] Pstl Sall Nde |
BsiZ |
SP6 Transcription Start

GGAGA GCTCC CAACG CGTTG GATGC ATAGC TTGAG TATTC TATAG TGTCA CCTAA AT ... 3
CCTCT CGAGG GTTGC GCAAC CTACG TATCG AACTC ATAAG ATATC ACAGT GGATT TA...%

I | | I | SP6 Promoter
Sac | st X | Nsil

Abbildung 4: pGemT Enzymschnittstellen [Quelle: Promegal]

Durchfiihrung

Fur die enzymatische Restriktionsanalyse wurde die praparierte Plasmid-DNA
eingesetzt, die in 15 yl Wasser gelost wurde. Der Reaktionsansatz enthielt die
in 6 yl geléste DNA, 1 ul 10x Puffer (NE-Puffer 2), 1 yl BSA (100 pg/ml) und je
1 ul der Restriktionsenzyme Spe | und Sph I. Alle Reagentien wurden von der
Firma New England Bio Labs bezogen. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C
im Thermoblock (Tb 1, Biometra) erfolgte die elektrophoretische Auftrennung
der Fragmente in einem 1%iges Agarose-Gel, wie oben beschrieben. Nach
Elution der DNA-Banden wurde im Konzentrator (Concentrator 5311,
Eppendorf) getrocknet und anschliel3end in 20 yl autoklaviertem Aqua dest.

gelost.

0357MA06/2A
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Verwendete Losungen

Der 10x Puffer (NE-Puffer 2) 10 mM Tris-HCI
10 mM MgCl,
50 mM NaCl
1 mMDTT

2.3.1 ldentifikation der Zielsequenz durch DNA-Sequenzierung

Zur ldentifizierung der Genfragmente wurde die isolierte Plasmid-DNA nach
einer modifizierten Methode gemal Sanger [44] mittels PCR sequenziert. Die
Sequenzierung wurde mit einem ABI-Sequenzierungssystem von Applied
Biosystems durchgefuhrt. Konzentrationsangaben zu Puffer und Reaktionsmix
wurden vom Hersteller nicht gemacht. Die Sequenzierung wurde im

Auftragslabor der Firma Solvias Bioanalytik, Basel, Schweiz, durchgefuhrt.

Durchfiihrung

Das Reaktionsgemisch mit einem Gesamtvolumen von 20 pl bestand aus 1 ug
der zu sequenzierenden DNA, 8yl Half-Term-Puffer, 2 pl BigDye-
Reaktionsmix und 1,5 ul T7-Sequenzierungsprimer (5-
TAATACGACTCACTATAGGG-3’, 10 pmol/ul). Die PCR durchlief 35 Zyklen
unter folgenden Bedingungen:

Denaturierung: 50 Sekunden bei 96 °C
Hybridisierung der Primer: 50 Sekunden bei 55 °C
Extension: 4 Minuten bei 60 °C

Nach 35 Zyklen wurde ein letzter Extensionsschritt bei 60°C fur 7 Minuten
durchgefuhrt. Danach wurde der Reaktionsansatz mit Hilfe des Dye-Ex-Spin-
Kits (50) (Qiagen) nach Herstellerangaben aufgereinigt und zur Detektion auf

ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen.
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Verwendete Losungen/Puffer

Half-Term-Puffer: Tris-HCI, pH 9.0  (keine genaueren Angaben
MgClz verfugbar)

BigDye-Reaktionsmix: A-Dye-Terminator labled with dichloro[R6G]
C-Dye-Terminator labled with dichloro[ROX]
G-Dye-Terminator labled with dichloro[R110]
T-Dye-Terminator labled with dichloro[TAMRA]
Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dITP, dUTP)
AmpliTag-DNA-Polymerase, FS
MgClz
Tris-HCI-Puffer, pH 9.

2.4 Nachweis der Zielsequenz durch Southern Blotting

Bei der Southern-Hybridisierung [88] werden DNA-Fragmente, die mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt wurden, auf eine geeignete Tragermembran
Ubertragen und dort fixiert. Bei dem Transfer der Nukleinsauren von dem Gel
auf die Membran bleibt das Trennmuster der Banden erhalten, d. h., die
Membran ist eine Kopie des ursprunglichen Gels. Dieser Southern Blot wird
mit einer *’P-markierten DNA-Sonde hybridisiert. Mittels anschlieRender
Autoradiographie koénnen die Banden, die komplementar zur radioaktiven
Sonde waren, detektiert werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
Southern-Analysen durchgefuhrt, um einen Vertreter der Kv4-Familie auf
genomischer Ebene im linksventrikularen Myokard des Schweins aufzuspuren.
Die DNA-Sonde war entsprechend der Nukleotidsequenz des aus dem
Myokard der Ratte bekannten Kv4.2-Kanals konzipiert.

Durchflihrung

Nach Elektrophorese der mittels Restriktionsenzymen (BamH |, Roche,
Mannheim) gespaltenen DNA wurde das Agarose-Gel fur 30 Minuten bei

Raumtemperatur in einer Denaturierungslosung inkubiert. Das Volumen der
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Denaturierungslosung betrug das 5-Fache des Gelvolumens. Das
Reaktionsgefall wurde wahrend der Inkubation sanft geschuttelt. Nach 15
Minuten wurde die Denaturierungslosung ausgetauscht.

AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fur 30 Minuten bei Raumtemperatur in
einer Neutralisierungslosung. Das Volumen der Neutralisierungslosung betrug
das 5-fache des Volumens des Agarose-Gels; wahrend der Inkubation wurde
sanft geschuttelt. Nach 15 Minuten wurde die Neutralisierungslosung
ausgetauscht. AnschlieBend wurde mittels Kapillarkraften auf eine
Nylonmembran (Stratagene) transferiert. Nach 16 Stunden wurde mit UV-Licht
bestrahlt und anschliefend fur 2 Stunden bei 80 °C inkubiert. Die Southern
Blots wurden anschliefend 15 Minuten bei 68 °C mit QuikHyp (Stratagene)
prahybridisiert. Die Membran wurde nach Zugabe der *2P-markierten DNA-
Sonde in einem Hybaid-Ofen (Labline) bei 68 °C fur 1 Stunde unter leichter
Rotation hybridisiert. Die hybridisierte Southern-Blot-Membran wurde dreimal bei
Raumtemperatur mit 2x Saline-Sodium Phosphate-EDTA-Puffer (SSPE) und 0,1 %
SDS aufgereinigt. Anschliefend erfolgte eine Aufreinigung bei 60 °C fiir 30 Minuten
mit 0,1x SSPE und 0,1 % SDS. Nach dem Reinigungsprozess wurde die Membran fiir 2
Tage auf einen Rontgenfilm gelegt, wobei Verstirkerfolie zum Einsatz kam. Die
Sequenz der eingesetzten DNA-Sonde zur Detektion von Kv4.2 war 5'-

GCTACCCGTGCCTGTGATCGTG-3" (1748-1769).

Verwendete Losungen

Denaturierungslésung: 1,0 N NaOH,
1,5 M NaCl

Neutralisierungslosung: 1,0 M Tris (pH 7,5)
3 M NaCl

2x SSPE : 20 mM Natriumdihydrogenphosphat / NaOH
pH 7,4

0,3 M Natriumchlorid
2 mM EDTA
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2.5 Methoden zur Darstellung des 3- und 5°-Endes der

Zielsequenz

Um die Sequenz in Richtung 3’- und 5°-Ende darzustellen, wurden jeweils
PCR-Amplifikationen mit verschiedenen Primerpaaren durchgefuhrt. Mit jedem
Primerpaar wurden Amplifikationsreaktionen bei verschiedenen Temperaturen
durchgefuhrt, um die Annealing-Temperatur herauszufinden. Dabei wurde ein
Temperaturbereich von 46 bis 60 °C in Schritten von 2 °C durchlaufen. Mittels
Gelelektrophorese wurden die PCR-Produkte jeweils auf die erwartete Lange
gepruft. Bei Nachweis einer entsprechenden Bande wurde eine
Sequenzierung des PCR-Produktes durchgefuhrt. Zeigte die Sequenzierung
neue Abschnitte der Zielsequenz, konnten neue Primer konstruiert werden, mit
denen dann erneut Amplifikationen durchgefuhrt wurden. Die Amplifikationen
wurden so lange fortgesetzt bis das Start-Codon und ein Stop-Codon
gefunden wurden. Auf mRNA-Ebene kodiert das Triplett AUG sowohl als
Codon fur Methionin als auch als Startsignal der Translation, es wird daher
auch als Start-Codon bezeichnet. Die Translation stoppt an den Basentripletts
UGA, UAA oder UAG. Auf DNA-Ebene entspricht das Start-Codon dem
Basentriplett ATG und die Stop-Codons entsprechen den Basentripletts TAA,
TGA und TAG.
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2.5.1 Amplifikation des 3-Endes der cDNA mittels RACE-PCR

' mRNA poly (A) tail
5 AAA--AAA, Anlagerung des Adapter
‘TTT'“TTT-:E‘ Primers an die mRNA
AP

5 AAA---AAA, Erst-Strang-Synthese von

e e e . —-—-————- -‘TTT---TTT-:IE.' cDNA fiir 3'RACE PCR
_— e e e e o = =T Entfernung von RNA

3 4 TTT--TTTEE—s° mittels RNase H

‘ PCR mit gen-

spezifischem Primer

- und Universal Ampli-
- TTT--TTT s fication Primer

UAP
G

AUAP
‘ Amlifikation des PCR-

nested Produktes mit UAP
GSP oder AUAP und einem
"nested" GSP

——
R ] m—

W

UAP

¢

AUAP

Abbildung 5: Ubersicht Giber das 3’-RACE-Verfahren [Quelle: Invitrogen]
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2.5.1.1 Herstellung von Erst-Strang-cDNA fur eine 3'-RACE-PCR

Die Synthese von cDNA fur die 3'-PCR aus der aus dem Schweineherzen
isolierten RNA wurde nach dem von Lee und Caskey [53] beschriebenen
Verfahren durchgefuhrt. Da fast bei der gesamten RNA aus Eukaryonten am
3’-Ende Poly-A-Sequenzen gefunden werden [28], wurde ein Primer (Adapter
Primer) gewahlt, der an diese Stelle bindet. Der Adapter Primer (AP) war mit
einer kurzen Nukleotidsequenz verknupft. Um die Spezifitdt der cDNA zu
erhdhen, wurde im weiteren Verlauf anstelle des AP mit einem
genspezifischen Primer (GSP) gearbeitet. Dieser wurde so konstruiert, dass er
sich an bekannte Sequenzen anlagerte. Bei der Verwendung des Adapter
Primers lag nach Umschreiben mittels Reverser Transkriptase ein DNA-
Fragment mit einem Poly-T-Stuck am 5°-Ende vor. Dem Poly-T-Stuck schloss
sich die mit dem Adapter Primer vergesellschaftete komplementare
Nukleotidsequenz an. Abschlieliend wurde durch RNase H die RNA der zuvor
gebildeten DNA-RNA-Hybrid-Doppelstrange zerstort, so dass die synthetisierte
cDNA in Einzelstrangen vorlag. Die verwendeten Losungen/Reagenzien, mit
Ausnahme der genspezifischen Primer, waren aus dem Superscript
Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis der Firma Life

Technologies.

Durchfuhrung
Zu 4 g, in einem Eppendorf-Gefal® A geldster RNA, wurde 1 yl AP (10 uM)
oder GSP hinzugegeben und mit DPEC-Wasser ad 11 yl aufgefullt. Durch

vorsichtiges Aufnehmen und Abgeben mit einer Pipette wurde der
Reaktionsansatz gemischt. AnschlieBend wurde fur 20 Sekunden mit
4000 rpm zentrifugiert, um den GefaRinhalt am Boden zu sammeln. Es wurde
fur 10 Minuten bei 70 °C inkubiert (Thermoblock, Biometra), um die RNA zu
denaturieren. Wahrend der Inkubation wurde in einem separaten Eppendorf-
Gefall B eine Losung mit 7 pl Volumen angesetzt. Es wurde streng auf die
angegebene Reihenfolge geachtet. Nacheinander wurden 2 pl 10x PCR-
Puffer, 2 yl MgCl, (25 mM), 1 yl dNTP-Mix (10 mM) und 2 pl DTT (0,1 M)
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zugegeben. Nach Beendigung der Inkubation folgte eine Zentrifugation
(Biofuge pico, Heraeus) von 10 Sekunden mit 4000 rpom, um den GefalBinhalt
am Boden zu sammeln. Anschlieend wurde der Inhalt des Reaktionsgefales
B in das Reaktionsgefal® A gegeben. Das Gesamtvolumen betrug jetzt 18 pl.
Danach wurde fur 20 Sekunden sanft von Hand gemischt und fur 10 Sekunden
mit 4000 rpm zentrifugiert, um den Inhalt wieder am GefalRboden zu sammeln.
Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 42 °C (Thermoblock, Biometra)
wurde 1 pl Superscriptll (200 U/ul), was dem Enzym Reverse Transkriptase
entspricht, zum Start des Umschreibevorganges zugegeben.

Im Anschluss wurde fur 50 Minuten bei 42 °C inkubiert. Um die Reaktion zu
beenden, erfolgte eine Inkubation bei 70 °C fur 15 Minuten, danach wurde das
Reaktionsgefald fur eine Minute auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation von
10 Sekunden mit 4000 rpm wurde die Losung mit 1 pl RNase-H (2 U/pl)
versetzt und far 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Quantitat und Qualitat der
in den 20 pl Gesamtvolumen enthaltenen cDNA wurden spektralphotometrisch
durch Messung der Extinktion bei 260 nm (Ultrospec 3000, Pharmacia
Biotech) bestimmt. Die gewonnene cDNA wurde entweder sofort zur PCR

eingesetzt oder bei —20 °C gelagert.

Verwendete Primer
1. Adapter Primer (AP): 5-GGCCACGCGTCGACTAGTAC(T)17-3"
AP enthalt Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sal |, Mlu |,

und Spe |.
2. Genspezifischer Primer (GSP): Siehe Kapitel 2.6

2.5.1.2 Durchfuhrung einer 3'-RACE-PCR

Das Prinzip der 3-RACE-PCR besteht in der Amplifikation zwischen einem
bekannten Abschnitt einer Sequenz und dem 3’-Ende. Es werden zwei Primer
bendtigt. Dabei nutzt man zum einen die dem Adapter Primer angelagerte,
definierte Nukleotidsequenz. Der Abridged Universal Amplification Primer
(AUAP) hat eine zum Adapter Primer homologe Sequenz. Weiterhin wurde ein
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sogenannter genspezifischer Primer (GSP) konstruiert, der an einen

bekannten Teil der Zielsequenz anlagerte.

Durchflihrung:

Ein dunnwandiges 0,2-mI-PCR-Gefal} wurde auf Eis gestellt und folgende
Komponenten wurden eingebracht: 36,5 pl autoklaviertes Aqua dest., 5 yl 10x
PCR-Puffer, 3 yl 256 mM MgCly, 1yl 10 MM dNTP-Mix und 2 pl der Erst-
Strang-cDNA  fur 3'RACE-PCR. Unmittelbar nach der initialen
Denaturierungsphase wurden zu den 47,5 yl Reaktionsansatz 0,5 pl Tag-
Polymerase (5 U/ul), 1 pl AUAP (10 yM) und 1 pl GSP (10 uM) gegeben und
mit einer Pipettenspitze wurde vorsichtig umgerthrt. Der 10x PCR-Puffer
bestand aus 200 mM Tris-HCI (pH 8,4) und 500 mM KCI.

Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug 50 pl. Die
Amplifikationsreaktion im Perkin-Elmer-DNA-Thermal-Cycler (GeneAmp-PCR-
System 2400) startete mit einer initialen Denaturierungsphase von 5 Minuten
bei 94°C. Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen der PCR wurde ein ,hot
start” durchgefuhrt [59]. Dabei wurden Tag-Polymerase und Primer erst nach
der initialen Denaturierungsphase in das Reaktionsgefal eingebracht. Das
vollstandige Vorliegen der DNA in Einzelstrangen bei Zugabe der Primer
ermoglicht eine effiziente Bindung der Primer. Weiterhin sollte die Zugabe der
Primer in den Reaktionsansatz mit einer Temperatur von 94°C eine
gegenseitige Hybridisierung der Primer (Primer-Dimer-Bildung) reduzieren
[59]. Indem die Taqg-Polymerase erst nach der funfminutigen
Denaturierungsphase bei 94 °C hinzugefugt wurde, wurde versucht, einen
Aktivitatsverlust des Enzyms durch zu langes Erhitzen zu verhindern, was vor
allem bei langern Sequenzen von Vorteil ist. AnschlieRend wurden 35 Zyklen
mit je einer Denaturierungsphase von 30 Sekunden, einer
Primerhybridisierungsphase von 30 Sekunden und einer Extensionsphase von
40 Sekunden durchlaufen. Die Denaturierung erfolgte bei 94 °C und die
Extension bei 72 °C. Die Temperatur fur die Hybridisierung der Primer musste
fur jeden Primer ausgetestet werden. Um das Optimum fur die Anlagerung des

jeweiligen Primers an die cDNA zu finden, wurde das Temperaturintervall von
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48 bis 60°C in Schritten von 1°C durchlaufen, wobei fur jeden Schritt eine PCR
angesetzt wurde. Mit einer Extensionsphase von 10 Minuten bei 72°C wurde
der Amplifikationsprozess beendet. Um Kontaminationen auszuschlie3en,
wurde mit jeden PCR-Ansatz eine Negativkontrolle amplifiziert, die samtliche
fur die PCR notwendigen Reagenzien, jedoch keine cDNA enthielt. Mittels

Gelelektrophorese wurde der Erfolg der Amplifikation gepruft.

2.5.1.3 Durchfuhrung einer nested 3'-RACE-PCR

Der Adapter Primer bei der cDNA-Synthese lagerte sich an alle
polyadenylierten mRNAs im Reaktionsansatz, weshalb die Spezifitat der
anschlieBenden PCR-Amplifikation allein vom genspezifischen Primer abhing.
Um die Spezifitat der amplifizierten DNA zu erhdhen, wurde teilweise eine
zweite 3'-PCR durchgefuhrt. Dabei wurde das PCR-Produkt aus der ersten
PCR eingesetzt. Als Primer wurden AUAP (Abridged Universal Amplification
Primer) und ein zweiter genspezifischer Primer verwendet, der in Bezug auf
den ersten GSP in Richtung 3'-Ende der cDNA lag. Bei Durchfuhrung einer
nested 3'-PCR auf Grundlage einer mit einem GSP synthetisierten cDNA
wurde statt AUAP ein weiterer GSP verwendet. Der weitere Reaktionsansatz
und die Versuchsdurchfuhrung entsprachen denen der 3"-RACE-PCR.

Verwendete Primer
1. Abridged Universal Amplifikation Primer (AUAP):
5-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3"
AUAP enthalt Schnittstellen fur die Restriktionsendonukleasen Sal |,
Mlu | und Spe I.
2. Genspezifischer Primer: Siehe Kapitel 2.6
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2.5.2 Amplifikation des 5 -Endes der cDNA mittels RACE-PCR

Anlagerung des GSP 1 an mRNA

mRBNA
5 (A
GSP1
‘ Erst-Strang-Synthese von cDNA
5 (A)

Jmmmmmmm = - - "

Entfernung von RNA mit RNase
und Aufreinigung

R

— e — — e A — ™ T T~
e | N -
Anhangen einer Poly-C-Sequenz
mit TdT und dCTP
3 CC--CC N -
PCR mit Abriged Anchor Primer
und GSP 2
Abridged Anchor Primer
SC—G - 1GD
3 CC---CC -
GSP2

AP ‘
cu> Amplifikation des PCR-

Produktes mit AUAP oder UAP

AUAP und einem "nested" GSP
SC—_—__GI--I1G i
3 —1CC:---CC -
nested
GSP

Abbildung 6: Uberblick tber das 5"-RACE-Verfahren [Quelle: Invitrogen]
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2.5.2.1 Erst-Strang-Synthese von cDNA fur eine 5'-RACE-PCR

Dieser Vorgang diente dazu, RNA-Sequenzen in cDNA umzuschreiben, die fur
die 5-PCR genutzt werden konnte. Die bei diesem Schritt verwendeten
Losungen/Reagenzien waren, mit Ausnahme der genspezifischen Primer, aus
dem Superscript Preamplification System for First Strand cDNA Synthesis der
Firma Life Technologies. Durch die Verwendung eines genspezifischen
Primers (GSP 1) konnte sehr spezifische mRNA in cDNA umgeschrieben
werden. Bei der Konstruktion des GSP 1 wurde darauf geachtet, dass seine
Anlagerungsstelle mindestens 300 bp vom 5°-Ende der mRNA entfernt war,
um eine optimale Aufreinigung zu ermoglichen. AnschlieBend wurde durch
RNase H die RNA der zuvor gebildeten DNA-RNA-Hybrid-Doppelstrange
zerstort, so dass die synthetisierte cDNA in Einzelstrangen vorlag.

Durchfiihrung

Zu 4 pg geloster RNA in einem Eppendorf-Gefad A wurden 3 pyl GSP 1
hinzugegeben und mit DPEC-Wasser ad 15,5 yl aufgefullt. Es wurde fur 10
Minuten bei 70 °C inkubiert (Thermoblock, Biometra), um die RNA zu
denaturieren. Wahrend der Inkubation wurde in einem separatem Eppendorf-
Gefald B eine Losung mit 8,5 pl Volumen angesetzt. Es wurde streng auf die
angegebene Reihenfolge geachtet. Nacheinander wurden 2,5 yl 10x PCR-
Puffer, 2,5 yl MgCl, (25 mM), 1,0 pyl dNTP-Mix (10 mM) und 2,5 pl DTT (0,1 M)
zugegeben.

Nach Beendigung der Inkubation folgte eine Zentrifugation (Biofuge pico,
Heraeus) von 10 Sekunden mit 4000 rpm, um den Gefalinhalt am Boden zu
sammeln. Anschlielend wurde der Inhalt des Reaktionsgefalles B in das
Reaktionsgefall A gegeben. Das Gesamtvolumen betrug jetzt 24 uyl. Danach
wurden beide Losungen fur 20 Sekunden sanft von Hand gemischt und fur 10
Sekunden mit 4000 rpm zentrifugiert, um den Inhalt wieder am Gefal3boden zu
sammeln. Nach einer Inkubation von 5 Minuten bei 42 °C (Thermoblock, Firma
Biometra) wurde 1 yl des Enzyms Reverse Transkriptase (200 U/ul) zum Start

des Umschreibevorganges zugegeben. Der Name des Life-Technologies-
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Produktes lautete Superscript Il. Im Anschluss wurde nochmals bei 42 °C
inkubiert, dieses Mal fur 50 Minuten. Um die Reaktion zu beenden, erfolgte
eine Inkubation bei 70 °C fur 15 Minuten, danach wurde das Reaktionsgefal}
fur eine Minute auf Eis gestellt. Nach einer Zentrifugation von 10 Sekunden mit
4000 rpm wurde die Losung mit 1 yl RNase H (2 U/ul) versetzt und fur 20
Minuten bei 37 °C inkubiert. Die Quantitat und Qualitat der in den 26 pl
Gesamtvolumen enthaltenen cDNA wurden spektralphotometrisch durch
Messung der Extinktion bei 260 nm (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech)
bestimmt. Die gewonnene cDNA wurde entweder sofort zur PCR eingesetzt

oder bei —20 °C gelagert.

2.5.2.2 Aufreinigung der cDNA fur eine 5'-RACE-PCR

Um das Anhangen einer Poly-C-Sequenz an den genspezifischen Primer und
damit ein Konkurrieren um den Abridged Anchor Primer wahrend der PCR zu
verhindern, musste die Erst-Strang-DNA von Uberschussigen Nukleotiden und
dem GSP 1 befreit werden. Zur Aufreinigung der cDNA wurde das Glasmax
DNA Isolation Spin Cartridge System der Firma GibcoBRL verwendet, aus
dem alle in diesem Schritt verwendeten LoOsungen, Filtersaulen und

Auffanggefalle stammten.

Durchflihrung

Zu jeder cDNA-Probe wurden 120 uyl Binding Solution (Raumtemperatur)
zugegeben. Der Inhalt des ReaktionsgefalRes wurde auf eine Filtersaule
umgesetzt. Die Filtersaule war auf ein passendes Auffanggefall gesteckt. Es
wurde fur 20 Sekunden mit 12 000 G zentrifugiert (Zentrifuge 5417 C,
Eppendorf) und der Durchfluss verworfen. Nachdem 400 ul eiskalter 1-fach-
Wash-Puffer auf die Filtersaule gegeben war, wurde erneut fur 20 Sekunden
mit 12 000 G zentrifugiert, der Durchfluss wurde verworfen. Die Zugabe von
Wash-Puffer und das Zentrifugieren wurden insgesamt dreimal durchgefuhrt.
Der Durchfluss wurde jeweils verworfen. Im Anschluss wurden 400 pl Ethanol
(70 %) auf die Filtersdule gegeben und ebenfalls fur 20 Sekunden mit
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13 000 G zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Dieser Schritt wurde
zweimal durchgefuhrt und dann fur 1 Minute mit 13 000 G ohne erneute
Bestluckung der Filtersaule zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und
das Auffanggefal® durch ein Eppendorf-Reaktionsgefal® ersetzt. Anschliel3end
wurden 50 ul 65 °C warmes Aqua dest. auf die Filtersaule gegeben und fur 20
Sekunden mit 13 000 G zentrifugiert. Der so gewonnene Durchsatz wurde
durch Messung der optischen Dichte (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech) auf
seinen Gehalt an DNA untersucht. Bei ausreichender Menge und Reinheit
wurde das Filtrat, je nach Zeitpunkt der weiteren Verwendung, auf Eis gestellt

oder bei —20°C eingelagert.

2.5.2.3 Hinzufugen einer Poly-C-Sequenz an die cDNA fur
eine 5'-RACE-PCR

Um eine Bindungsstelle fur den Abridged Anchor Primer an der cDNA zu
schaffen, wurde mittels Terminal deoxyNukleotidyl Transferase (TdT) eine
Poly-C-Sequenz an das 3°-Ende der cDNA angehangt.

Durchflihrung

Zu 10 pl der aufgereinigten cDNA wurden 6,5yl DPEC-Wasser, 5yl 5x
Tailing-Puffer und 2,5 yl 2 mM dCTP zugegeben, vorsichtig gemischt und far 3
Minuten bei 94 °C inkubiert (Thermoblock, Biometra). Anschliefiend wurde das
Reaktionsgefall fur eine Minute auf Eis gestellt und dann 10 Sekunden mit
4000 rpm zentrifugiert (Zentrifuge 5417 C, Eppendorf), um die 24 ul des
Reaktionsansatzes am GefalRboden zu sammeln. Nach Zugabe von 1 pl TdT
wurde durch vorsichtiges Aufziehen in der Pipette gemischt und 10 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Das Gesamtvolumen betrug 25 pl. Um die Reaktion zu
beenden, wurde 10 Minuten bei 65 °C inkubiert (Thermoblock, Biometra). Die
Probe wurde fur 10 Sekunden mit 4000 rpm zentrifugiert und je nach
Erfordernis auf Eis gestellt oder bei —20 °C eingelagert.
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Verwendete Puffer/Losungen

5x tailing-Puffer: 10 mM Tris-HCI
25 mM KCI
1,5 mM MgCl,
pH 8,4

2.5.2.4 Durchfuhrung einer 5'-RACE-PCR

Die 5-RACE-PCR ermdglicht die Darstellung des 5-Endes einer Sequenz.
Dazu wird ein genspezifischer Primer (GSP 2), der sich an eine Sequenz
innerhalb des cDNA-Molekuls anlagert, bendotigt. Weiterhin ist ein sogenannter
Anchor Primer sowie Tag-Polymerase erforderlich. Bei der Konstruktion der
Primer wurde darauf geachtet, dass der GSP 2 in Richtung 3’-Ende der cDNA
bezuglich des GSP 1 lag. Es wurde das 5-RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends der Firma Life Technologies verwendet.

Durchflihrung

Ein diunnwandiges 0,2-mI-PCR-Gefal} wurde auf Eis gestellt und folgende
Komponenten wurden eingebracht: 31,5 ul autoklaviertes Aqua dest., 5 yl 10x
PCR-Puffer, 3 yl 25 mM MgCl, , 1yl 10 mM dNTP-Mix, 2 yl GSP 2, 2 ul
Abridged Anchor Primer (10 uM) und 5 pl der Poly-C-cDNA. Unmittelbar vor
dem Start der PCR wurden zu den 49,5yl Reaktionsansatz 0,5 yl Tag-
Polymerase (5 U/ul) gegeben und mit einer Pipettenspitze vorsichtig
umgeruhrt. Der 10x PCR-Puffer bestand aus 200 mM Tris-HCI (pH 8,4) und
500 mM KCI. Das Gesamtvolumen des PCR-Ansatzes betrug 50 ul. Die
Amplifikationsreaktion im Perkin-Elmer-DNA-Thermal-Cycler (GeneAmp-PCR-
System 2400) startete mit einer initialen Denaturierungsphase von 5 Minuten
bei 94 °C. AnschlieRend wurden 35 Zyklen mit je einer Denaturierungsphase
von 30 Sekunden, einer Primerhybridisierungsphase von 30 Sekunden und
einer Extensionsphase von 40 Sekunden durchlaufen. Die Denaturierung
erfolgte bei 94 °C und die Extension bei 72 °C. Die Temperatur fur die
Hybridisierung der Primer musste fur jeden Primer ausgetestet werden. Um



Material und Methoden 44

das Optimum fur die Anlagerung des jeweiligen Primers an die cDNA zu
finden, wurde das Temperaturintervall von 48 bis 60 °C in Schritten von 1 °C
durchlaufen, wobei fur jeden Schritt eine PCR angesetzt wurde. Mit einer
Umschreibphase von 10 Minuten bei 72 °C wurde der Amplifikationsprozess
beendet. Um Kontaminationen auszuschlief3en, wurde fur jeden PCR-Ansatz
eine Negativkontrolle amplifiziert, die samtliche fur die PCR notwendigen
Reagenzien, jedoch keine cDNA enthielt. Mittels Gelelektrophorese wurde der
Erfolg der Amplifikation gepruft.

2.6 Auflistung der verwendeten Primer fir die durchgefiihrten

PCR- und Amplifikationsreaktionen:

Abridged Universal Amplifikation Primer (AUAP):
5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3°
AUAP enthalt Schnittstellen fir die Restriktionsendonukleasen Sal |, Mlu |, und

Spe |

Abridged Anchor Primer: 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT ACG GG/ /GG
GGG- 3’

uniamp 5-GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC - 3’

KV4.4 30 up 19 5-TGA CCAAGACCCCGCTCAG-3

Kv4.4 pig 36 up 5- GGC TAT CAT CATCTT CGC TACAGTT- 3

Kv4.4 pig 194 up 5-TTGGTT CCATCT GTTCGC TG - 3’

Kv4.4 pig 196 up 5-GTT CCATCT GTT CGC TGA GCG -3~

Kv4.4 pig 216 up 21 5-CGG GGT CTT GGT CATTGC TTT - 3’

Kv4.4 pig 227 up 5-TCATCG CGCTACCCGTGCCT -3

Kv4.4.1 1 up 22 5- GCA CAACACCGGAGAGAGCACG-3

Kv4.4.2 212 up 22 5-AGG GTTCTT CATTGC TGT GTC C -.3°

Kv4.4.2 283 up 21 5-ATC CTC AAC TTC TAC CGC ACG -.3°
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Kv4.4.2 pig 612 up
Kv4.4.2 781 up 21
Kv4.4.2 814 up

Kv4.4.4 up 23
Kv4.4.4 233 up 22

Kv4.4.6 up 22
Kv4.4.6 1 up
Kv4.4.6 1 up Bam
Kv4.4.6 58 up
Kv4.4.6 490 up
Kv4.4.6 947 up

Kv4.4.6 1248 up
Kv4.4.6 1891 up
Kv4.4 7 lo 22
Kv4.4 88 lo 24
Kv4.4 pig 159 lo 21
Kv4.4 198 lo 19

Kv4.4.1 88 lo 23
Kv4.4.1 268 lo 22

Kv4.4.2 77 lo 25
GCA

Kv4.4.2 117 lo 20
Kv4.4.2 225 1016
Kv4.4.2 273 lo

Kv4.4.4 lo 23

5-CTTCTTGCT CTT CTCTCT CACC -3’
5-TTTTTGGTT CCATCT GTT CG -3~
5-GCG GGG TCTTGG TCATTIGCTT -3

5-TTGTTT TGA GGG GAG GAA GTG GG- 37
5-TTGCTG TGT TCC GTCATCGCT T -3’

5-GTTTTC CCG CCACTC TCA AGG- 3’

5- ATG GCG GCG GGG GTA GCA GCG TGG- 3°
5- GGA TCC ATG GCG GCG GGG GTA GCA-3°
5-GAT CTC TCT GGACCACATTTC TCAC-3°
5-TCC ACT ATC CTC GCC ATG AAT GCA- 3’
5-TTT TGT GCG TAG CGT CAT GAG TAT C- 3

5-CAT CCCTGC TGC CTT CTG GTA CAC C-3°
5-TGT GTG GAG AGAACC CCGCTG TC-3°
5- GAG AGA AGA GCAAGAAGCCCAA-3
5°- AGG GAT GCT GGT GAA CTT GAT GGC- 3°
5-GTC TTC GGC CAG CAAGTT CAC - 3

5- GCT CAG CGA ACAGAT GGAA -3’

5- GCA CAA AAC GGT AGC GAC TGG GT - 3
5- CCT CGA CGT GTA CCC CAG GAT G -3’

5-GGT GTT GTC GGT GTC AGC ATCATCT-3"

5-CCGTCATAG TGG GCAGCG TG -3’

5- ATT AGC GAT GACGGAC -3’

5-GCAGTT CTT TAATGT GAC CGG GA -3

5-TTC CAC AGC CAG GGT TCAAAT TC -3~
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Kv4.5 up 5-TTATCGAYG TGG TGG CCATC -3’
Kv4.5 5-TYATCG AYG TGG TGG CCATC - 3
Kv4.4.6 1 lo 5-TTA CAA AGC TGA CAC TCT GAC AA- 3’
Kv4.4.6 2 lo 5-ATT CTT AGA CCT GAT TCC CAC TGT- 3’
Kv4.4.6 198 lo 5- GCT CAG CGA ACA GAT GGA ACC A-3°
Kv4.4.6 522 lo 5- GGG ATG AGG CCA AAG AAG AAG G- 37
Kv4.4.6 984 lo 5- GGG CTA CAT TAT TCC GTC CTA CCG- 3’
Kv4.4.6 1877 lo 5- GAC AGC GGG GTT CTC TCC ACA CA- 3

2.7 lIsolierung und Lagerung von Xenopus-laevis-Oozyten

Die Oozyten wurden aus den Ovarien von weiblichen Xenopus-laevis-
Froschen enthommen. Hierzu wurde ein Frosch fur 10 Minuten mit einer
0,2 %igen MS-222-L6sung (Firma Sandoz, Basel) anasthesiert. Die MS-222-
Losung war mit NaHCO3 auf einen pH-Wert von 7 titriert. Die Ovarialsackchen
wurden chirurgisch entfernt und die Oozyten in MBL (modified bath solution)
mit Kollagenase A 0,4 U/ml (Firma Serva, Deutschland) fur 20 Stunden oder
fur 6 Stunden mit Kollagenase A 0,8 U/l enzymatisch isoliert. Danach wurden
die Oozyten zur Defollikulierung- der Entfernung der drei aulieren
Zellschichten- und zur Beendigung der Kollagenaseaktivitat fur 5 Minuten in
kalziumfreie NaCl-95-Losung gelegt. Schliel3lich wurden die Oozyten wieder in
die MBL Uberfuhrt. Oozyten des Stadiums V und VI mit gleichmaliger Farbung
[26] wurden zur weiteren Verwendung unter der Stereolupe selektiert.
Standige Bewegung im Schuttler verhinderte in der Zeit bis zur weiteren

Verarbeitung Deformierungen und Verklebungen.

2.8 Injektion der cRNA in Xenopus-laevis-Oozyten

Die Kv4-cRNA vom Schwein wurde mit Hilfe eines in drei Ebenen beweglichen
Mikromanipulators und eines Nanoliterinjektors unter einem Stereomikroskop
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direkt ins Zytoplasma der Oozyten injiziert. Pro Oozyte wurde 1 ng in 50 nl
RNAse-freiem Wasser geloste cRNA injiziert. Die beimpften Oozyten wurden
in antibiotikahaltiger MBL in Gewebekulturplatten einzeln bei 15 °C unter
standiger Bewegung inkubiert und nach 24 bis 72 Stunden untersucht.

2.9 Elektrophysiologische Methoden

Um den klonierten Kanal funktionell zu charakterisieren, wurden in unserer
Abteilung durch Herrn Prof. Dr. Tilmann Volk und Herrn Dipl. Ing. Peter
Bassalay elektrophysiologische Untersuchungen an Xenopus—laevis-Oozyten
durchgefuhrt.

2.9.1 Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode

Durch Unterdruck- oder durch Uberdruckpulse ist es moglich, die Membran
unter der Offnung einer Patch-Pipette [33] in der sogenannten cell-attached-
Konfiguration zu perforieren. Dadurch gleichen sich die
Elektrolytkonzentrationen zwischen Pipette und Zellinnerem aus. Die neue
Elektrolytkonzentration wird aufgrund des wesentlich gro3eren Volumens
mafgeblich von der Pipettenlosung bestimmt [58]. Diese Konfiguration wird
Ruptured-Patch-Whole-Cell-Konfiguration genannt. Die in dieser Konfiguration
gemessenen Ganzzellstrome stellen die Summe der Strome der einzelnen
lonenkanale dar. In der Regel sind sie so grol}, dass die einzelnen
Schaltvorgange in ihnen aufgehen.

Bei der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode wird das Membranpotenzial
der Oozyte auf einen vorgegebenen Wert geklemmt [87, 89]. Mit der ersten
intrazellularen Elektrode E° wird das aktuelle intrazellulare Potenzial
aufgezeichnet, indem sie das Membranpotenzial gegen eine geerdete
extrazellulare Referenzelektrode, die sogenannte Agarbriucke, misst [2]. Das
aktuell gemessene Membranpotenzial wird Uber den Ruckkopplungsverstarker
(Gene Clamp Amplifier, Axon Instruments) (FBA) mit dem Sollwert verglichen,
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und Uber die zweite intrazellulare Elektrode |I° wird jeweils so viel Strom
appliziert, dass der vorgegebene Wert aufrechterhalten wird [1, 22, 36, 75].
Wird nun eine Substanz elektrogen Uber die Membran transportiert, ist der
Strom, der vom Ruckkopplungsverstarker zu applizieren ist, um das geanderte

Membranpotenzial wiederaufzubauen, der gemessene Parameter.

2.9.2 Versuchsablauf

Ganzzellstrome wurden mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Methode
[Abbildung 7] in der Whole-Cell-Konfiguration aufgezeichnet. Dazu wurde ein
Turbo-Tec-05-Verstarker (NP1 Electronic, Germany) oder ein OC-725C
(Warner, Conn, USA) benutzt, die jeweils uber ein ITC-16-Interface (Instrutech
Corp., Long Island, N.Y., USA) von Pulse-Software (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland) gesteuert wurden. Die Ganzzellmessungen wurde
mit Pulse-Fit-Software (HEKA Elektronik, Deutschland) oder IGOR (Wave
Metrics, Lake Oswego, OR, USA) ausgewertet. Alle Daten wurden mit 500 Hz
gefiltert und mit einem Samplingintervall von 0,5ms auf Festplatte
gespeichert. Der Experimentiertisch war durch mit Luft gefullte StolRdampfer
gegen aullere Erschitterungen geschutzt und befand sich zur Abschirmung
gegen aullere elektrische Storeinflisse innerhalb eines Faraday’schen Kafigs
[67]. Die Zelle befand sich wahrend des Experimentes in einer verlangerten
Messkammer mit den Mallen 2,5mm x 20 mm, die kontinuierlich mit einer
Flussrate 6 ml/min bei Raumtemperatur (21-23 °C) perfundiert wurde. Die
intrazellularen Mikroelektroden wurden aus Borosilikatglaskapillaren (Clark
Elektromedical Instruments, Reading, GroRbritannien, Typ GC150TF-15,
AuBendurchmesser 1,5 mm) im Mikroelektrodenpuller (Modell P-87, Sutter
Instruments, USA) zu dunnwandigen Elektrodenpipetten ausgezogen und mit
3 M KCI gefllt. Die Borosilikatglasrohrchen waren zuvor 4 Stunden bei 200 °C
sterilisiert worden. Mit Pipettenlosung geflllt hatten sie gegenuber der Tyrode-
Lésung im Bad einen Pipettenwiderstand von 1 bis 5 MQ. Uber die KCI-
Fullung wurde der elektrische Kontakt zu den chloridierten
Silberdrahtelektroden hergestellt, die uber die HS-2A-Headstages (Fa. Axon
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Instruments) mit dem Ruckkopplungsverstarker (Gene Clamp 500 Amplifier,
Axon Instruments) in Verbindung standen. Am zellabgewandten Teil der
Pipetten ragte der Elektrodendraht ca. 3 mm in das Lumen der Pipette hinein.
Alle verwendeten intrazellularen Mikroelektroden hatten einen Widerstand
zwischen 0.3 und 1,5 MQ [60,75]. Die extrazellulare Referenzelektrode, ein
Ag-AgCl,-Draht, stand uber eine Brucke aus 3 % Agar und 3 M KCI-Losung
mit dem Bad in Verbindung und hatte die Aufgabe, das Potenzial der
Badlésung auf O mV zu klemmen [2]. Zusatzlich wurde zur Messung des
Badpotenzials, ein zweites Ag-AgCl,-Pellet neben die Oozyte gebracht, um
Probleme durch Serienwiderstande zu verhindern. Mit Hilfe von
Mikromanipulatoren wurden die Pipetten unter visueller Kontrolle durch ein
Mikroskop (Axiovert 25, Zeiss) bei 10-facher VergroRerung an die Zelle
herangebracht und vorsichtig auf der Zellmembran aufgesetzt. Beim Aufsetzen
der Pipette auf die Zellmembran wurde die Erhdhung des Widerstandes mittels
eines akustischen Signals kontrolliert. Durch das Anlegen eines Unterdrucks
an die Pipette wurde die Cell-Attached-Konfiguration erreicht. Nach Zerstorung
der Zellmembran im Bereich unter der Pipettenspitze durch Druckimpulse war
die Ruptured-Patch Whole-Cell-Konfiguration erreicht. Hierbei sind: | der
gemessene Strom, und |° die Elektrode, uber die der Strom zur
Aufrechterhaltung der vorgegebenen Spannung appliziert wird. E" ist die
Elektrode, die das Membranpotenzial E misst. FBA (Feed-Back-Amplifier) ist
der Ruckkopplungsverstarker, der gleichzeitig Spannung und Strom misst und

den Haltestrom appliziert [36].
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Elektrode
Pipette ——____ |

Extrazellulare
Referenzelektrode

Badlésung

\ Zelle

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Messanordnung fur Two-Electrode
Voltage-Clamp
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3. Ergebnisse

3.1 Expressionsnachweis von Kv4-a-mRNA im

linksventrikularen Schweinemyokard

Mittels einer PCR, mit Intron Uberspannenden, degenerierten Primern zur
Detektion von Kv4-a-mRNA wurden aus dem linken Ventrikel des
Schweineherzens DNA-Fragmente der erwarteten Lange amplifiziert
[Abbildung 8].

500 bp —

M Kv Kv4.2

Abbildung 8: PCR-Produkt nach der Amplifikation mit degenerierten Primern,
M = Marker, Kv = Fragment aus Schweinemyokard, Kv4.2 =Southern Blotting
mittels Kv4.2 Sonde

Die Durchfuhrung eines Southern Blottings mittels einer DNA-Sonde, die
entsprechend der Nukleotidsequenz des Kv4.2-Kaliumkanals bei der Ratte
konzipiert war, zeigte ein positives Signal. Die Sequenzierung der Nukleotide
des Fragmentes lie keine eindeutige Zuordnung zu den Nukleotidsequenzen
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bekannter Vertreter der Kv4-Kaliumkanal-Familie (Kv4.1, Kv4.2, Kv4.3)
anderer Spezies (z. B. Ratte, Mensch) zu. Die groRte Ubereinstimmung der
Nukleotidsequenz bestand jedoch mit der des Kv4.2 der Ratte.

Eine gezielte Suche mittels Kv4.1- und Kv4.3-spezifischen Primern ergab
keinen Hinweis auf die Expression beider Gene im myokardialen Gewebe des
Schweins. Um eine eindeutige Zuordnung des amplifizierten Fragmentes zu

einem Vertreter der Kv4-Kaliumkanal-Familie vornehmen zu kénnen, wurde

eine Klonierung in Richtung 3°- und 5°-Ende des Gens durchgeflhrt.

3.2 Weitere Klonierung des 3'- und 5'-Endes des PCR-

Fragmentes:

3.2.1 Schrittweise ldentifikation der Nukleotidsequenz durch PCR-

Amplifikationen

Um die weitere Nukleotidsequenz des PCR-Fragmentes in Richtung 3’- und
5°-Ende darzustellen, wurden zahlreiche PCR-Amplifikationen  mit
unterschiedlichen Primerpaaren durchgefuhrt. Fir jedes Primerpaar wurde
dabei die optimale Annealing-Temperatur ermittelt. Die im Folgenden
aufgelisteten Primerpaare mit den angegebenen Annealing-Temperaturen
(AT) fuhrten zu einer schrittweisen Verlangerung der gesuchten Sequenz bis
zum Auffinden der Start- und Stop-Codons. Die Reihenfolge der Auflistung
stellt die zeitliche Abfolge der durchgefuhrten Reaktionen dar:

3"-PCR mit KV4.4 pig 216 up 21 und AUAP bei einer AT von 50 °C.
3"-PCR mit Kv4.4 pig 216 up 21 und AUAP bei einer AT von 52 °C.
3’-PCR mit Kv4.4. pig 36 up und AUAP bei einer AT von 50 °C.

3-PCR mit Kv4.4 pig 36 up und AUAP bei einer AT von 50 °C,
anschlieend nested 3-PCR mit Kv4.4 pig 196 up und AUAP bei einer
AT von 54 °C mit Hotstart.

N
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11.
12.

13.

14.

15.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5-PCR mit KV4.4 30 up 19 als GSP
1, dann 5°-PCR mit KV4.4 88 lo 23 als GSP2 bei einer AT von 48 °C mit
Hotstart. AnschlieRend 5 -PCR mit KV4.4 88 lo 23 als GSP3 bei einer AT
von 48 °C und 50 °C.

PCR mit Kv4.4.4 233 up und Kv4.4 7 lo 22 bei einer AT von 50 °C.
Erststrang-Synthese von cDNA fur 5-PCR mit Kv4.4 7 lo 22 als GSP1,
dann 5-PCR mit KV4.4.1 268 lo 22 als GSP2 bei einer AT von 48 °C.
AnschlieRend 5-PCR mit KV4.4.1 88 lo 23 als GSP 3 bei einer AT von
48 °C mit Taq Polymerase Platinum.

3-PCR mit Kv4.4. 159 lo 21 und AUAP bei einer AT von 50 °C mit
Hotstart.

3’-PCR mit Kv4.4 159 lo 21 und AUAP bei einer AT von 56 °C.

3’-PCR mit Kv4.4.1 1 up 22 und AUAP bei einer AT von 54 °C. Das PCR-
Produkt wurde als Ausgangsmaterial fur eine nested 3'-PCR mit Kv 4.4
pig 194 up und AUAP bei einer AT von 60 ° eingesetzt.

3’-PCR mit Kv4.4 pig 194 up und AUAP bei einer AT von 60 °C.
Erststrang-Synthese von cDNA fur 5-PCR mit Kv4.4 30 up 19 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4 7 lo 22 als GSP2 bei einer AT von 56 °C.
AnschlieRend 5-PCR mit KV 4.4.1 268 lo 22 als GSP3 bei einer AT von
50 °C und 54 °C.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5-PCR mit Kv4.4 30 up 19 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4 7 lo 22 als GSP2 bei einer AT von 56 °C.
AnschlielRend 5 -PCR mit KV4.4.1. 88 lo 23 als GSP3 bei einer AT von
48 °C.

3’-PCR mit Kv4.4 pig 216 up 21 und AUAP bei einer AT von 52 °C und
54 °C mit Hotstart.

3-PCR mit Kv4.4 pig 194 up und AUAP bei einer AT von 60 °C,
anschlie3end nested 3"-PCR mit Kv4.4 pig 216 up 21 und AUAP bei einer
AT von 56 °C.
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16.

17.

18.

19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5°-PCR mit Kv4.4 7 lo 22 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4.1 268 lo 22 als GSP2 bei einer AT von 50 °C.
AnschlieBend 5-PCR mit Kv4.4.2 273 lo als GSP3 bei einer AT von
50 °C und 52 °C.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5°-PCR mit Kv4.4 7 lo 22 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4.1 268 lo 22 als GSP2 bei einer At VON 50 °C.
AnschlieBend 5-PCR mit Kv4.4.2 77 lo 25 als GSP3 bei einer AT von
50 °C und 52 °C.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5-PCR mit Kv4.4 30 up 19 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4.2 225 lo 16 als GSP2 bei einer AT von 50 °C.
AnschlieRend 5-PCR mit Kv4.4.2 117 lo 20 als GSP3 bei einer AT von
60 °C.

Erststrang-Synthese von cDNA fur 5°-PCR mit Kv 4.4 30 up 19 als GSP1,
dann 5-PCR mit Kv4.4.2 225 lo 16 als GSP2 bei einer AT von 50 °C.
AnschlieBend 5-PCR mit Kv4.4.2 77 lo 25 als GSP3 bei einer AT von
60 °C.

PCR mit Kv4.4.4 23 up und Kv4.4 7 lo 22 bei einer AT von 55 °C.

PCR mit Kv4.4.4 233 up und Kv4.4.4 o 23 bei einer AT von 55 °C.

PCR mit Kv4.4.6 22 up und Kv4.4.6 198 lo bei einer AT von 56 °C.

PCR mit Kv4.4.4 23 up und Kv4.4.6 198 lo bei einer AT von 56 °C.

PCR mit Kv4.4.4 23 up und Kv4.4 88 lo 24 bei einer AT von 56 °C.

PCR mit Kv4.4.6 1 up Bam und Kv4.4 198 lo bei einer AT von 56 °C.
PCR mit Kv4.4.6 58 up und Kv4.4 198 lo bei einer AT von 56 °C.

PCR mit Kv4.4.2 212 up 22 und Kv4.4.4 |lo 23 bei einer AT von 64 °C.
PCR mit Kv4.4.6 947 up und Kv4.4.6 1877 lo bei einer AT von 54 °C.
PCR mit Kv4.4.6 58 up und Kv4.4.6 1 lo bei einer AT von 54 °C.

PCR mit Kv 4.4.2 212 up 22 und Kv 4.4.1 23 lo bei einer AT von 54 °C.
PCR mit Kv 4.4.2 814 up und Kv 4.4.6 1 lo bei einer AT von 54 °C.

PCR mit Kv 4.4.6 1 up Bam und Kv 4.4 7 lo 22 bei einer AT von 54 °C
PCR mit Kv4.4.2 212 up 22 und Kv4.4.6 1 lo bei einer AT von 58 °C.
PCR mit Kv4.4.6 1 up Bam und Kv4.4 7 22 lo bei einer AT von 60 °C.
PCR mit Kv4.4.6 1 up und Kv4.4.6 1877 lo bei einer AT von 60 °C.
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36. Transkription der cDNA mit Kv4.4.6 1 lo, dann PCR mit Kv4.4.6 1 up Bam
und Kv4.4.4 lo 23 bei einer AT von 54 °C.

37. Transkription der cDNA mit Kv4.4.6 1 lo, dann PCR mit Kv4.4.6 58 up
und Kv4.4.4 lo 23 bei einer AT von 52 °C.

3.2.2 Amplifikation des Gesamtklons (full length clone)

Das Auffinden der Start- und Stop-Codons ermdoglichte die Konzeption von
genspezifischen Primerpaaren und die Amplifikation des Gesamtklons (full
length clone) [Abbildung 9]. Die erfolgreiche Amplifikation des Gesamtklons
aus linksventrikularem Herzgewebe des Schweins erfolgte mittels einer nested
PCR unter Verwendung folgender genspezifischer Primer:

Kv4.4.6 1 up und Kv4.4.6 2 lo bei einer AT von 60°C [siehe Kapitel 2.6].

Das fur die nested PCR eingesetzte DNA-Template (1:1000-Verdinnung)
entstammte einer PCR-Amplifikation mit den folgenden genspezifischen
Primern:

Kv4.4.6 1 up Bam und Kv4.4.6 1 lo bei einer AT von 57°C [siehe Kapitel 2.6].

Abbildung 9: Amplifikation des Full length Klones
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3.3 ldentifikation der Nukleotidsequenz aus dem

linksventrikularen Schweinemyokard

Nach der Darstellung der Gesamtsequenz aus dem linken Ventrikel des
Schweinemyokards erfolgte zur weiteren Identifikation ein Vergleich der
amplifizierten Nukleotidsequenz  aus  dem Schwein mit  den
Nukleotidsequenzen bekannter Vertreter des Kv4.2-Kanals des Menschen und
der Ratte.

3.3.1 Nukleotidsequenz des Gesamtklons

Die amplifizierte Sequenz aus dem linksventrikularen Myokardgewebe des
Schweins amplifizierten Gesamtklons hatte eine Lange von 2341
Basenpaaren. Im Folgenden wird die Nukleotidsequenz der codierenden
Region dargestellt. Start-Codon (ATG) und Stop-Codon (TAA) wurden

unterstrichen:

ATGGCGGCGGGGGETAGCAGCGTGGCTGCCCTTTGCAAGGGCAGCGGCCATTGGGGATG
CCTGTGGCCTCGGGGCCCATGCCAGCTCCCCCAAGGCAGGAGAGGAAAAGGACTCGAT
GCCCTAATTGCGCTGAATGTGAGTGGCACCCGTTTCCAGACATGGCAGGACACTCTGA
ACGTTACCCAGACACTCTGCTGGGCAGTTCTGAGAGGGACTTTTTCTACCATCCAGAG
ACTCAGCATATTTTTTTGACCGTGACCCAGACATCTTCCGCCACATCCTGAATTTCTA
CCGCACTGGAAGCTCCACTATCCTCGCCATGAATGCATCTCAGCTTATGATGAGAATT
GGCCTTCTTTGGCCTCATCCCAGAAATTATTGGCGACTGCTGTTATGAGGAGTCAAGG
ATCGGAGGCGAGAGAACGCGGAGCGTCTTCAAGATGATGCTGACACCGACACACCGGA
GAGAGCACGCTGCCCACTATGACGGCTCGGCAGAGGGTCTGGCGGGCGTTTGGAACCC
CCACACCAGCACGATGGCCCTGGTGTTCTACTATGTCACAGGGTTCTCATTGCTGTGT
CCGTCATCGCTAATGTGGTAGAAACAGTGCCGTGTGGGTCTAGTCCCGGTCACATTAA
AGAACTGCCCTGTGGGGAACGTATGCGGTGGCCTTCTTCTGCCTGGATACAGCCTGCG
TCATGATCTTCACGGTTGATACTTGCTTCGCCTGGCGGCAGCACCCAGTCGCTACCGT
TTTGTGCGTAGCGTCATGATATCATCGACGTGGTGGCATCCTGCCTTATTACATCGGG
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CTGGTGATGACGGACAATGAGGATGTCAGTGGCGCCTTTGCACACTCCGAGTCTTCCG
GGTCTTCCGGATCTTTAAGTTTTCCCGCCACTCCAAGGCCTGCGCATCCTGGGGTACA
CGCTGAAGAGCTGTGCCTCGGAATTGGGCTTCTTGCTCTTCTCTCCACCATGGCTATC
ATCATCTTCGCTACAGTTATGTTCTACGCAGAGAAGGGGTCTTCGGCAGCAAGTTCAC
CAGCATCCCTGCTGCCTTCTGGTACACCATCGTCACCATGACAACACTAGGTATGGTG
ACATGGTACCAAAAACCATAGCAGGGAAGATTTTTGGTTCCATCTGTTCGCGAGCGG
GGTCTTGGTCATTGCTTTACCTGTCCCAGTGATTGTATCCAACTTCAGTCGGATCTAC
CACAGAATCAACGAGCAGACAAACGGAGAGCACAAAAGGAAGCCAGACTGGCCAGAAT
CCGGCAGCCAAAAGCGGAAGTGCAAACGCTTACATGCAGAGCAAACGGAACGGCCTAC
TCAGTAACAGCTACAGTCCTCTGAGGATGAGCAGGCCTTTGTTAGCAAATCCGGATCC
AGCTTTGAACCCAGCACCACCACCTGCTCCACTGCCTGGAAAAAACCACGAATCACGA
GTTTGTGGATGACAAGTCTTTGAAGAAAGCTGCATGGAAGTCGCCACAGTTAATCGTC
CTTCAAGTCCAGCCCCTCTCTCTCTTCACAACAAGGAGTCACCAGCACTTGCTGTTCA
AGACGACACAAAAAACTTTCCGCATTCCAAATGCCAATGTATCAGGAAGCCACCGAGG
CAGCGTGCAGGAACCAGCACGATTCAGATTAGATGTGTGGAGAGAACCCCGCTGTCTA
ACAGCCGATCCAGTTTAAATGCCAAATGGAAGAGTGCGTTAAACTAAACTGTGAACAA
CCTTATGTGACTACAGCAATAATAACATCCCAACACCTCCAGTAACCACCCCTGAAGG
CGATGACAGGCCAGAATCTCCGGAGTACTCAGAGACAATATTGTCAGAGTGTCAGCTT
TGTAAGACAGTGGGAATCAGGTCTAAGAATTGAACCCTGGCTGTGGAAAGAATCCCNA
CGTGGAAGAAAGAAGAANCCAGAAACGTGTTGCAGCCAAAACGCCAGAGAAAGAAGGT
TGGTAGTGAGACAGAACCAAAACTTCCAGACTTGAGGACGGAACAAAACCACCAAATG
GCATTTCTAGACAGAGTTGGACCTATTATACAGAGAATAATCTGTGGTCCTTTGACTT
TGTGAATGAGCACAATGAAATGCCGCCTATTGATGCTTCTATGATCAGAACTCTTTTT
TAATACAAAAAATAAAATGAATCTTTGAACAGAAGGTTCCAGTTGAATGCAAACAAAC
AAAAAAAATACGGAAAACATTTTGATAAAAATTTTTCCNGTTAAAACCATAACATNGG
CTAGGGTGAAGATTATTACATACTTAAAAAAAAAAAAADRA

3.3.2 Vergleich mit der Nukleotidsequenz des Kv4.2 Kaliumkanals
der Ratte

Die Gesamtlange der amplifizierten Schweinsequenz war mit 2341
Basenpaaren nur unwesentlich langer als die der Nukleotidsequenz des Kv4.2
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der Ratte (NBCI-Accession: M59980). Ein Vergleich der codierenden Region
der Nukleotidsequenz des Kv4.2 der Ratte [72] mit der des aus dem
Herzgewebe des Schweins amplifizierten Klons ergab eine Ubereinstimmung
von 89,4 %. Im Folgenden werden die Bereiche der codierenden Region der
Nukleotidsequenzen von Ratte (R) und Schwein (S) gegenubergestellt.

Ubereinstimmungen wurden mit ,,: ¢, Unterschiede mit ,x“ markiert:

10 30 50
R ATGGCAGCCGGTGTTGCAGCATGGCTACCCTTTGCCAGGGCAGCCGCCATTGGGTGGATG

S ATGGCGGCGGGGGTAGCAGCGTGGCTGCCCTTTGCAAGGGCAGCGGCCATTGGGTGGATG
10 30 50
70 90 110
R CCTGTTGCCTCCGGGCCTATGCCAGCTCCCCCAAGGCAGGAGAGAAAAAGGACTCAGGAC
S CCTGTGGCCTCGGGGCCCATGCCAGCTCCCCCAAGGCAGGAGAGGAAAAGGACTCAGGAT
70 90 110
130 150 170
R GCTCTAATTGTGCTGAACGTGAGTGGCACCCGTTTCCAGACATGGCAAGACACCCTGGAA
S GCCCTAATTGCGCTGAATGTGAGTGGCACCCGTTTCCAGACATGGCAGGACACTCTGGAA
130 150 170
190 210 230
R CGATACCCAGACACTCTGCTGGGCAGTTCCGAGAGAGACTTTTTCTACCACCCAGAGACC
S CGTTACCCAGACACTCTGCTGGGCAGTTCTGAGAGGGACTTTTTCTACCATCCAGAGACT
190 210 230
250 270 290
R CAACAATATTTCTTTGACCGTGACCCAGACATCTTCCGCCACATCCTCAACTTCTACCGC
S CAGCAGTATTTTTTTGACCGTGACCCAGACATCTTCCGCCACATCCTGAATTTCTACCGC
250 270 290
310 330 350

R ACGGGGAAGCTTCACTATCCCCGCCATGAGTGCATCTCGGCTTATGATGAAGAATTGGCC

S ACTGGGAAGCTCCACTATCCTCGCCATGAATGCATCTCAGCTTATGATGAAGAATTGGCC
310 330 350
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370 390 410
TTCTTTGGCCTCATCCCAGAAATTATTGGCGACTGCTGTTATGAGGAGTACAAGGACCGC
I R S S S S D S ¢
TTCTTTGGCCTCATCCCAGAAATTATTGGCGACTGCTGTTATGAGGAGTACAAGGATCGG

370 390 410

430 450 470
AGGCGGGAGAATGCAGAGCGCCTCCAGGATGATGCAGACACTGACAATACAGGAGAGAGT
HEHED SR 459 SIHHERD ¢ 45 SIHHHHEEED ¢ (NN ¢ SEE IR ¢
AGGCGAGAGAACGCGGAGCGTCTTCAAGATGATGCTGACACCGACAACACCGGAGAGAGC

430 450 470

490 510 530
GCTCTGCCCACCATGACTGCTAGGCAGAGGGTCTGGAGGGCCTTTGAGAACCCCCACACC
) &P SEEEHHEE D $HHHEED S SEIHH R SN SIED SIED S I T
ACGCTGCCCACTATGACGGCTCGGCAGAGGGTCTGGCGGGCGTTTGAGAACCCCCACACC

490 510 530

550 570 590
AGCACCATGGCCCTGGTGTTCTACTATGTGACCGGGTTCTTCATTGCCGTCTCAGTCATC
HEEES SN D S0 IR S 3D SN
AGCACGATGGCCCTGGTGTTCTACTATGTCACAGGGTTCTTCATTGCTGTGTCCGTCATC

550 570 590

610 630 650
GCGAATGTGGTGGAAACAGTTCCATGTGGGTCTAGCCCAGGCCACATAAAAGAACTGCCT

D SIS SRR ¢ I EEEED S5 $HD S IHHED SRR 4§
GCTAATGTGGTAGAAACAGTGCCGTGTGGGTCTAGTCCCGGTCACATTAAAGAACTGCCC

610 630 650

670 690 710
TGTGGGGAAAGGTATGCAGTGGCCTTCTTCTGCTTGGATACCGCCTGTGTCATGATCTTT
HEH D S S HHHHE D SEED S D SR ¢
TGTGGGGAACGGTATGCGGTGGCCTTCTTCTGCCTGGATACAGCCTGCGTCATGATCTTC

670 690 710

730 750 770
ACGGTTGAGTACTTGCTACGCCTGGCCGCAGCGCCTAGTCGTTACCGTTTTGTGCGCAGT
HEH S D SRR SRS S5 SN I ED S ¢

ACGGTTGAGTACTTGCTTCGCCTGGCGGCAGCACCCAGTCGCTACCGTTTTGTGCGTAGC
730 750 770
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790 810 830
GTCATGAGTATCATCGATGTGGTGGCCATCCTACCCTATTACATTGGGCTGGTGATGACA
HEH S D S D S SIS SR ¢
GTCATGAGTATCATCGACGTGGTGGCCATCCTGCCTTATTACATCGGGCTGGTGATGACG

790 810 830

850 870 890 R
GACAATGAGGATGTCAGTGGCGCCTTTGTCACACTCCGAGTCTTTCGAGTCTTCAGGATC
H R R R R R R E R R R R R R E R R R R R D SR SRR EEY SR
GACAATGAGGATGTCAGTGGCGCCTTTGTCACACTCCGAGTCTTCCGGGTCTTCCGGATC

850 870 890

910 930 950
TTTAAGTTTTCCCGCCACTCTCAAGGCCTGCGTATACTGGGGTACACACTGAAGAGCTGT
H R R R R R R R R R R R R R D S D SR R R R R R D SRR R
TTTAAGTTTTCCCGCCACTCTCAAGGCCTGCGCATCCTGGGGTACACGCTGAAGAGCTGT

910 930 950

970 990 1010
GCGTCAGAACTGGGCTTCTTGCTCTTTTCCCTCACAATGGCTATCATCATTTTCGCTACG
HED S0 SIED R 59 SIHE R ¢ D SR ¢
GCCTCGGAATTGGGCTTCTTGCTCTTCTCTCTCACCATGGCTATCATCATCTTCGCTACA

970 990 1010

1030 1050 1070
GTTATGTTCTACGCAGAGAAGGGCTCTTCAGCAAGCAAGTTCACCAGCATCCCTGCAGCC
rorsrsrrrrrrrrrrrrrrr o Xrr s Xe e X rrrsrsrrrrriririr i i X
GTTATGTTCTACGCAGAGAAGGGGTCTTCGGCCAGCAAGTTCACCAGCATCCCTGCTGCC

1030 1050 1070

1090 1110 1130
TTCTGGTACACCATCGTCACCATGACAACACTGGGGTATGGCGACATGGTACCAAAAACC
H R R R R R R R R R R R R D SRR R R D SRR R R R
TTCTGGTACACCATCGTCACCATGACAACACTAGGGTATGGTGACATGGTACCAAAAACC

1090 1110 1130

1150 1170 1190
ATAGCAGGGAAGATTTTCGGGTCTATCTGCTCACTGAGCGGAGTCTTGGTCATCGCGCTA
HEHH S D S ¢ SN S50 SN SE D S ¢ SN

ATAGCAGGGAAGATTTTTGGTTCCATCTGTTCGCTGAGCGGGGTCTTGGTCATTGCTTTA
1150 1170 1190
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1210 1230 1250
R CCCGTGCCTGTGATCGTGTCTAACTTCAGTCGGATCTACCACCAAAACCAACGAGCGGAC
) S S CIIHEND ¢ S I D S5 S D &
S CCTGTCCCAGTGATTGTATCCAACTTCAGTCGGATCTACCACCAGAATCAACGAGCAGAC
1210 1230 1250
1270 1290 1310
R AAACGAAGGGCACAGAAGAAAGCGAGGCTGGCCAGGATCCGGGCAGCCAAAAGTGGAAGT
HEEED S0 SEHHEED SHED SIHHED S0 SEHHHED I I D S
S AAACGGAGAGCACAAAAGGAAGCCAGACTGGCCAGAATCCGGGCAGCCAAAAGCGGAAGT
1270 1290 1310
1330 1350 1370
R GCAAATGCCTACATGCAGAGCAAGCGGAATGGGTTACTGAGCAACCAACTGCAGTCCTCG
HEEHHED S50 SN SR S ¢ & X::X:ooo: XXX
S GCAAACGCTTACATGCAGAGCAAACGGAACGGCCTACTCAGTAACCAGCTACAGTCCTCT
1330 1350 1370
1390 1410 1430
R GAGGATGAACCGGCCTTCGTTAGCAAATCTGGATCCAGCTTCGAGACAACACCACCAC--
HEHHE D 4 SIHEED S HHHHHHED SEHHHNHHEED ¢ S3D 49 ¢ S ¢ TN
S GAGGATGAGCAGGCCTTTGTTAGCAAATCCGGATCCAGCTTTGAAACCCAGCACCACCAC
1390 1410 1430
1450 1470
R CTGCTTCACTGCCTGGAGAAAACCACGAACCATGA
HEE S S D S D SI ¢
S CTGCTCCACTGCCTGGAAAAAACCACGAATCACGA
1450 1470

3.3.3 Vergleich mit der Nukleotidsequenz des Kv4.2 Kaliumkanals

des Menschen

Auch gegenuber der Gesamtlange des Kv4.2 des Menschen (NCBI-
Accession: NM 204279) mit 2281 Basenpaaren war die aus dem Myokard des
Schweins amplifizierte Kv4-Sequenz mit 2341 Basenpaaren nur unwesentlich
langer. Ein Vergleich der codierenden Region der Nukleotidsequenz des Kv4.2
des Menschen [41] mit der des aus dem Herzgewebe des Schweins
amplifizierten Klons ergab eine Ubereinstimmung von 75,7 %. Im Folgenden



Ergebnisse 62

werden die Bereiche der codierenden Region der Nukleotidsequenzen des
Menschen (M) und des Schweins (S) gegentibergestellt. Ubereinstimmungen

wurden mit ,,: “, Unterschiede mit ,X“ markiert:

10 30 50
M ATGGCGGCGGGGGTGGCAGCGTGGCTGCCTTTTGCAAGGGCAGCGGCTATCGGGTGGATG

S ATGGCGGCGGGGGTAGCAGCGTGGCTGCCCTTTGCAAGGGCAGCGGCCATTGGGTGGATG
10 30 50

70 90 110
M CCTGTGGCCTCGGGGCCTATGCCGGCTCCCCCGAGGCAGGAGAGGAAAAGGACCCAAGAT

S CCTGTGGCCTCGGGGCCCATGCCAGCTCCCCCAAGGCAGGAGAGGAAAAGGACTCAGGAT
70 90 110

130 150 170
M GCTCTCATTGTGCTGAATGTGAGTGGCACCCGCTTCCAGACGTGGCAGGACACCCTGGAA
HED CID SINED SIIHEE N R D S D SIS SR
S GCCCTAATTGCGCTGAATGTGAGTGGCACCCGTTTCCAGACATGGCAGGACACTCTGGAA
130 150 170

190 210 230
M CGTTACCCAGACACTCTACTGGGCAGTTCTGAGAGGGACTTTTTCTACCACCCAGAAACT
S CGTTACCCAGACACTCTGCTGGGCAGTTCTGAGAGGGACTTTTTCTACCATCCAGAGACT
190 210 230
250 270 290
M CAGCAGTATTTCTTTGACCGTGACCCAGACATCTTCCGCCACATCCTGAATTTCTACCGC
S CAGCAGTATTTTTTTGACCGTGACCCAGACATCTTCCGCCACATCCTGAATTTCTACCGC
250 270 290
310 330 350

M ACTGGGAAGCTCCACTATCCTCGCCACGAGTGCATCTCTGCTTACGATGAAGAACTGGCC

S ACTGGGAAGCTCCACTATCCTCGCCATGAATGCATCTCAGCTTATGATGAAGAATTGGCC
310 330 350
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370 390 410
TTCTTTGGCCTCATCCCGGAAATCATCGGCGACTGCTGTTATGAGGAGTACAAGGATCGC
HHHEE SRR D SIS ¢35 SN S IR 4
TTCTTTGGCCTCATCCCAGAAATTATTGGCGACTGCTGTTATGAGGAGTACAAGGATCGG

370 390 410

430 450 470
AGGCGAGAGAACGCCGAGCGCCTGCAGGACGACGCGGATACCGACACCGCTGGGGAGAGC
HEHH S D SR S S0 S S50 S ¢35 S EEEEED 49 &5 S SN
AGGCGAGAGAACGCGGAGCGTCTTCAAGATGATGCTGACACCGACAACACCGGAGAGAGC

430 450 470

490 510 530
GCCTTGCCCACCATGACTGCAAGGCAGAGGGTCTGGAGGGCCTTCGAGAACCCCCACACC
XeXX:ooooo:XooooiXoeXXorioinonnn:X Xe:Xooooooroooee
ACGCTGCCCACTATGACGGCTCGGCAGAGGGTCTGGCGGGCGTTTGAGAACCCCCACACC

490 510 530

550 570 590
AGCACGATGGCCCTGGTGTTCTACTATGTCACGGGGTTTTTCATTGCCGTCTCTGTCATC
HEEH S - D S S 63D 3D SN
AGCACGATGGCCCTGGTGTTCTACTATGTCACAGGGTTCTTCATTGCTGTGTCCGTCATC

550 570 590

610 630 650
GCGAATGTGGTGGAAACAGTGCCGTGCGGATCAAGCCCAGGTCACATTAAAGAACTGCCC

D SIS S D S5 S SID SIED SIS
GCTAATGTGGTAGAAACAGTGCCGTGTGGGTCTAGTCCCGGTCACATTAAAGAACTGCCC

610 630 650

670 690 710
TGTGGAGAGCGGTATGCTGTGGCCTTCTTCTGCTTGGACACGGCCTGCGTCATGATCTTC
HEHED S50 SRR S 4 X:e:Xocoooorooooooii:
TGTGGGGAACGGTATGCGGTGGCCTTCTTCTGCCTGGATACAGCCTGCGTCATGATCTTC

670 690 710

730 750 770
ACAGTTGAGTATTTGCTTCGCCTGGCTGCAGCGCCTAGTCGTTACCGTTTTGTGCGTAGT

D SIS SIS (D ¢ SIHHHED ¢ D 4

ACGGTTGAGTACTTGCTTCGCCTGGCGGCAGCACCCAGTCGCTACCGTTTTGTGCGTAGC
730 750 770
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790 810 830
GTCATGAGTATCATCGACGTGGTGGCCATCCTGCCTTATTACATTGGGCTGGTGATGACA

GTCATGAGTATCATCGACGTGGTGGCCATCCTGCCTTATTACATCGGGCTGGTGATGACG

790 810 830

850 870 890

GACAATGAGGACGTCAGCGGAGCCTTTGTCACACTCCGAGTCTTCCGGGTCTTCAGGATC

GACAATGAGGATGTCAGTGGCGCCTTTGTCACACTCCGAGTCTTCCGGGTCTTCCGGATC

850 870 890

910 930 950

TTTAAGTTTTCCCGCCACTCTCAAGGCCTGCGCATCCTGGGGTACACACTGAAGAGTTGT

TTTAAGTTTTCCCGCCACTCTCAAGGCCTGCGCATCCTGGGGTACACGCTGAAGAGCTGT

910 930 950

970 990 1010

GCCTCAGAATTGGGCTTCTTGCTTTTCTCGCTCACCATGGCTATCATCATCTTCGCTACA

GCCTCGGAATTGGGCTTCTTGCTCTTCTCTCTCACCATGGCTATCATCATCTTCGCTACA

970 990 1010

1030 1050 1070

GTTATGTTCTACGCAGAGAAGGGGTCTTCGGCTAGCAAGTTCACCAGCATCCCTGCAGCC

GTTATGTTCTACGCAGAGAAGGGGTCTTCGGCCAGCAAGTTCACCAGCATCCCTGCTGCC

1030 1050 1070

1090 1110 1130

TTCTGGTATACCATCGTCACCATGACAACACTAGGGTATGGTGACATGGTGCCAAAAACC

TTCTGGTACACCATCGTCACCATGACAACACTAGGGTATGGTGACATGGTACCAAAAACC

1090 1110 1130

1150 1170 1190

ATAGCAGGGAAGATTTTTGGTTCTATCTGTTCGCTGAGTGGGGTCTTGGTCATTGCTCTA

ATAGCAGGGAAGATTTTTGGTTCCATCTGTTCGCTGAGCGGGGTCTTGGTCATTGCTTTA
1150 1170 1190
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1210 1230 1250
CCTGTTCCGGTGATTGTATCCAACTTCAGTCGCATCTACCACCAGAATCAACGAGCAGAC
HEERED ¢59 SRR NS S R R R D S I I S -
CCTGTCCCAGTGATTGTATCCAACTTCAGTCGGATCTACCACCAGAATCAACGAGCAGAC

1210 1230 1250

1270 1290 1310
AAACGAAGGGCACAAAAGAAAGCTAGACTGGCCAGGATCCGGGCAGCCAAAAGCGGAAGC
HEEHED S0 SIEIE NI D & 1D SRR S5 I D ¢
AAACGGAGAGCACAAAAGGAAGCCAGACTGGCCAGAATCCGGGCAGCCAAAAGCGGAAGT

1270 1290 1310

1330 1350 1370
GCAAATGCTTACATGCAGAGCAAACGGAATGGTTTACTCAGTAATCAGCTGCAGTCCTCA
HEED SRR D D . SR G SR ¢
GCAAACGCTTACATGCAGAGCAAACGGAACGGCCTACTCAGTAACCAGCTACAGTCCTCT

1330 1350 1370

1390 1410 1430
GAGGATGAGCAGGCTTTTGTTAGCAAATCCGGCTCCAGCTTTGAAACCCAGCACCACCAC
SRS SRR SRR RS ¢ EEEE R RS R R R R R S R R
GAGGATGAGCAGGCCTTTGTTAGCAAATCCGGATCCAGCTTTGAAACCCAGCACCACCAC

1390 1410 1430

1450 1470 1490
CTGCTTCACTGCCTGGAAAAAACCACGAATCACGAGTTTGTGGACGAACAAGTCTTTGAA
HEEEED ¢S R S R R R R S R R R D ¢ R R S R R -
CTGCTCCACTGCCTGGAAAAAACCACGAATCACGAGTTTGTGGATGAACAAGTCTTTGAA

1450 1470 1490

1510 1530 1550
GAAAGCTGCATGGAAGTTGCAACTGTTAATCGTCCTTCAAGTCACAGTCCTTCACTGTCT
SRR EY S P . P SN D SIED G SIED ¢
GAAAGCTGCATGGAAGTCGCCACAGTTAATCGTCCTTCAAGTCACAGCCCCTCTCTCTCT

1510 1530 1550

1570 1590 1610
TCACAACAAGGAGTCACCAGCACCTGCTGTTCACGACGACACAAAAAAACTTTTCGCATC
SRS EEEEE S E EE EEEED SR NS E RS S E R RS S E R IR D SRR ¢

TCACAACAAGGAGTCACCAGCACTTGCTGTTCAAGACGACACAAAAAAACTTTCCGCATT
1570 1590 1610
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1630 1650 1670
CCAAATGCCAATGTATCAGGAAGCCATCAAGGTAGTATACAAGAACTCAGCACGATTCAG

CCAAATGCCAATGTATCAGGAAGCCACCGAGGCAGCGTGCAGGAACTCAGCACGATTCAG

1630 1650 1670

1690 1710 1730
ATCAGATGTGTGGAGAGAACACCTCTGTCTAACAGCCGATCCAGTTTAAATGCCAAAATG
D SEREE SRR R ¢ SRR R R R R R
ATTAGATGTGTGGAGAGAACCCCGCTGTCTAACAGCCGATCCAGTTTAAATGCCAAAATG

1690 1710 1730

1750 1770 1790
GAAGAGTGTGTTAAACTAAACTGTGAACAACCTTATGTGACTACAGCAATAATAAGCATC
R SRR SEEEEEEE RN R
GAAGAGTGCGTTAAACTAAACTGTGAACAACCTTATGTGACTACAGCAATAATAAGCATC

1750 1770 1790

1810 1830 1850
CCAACACCTCCAGTAACCACACCAGAAGGAGACGATAGGCCAGAATCCCCTGAGTACTCA
HEHHE S SR D S5 SIEEED SHP S SIS 3D SN
CCAACACCTCCAGTAACCACCCCTGAAGGCGATGACAGGCCAGAATCTCCGGAGTACTCA

1810 1830 1850

1870 1890 1910
GGAGGAAATATTGTCAGAGTTTCTGCTTTGTAAGACAATTGGAATAAGGTCTAAGAATTT
1.0 SRR EEP $HP SR ED &5 SIEIHED SN 6 90 &
GGAGACAATATTGTCAGAGTGTCAGCTTTGTAAGACAGTGGGAATCAGGTCTAAGAGAAT

1870 1890 1910

1921
GA
XX
TC
1921
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3.3.4 Vergleich der Aminosauresequenzen vom Kv4.2 der Ratte,

des Kv4.2 des Menschen und der amplifizierten

Schweinsequenz

Die Gesamtlange der Aminosauresequenz des Schweins ist identisch mit der
des menschlichen Kv4.2 (NCBI-Accession: CAB56841) und des Kv4.2 der
Ratte (NCBI-Accession: NP 113918). Die Aminosauresequenz der Kv4-a-
Untereinheit aus dem linken Ventrikel des Schweinemyokards zeigt eine
gréRere Ubereinstimmung mit der des Kv4.2 der Ratte [72] (etwa 96 %
Ubereinstimmung) und des Menschen [41] (etwa 99 % Ubereinstimmung) als
mit den der Aminosauresequenz der entsprechenden Vertretern von Kv4.3
(etwa 74 % Ubereinstimmung). An Position 43 steht bei der amplifizierten
Sequenz des Schweins die Aminosaure Alanin, beim Kv4.2 des Menschen
und beim Kv4.2 der Ratte Valin. Schweinesequenz und Kv4.2 des Menschen
haben an Position 122 die Aminosaure Phenylanalin, beim Kv4.2 der Ratte ist
es Prolin. An Position 156 steht bei der Schweinsequenz und beim Kv4.2 der
Ratte die Aminosaure Asparagin, beim Kv4.2 des Menschen Threonin. An
Position 157 steht bei der Schweinesequenz und beim Kv4.2 der Ratte
Threonin, beim Kv4.2 des Menschen die Aminosaure Alanin. An Position 161
steht bei der Sequenz von Kv4.2 der Ratte und des Menschen Alanin, bei der
Sequenz vom Schwein steht Threonin. An Position 427 steht beim Schwein
die Aminosaure Glutamin, beim Menschen und bei der Ratte Lysin. Der
Austausch dieser Aminosauren bewirkt eine Ladungsverschiebung an dieser
Stelle. Das Schwein tragt an Position 161 die Aminosaure Threonin, bei
Mensch und Ratte ist es jeweils Alanin. An Position 427 steht bei der
Schweinsequenz die Aminosaure Glutamin, bei den Kv4.2-Sequenzen des
Menschen und der Ratte jeweils Lysin. An der Position 464 steht beim Kv4.2
des Menschen und bei der Schweinsequenz Glutamin, bei der Ratte steht
Prolin. Weiterhin unterscheidet sich die Aminosaure an Position 622 des Kv4.2
der Ratte (Glycin) von der des Kv4.2 des Menschen und der Schweinsequenz

(Asparaginsaure).
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Der Vergleich der Aminosauresequenz des Kv4.2 des Menschen und der
Schweinsequenz ergibt einen Austausch von insgesamt funf Aminosauren; die
Sequenz des Kv4.2-Kanals der Ratte unterscheidet sich durch den Austausch
von sieben Aminosauren von der amplifizierten Sequenz des Schweins. Kein
Austausch hatte Auswirkungen auf eine Phosphorylation Consensus Site (V).
Zwischen S1 und S6 sind die Sequenzen aller Spezies konstant. Im Bereich
der Tetramerisierungsdomane (T1) steht bei der Schweinsequenz die
Aminosaure Alanin, bei Mensch und Ratte steht Valin. Dargestellt wurde die
Aminosauresequenz von der amplifizierten Sequenz des Schweins (S).
Ubereinstimmungen der Aminosauresequenz vom Kv4.2 des Menschen (M)

“®

oder Kv4.2 der Ratte (R) wurden mit einem ,.“ gekennzeichnet. Bei
Unterschieden gegenuber der Schweinsequenz wurde die jeweils

ausgetauschte Aminosaure angegeben.

v
S MAAGVAAWLPFARAAAIGWMPVASGPMPAPPRQERKRTQDALIALNVSGTREFQTW
M e e e e e e e e V.ooooooooo.
R e e e e e V.o.oooooooo.

T1
S ODTLERYPDTLLGSSERDFFYHPETQQYFEFDRDPDIFRHILNEYRTGKLHYPRHE

S CISAYDEELAFFGLIPEIIGDCCYEEYKDRRRENAERLODDADTDNTGESTLPTM
165

S1
S TARQRVWRAFENPHTSTMALVEYYVTGFEFIAVSVIANVVETVPCGSSPGHIKELP
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S2 S3

CGERYAVAFFCLDTACVMIFTVEYLLRLAAAPSRYRFVRSVMSIIDVVAILPYYT

.......................................................

S4

.......................................................

.......................................................

S5

LTMAIIIFATVMFYAEKGSSASKFTSIPAAFWYTIVTMTTLGYGDMVPKTIAGKI

.......................................................

.......................................................

385
S6
FGSICSLSGVLVIALPVPVIVSNESRIYHONQRADKRRAQKEARLARIRAAKSGS
......................................... K.o.o.oooooooo.
......................................... K.o.o.oooooooo.
440

ANAYMQSKRNGLLSNQLQSSEDEQAFVSKSGSSFETQHHHLLHCLEKTTNHEFVD

.......................................................

EQVFEESCMEVATVNRPSSHSPSLSSQQOGVTSTCCSRRHKKTFRIPNANVSGSHR

.......................................................

.......................................................

.......................................................



Ergebnisse 70

v v
S TTPEGDDRPESPEYSGDNIVRVSAL.
M e e
R o i G.........

3.3.5 Heterologe Expression der Kv4-a-Untereinheit des

Schweineherzens

Nach der heterologern Expression der Kv4-a-Untereinheit des Schweins in
Xenopus-laevis-Oozyten konnten Strome gemessen werden, die denen von
heterolog exprimierten Kv4.2-Kanalen der Ratte sehr ahnlich waren [6]. Bei
einem Membranpotenzial von mehr als —40 mV kam es zu einer Aktivierung
des Kanals. Die Zeitkonstante der Inaktivierung betrug ungefahr 25 ms. Die

Erholung von der Inaktivierung erfolgte sehr langsam [Abbildung 10].

(wr) |

200 ms

Abbildung 10: Transienter Auswartsstrom der heterolog in Xenopus laevis
Oozyten exprimierten Kv4-a-Untereinheit des Schweins.



Diskussion 71

4. Diskussion

4.1 Expression des Kv4.2 im linken Ventrikel des

Schweineherzens

Entsprechend den von uns vorgelegten Klonierungsarbeiten sind Kv4-
Untereinheiten, die als morphologisches Korrelat fur den |1 angesehen
werden, im Schweinemyokard exprimiert. Li et al. bestreiten nicht nur die
Expression des li1, sondern auch die der Kv4-Untereinheiten im linken
Ventrikel beim Schwein [55]. Die durchgefuhrten Western-Blotting-Arbeiten
hatten bei Li et al. kein positives Signal ergeben. Der Grund fur den fehlenden
Expressionsnachweis per Western Blotting bleibt letztlich unklar. Eine
mogliche Erklarung dafur konnte sein, dass Li et al. einen Antikorper
verwendeten, der zunachst entsprechend den Angaben zur Detektion von
Kv4-Kanal-Proteinen an Rattengewebe entwickelt wurde, der aber unter den
verwendeten Versuchsbedingungen maoglicherweise eine geringere Affinitat zu

den im Schweinegewebe exprimierten Kv4-Kanal-Proteinen hat.

4.2 Sequenz von Kv4 im Schweineherzen

Der Vergleich der Aminosauresequenz des Kv4.2 des Menschen und der des
Kv4.2 des Schweins ergab einen Austausch von insgesamt funf Aminosauren.
Vier der ausgetauschten Aminosauren befanden sich in der N-terminalen
Region und eine befand sich in der C-terminalen Region.

4.2.1 Veranderungen im Bereich der Phosphorylierungsstellen

Die Lage der Austauschstellen ist weit entfernt von den Konsensusstellen fur
eine Phosphorylierung, so dass ein gestorter Phosphorylierungsprozess eher

nicht zu erwarten ist. Der Sequenzvergleich zeigt, dass zwischen den
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transmembrandsen Einheiten S1 bis S6 die Abfolge der Aminosauresequenz
bei allen Spezies konstant ist und somit eine Funktionsanderung infolge der
Anderung der molekularen Komposition unwahrscheinlich erscheint.
Insbesondere stellt sich die Porenregion zwischen S5 und S6 des klonierten
Kv4.2-Kanals des Schweins im Vergleich mit den homologen

Sequenzabschnitten von Ratte und Mensch als identisch dar.

4.2.2 Veranderungen im Bereich der KCHiP-Bindungsstellen

In der Literatur ist beschrieben, dass die a-Untereinheiten in ihren
Eigenschaften stark durch KChIP moduliert werden [6, 10, 21, 64, 83]. Im
Herzgewebe ist KChIP2 die vorherrschende Isoform von KChIP [6, 74]. Fur die
Expression von Kv4-Kanalen und von KChIP an der Zellmembran und auf
MmRNA-Ebene werden zwischen Epikard und Endokard ahnliche Gradienten
wie fur die Dauer des Aktionspotenzials beschrieben [8,71,74]. Momentan
werden fur die Interaktion des Kv4.2-Kanalproteins mit KCHiP2 das N-
terminale Ende der Kv4.2-Sequenz [6, 15], der Bereich der
Tetramerisierungsdomane (T 1) [15, 79] und das C-terminale Ende Kv4.2-
Sequenz [15, 44] als verantwortlich betrachtet.

Im Bereich des relevanten Abschnittes des N-terminalen Endes der
Aminosauresequenz des Kv4.2 des Schweins finden sich keine
Veranderungen im Vergleich zu den entsprechenden Sequenzen von Mensch
und Ratte.

Im Bereich der Tetramerisierungsdomane (T 1) findet sich bei der
Schweinsequenz an Position 43 die Aminosaure Alanin, im Gegensatz zu
Mensch und Ratte, bei denen an dieser Stelle Valin steht. Da Alanin und Valin
sich lediglich durch eine hydrophobe Seitenkette unterscheiden, kann
postuliert werden, dass dieser Austausch ohne Auswirkung auf die Interaktion
zwischen des Kv4.2-Kanalkomplexes und KCHiP2 bleibt.

Im Bereich des C-terminalen Endes befindet sich an Position 438 der
Aminosauresequenz des Kv4.2 des Schweins Glutamat. Bei Mensch und

Ratte steht Lysin. Glutamat ist bei einem physiologischem pH-Wert negativ
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geladen, wahrend Lysin bei physiologischem pH-Wert positiv geladen ist. Die
Auswirkung auf die die Interaktion zwischen des Kv4.2-Kanalkomplexes und
KCHiP2 bleibt unklar.

4.3 Funktion des Kv4.2 des Schweineherzens

Die heterologe Expression des Kv4.2 des Schweins in Xenopus-laevis-
Oozyten hat gezeigt, dass die gemessenen Strome den Stromen von
heterolog exprimierten Kv4.2-Kanalen der Ratte sehr ahnlich waren [6]. Diese
elektrophysiologischen Daten weisen auf eine intakte molekulare Funktion des
Kv4.2 hin, der im linksventrikularen Gewebe des Schweins exprimiert ist.
Diesen Ergebnissen nach zu urteilen scheint die verminderte funktionelle
Expression respektive das Fehlen des li1 im linken Ventrikel des Schweins
weder auf eine veranderte molekulare Struktur noch auf eine Fehlfunktion der
Kv4-a-Untereinheit zurlckzufuhren zu sein, so dass andere mogliche

Effektoren (z. B. R-Untereinheiten etc.) betrachtet werden muissen.

4.4 Expression des Kv4.2-Protein in linksventrikularen

Myozyten des Schweins

Eine weitere mdgliche Ursache fur eine geringe Stromgrol3e oder gar fur das
Fehlen des |, [81] in den Herzzellen des Schweins konnte eine nicht
ausreichende Expressionsrate des Kv4.2-Proteins im Herzgewebe des
Schweins sein. Um dieser Vermutung nachzugehen, wurden von der
Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Ehmke an Gewebeproben aus dem linken
Ventrikel des Schweineherzens immunhistochemische Untersuchungen
durchgefuhrt. Die Experimente mittels spezifischer AntikOrper ergaben, dass
das Kv4.2-Protein im Herzgewebe des Schweins exprimiert ist. Als Vergleich
diente Herzgewebe der Ratte, bei dem eine Expression von Kv4.2 gesichert

und gleichzeitig ein signifikant grof3er |, im Unterschied zum Myokard des
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Schweins messbar ist. Hinsichtlich der Kv4.2-Proteinexpression wurden keine
signifikanten Signalunterschiede zwischen Ratten- und Schweinegewebe
gefunden.

4.5 Beeinflussung der Funktion der Kv4-Untereinheiten
durch KChIP

In der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Ehmke wurde in der Folgezeit des hier
vorgestellten Projektes eine KChIP-Nukleotidsequenz, die im
linksventrikularen Gewebe des Schweineherzens exprimiert ist und die eine
hohe Ubereinstimmung mit den Sequenzen vom KChIP2.2 des Menschen und
der Ratte [6, 10, 71] hat, kloniert. Elektrophysiologische Messungen nach
heterologer Koexpression von Kv4.2 und KChIP2 zeigten eine hohe
Ubereinstimmung mit den Messergebnissen bei Ratte und Hund [6, 10]. Diese
Ergebnisse erklaren die starke Reduktion oder das ganzliche Fehlen des I
infolge einer Anderung der molekularen Struktur von KChIP2.2 oder der
Funktion von KChIP in Interaktion mit der Kv4-a-Untereinheit nicht.

4.6 Expression von lto1 in linksventrikularen

Kardiomyozyten beim Schwein

Durch die Klonierung sowie die Determinierung der fur den Kanal codierenden
Nukleotidsequenz konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass eine
hohe Ubereinstimmung zu den Nukleotidsequenzen der Kv4.2-Kanile von
Mensch und Ratte besteht, die als morphologisches Korrelat fur den Iy
angesehen werden. Die heterologe Expression zeigte, dass es sich bei dem
klonierten Kv4-Kanal des Schweins um eine funktionstiuchtige a-Untereinheit
handelt. Diese Untersuchungen stutzen die These (vgl. Lacroix et al. [51]),
dass der li1 in Myozyten des Schweineherzens exprimiert ist. Messungen, die
in unserer Arbeitsgruppe von Prof. Tilmann Volk an einzelnen Myozyten des
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Schweineherzens durchgefuhrt wurden, zeigen einen 4-Aminopyridin-
sensitiven Strom bei dem es sich somit um den li,s handeln konnte. Die Grofde
dieses Stromes lag durchschnittlich bei nur < 0,2 pA pF™' (bei Vpip = +40 mV).
Im Vergleich dazu besitzen Myozyten aus mittleren Myokardabschnitten von
Hund und Mensch, die eine dem Schwein ahnliche Ruhefrequenz haben,
einen etwa 50-fach groReren li1 bei Zimmertemperatur gemessen [54,63].
Auch der von Lacroix et al. [51] in mittleren Myokardabschnitten und
subendokardialen Myozyten des Schweins identifizierte |1 hatte nur eine
durchschnittliche StromgréRe von 0,4-0,5 pApF™" (bei Vp, = +50 mV), was
dafur spricht, dass die GrolRe des li1 in Myozyten des Schweins deutlich
geringer sein konnte als bei anderen Spezies. Die geringen Unterschiede
bezlglich der Stromdichte zwischen den von uns vorgelegten Ergebnissen
und denen von Lacroix et al. konnten im Zusammenhang mit den
unterschiedlichen Messtemperaturen stehen [51].

Der liy1 als 4-Aminopyridin-sensitiver Strom konnte in den Experimenten von
Prof. Volk nur in 17 % der vermessenen Kardiomyozyten des Schweins
identifiziert werden. Dabei fiel auf, dass zusatzlich zwischen Myozyten aus
mittleren Myokardabschnitten und Zellen aus der subendokardialen Region
noch einmal ein Unterschied hinsichtlich der Expression des li,1 besteht. Der
Anteil von Kardiomyozyten, die einen kleinen |1 haben, lag bei den Zellen aus
mittleren Myokardabschnitten bei etwal2 %, bei den Zellen aus der
subendokardialen Region bei etwa 30 %. Das Fehlen eines nachweisbaren i1
in der deutlich Uberwiegenden Mehrheit der untersuchten isolierten
Kardiomyozyten aus linksventrikularem Schweinemyokard (durchschnittlich
83 %) konnte durchaus eine gute Erklarung darstellen, wie Li et al. [55] zu

ihrem Ergebnis kamen, dass li,1 im Schweinemyokard nicht exprimiert sei.
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4.7 Ausblick

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass im linken Ventrikel
des Schweineherzens Kv4.2 mit sehr ahnlichen funktionellen Eigenschaften
wie Kv4.2 und/oder Kv4.3 im linksventrikularen Gewebe der Ratte, des
Kaninchens und des Menschen exprimiert wird. Daruber hinaus geben die
Daten Hinweise darauf, dass sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene die
Expression im linken Ventrikel von Schwein und Ratte ahnlich ist [8].
Entsprechend diesen Ergebnissen kann der aul3ergewohnlich kleine ligs im
linken Ventrikel des Schweineherzens, der auch in vorhergehenden
Untersuchungen [51, 55] beobachtet wurde, nicht durch eine Anderung der
molekularen Funktion, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, oder durch eine
quantitativ geringere Expression der Kv4.2-Kanal-Proteine erklart werden.
Hinsichtlich einer Erklarung bleibt zu vermuten, dass der lix1 in vivo entweder
durch die = KChlIP2-Untereinheiten  differierend zum  heterologen
Expressionsmodell moduliert wird oder noch weitere bisher unbekannte
molekulare Komponenten existieren, die die Amplitude des durch Kv4.2
modulierten Stromes beim Schwein beeinflussen.

Welche alternativen Einflussfaktoren es gibt, die eine Anderung des loq

bewirken konnten, musste in weiteren Experimenten untersucht werden.
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5. Zusammenfassung

Der kardiale transiente Kalium-Auswartsstrom (li1) spielt bei groRRen
Saugetieren, einschliel3lich des Menschen, eine fuhrende Rolle bei der frihen
Repolarisation. Der lin1 zeigt innerhalb der linksventrikularen Herzwand einen
regelhaften Gradienten von Epikard zu Endokard. Neuere Studien haben
gezeigt, dass die GroRe des Ca?*-unabhangigen transienten Auswartsstroms
(lo1) im linken Ventrikel des Schweineherzens sehr klein ist. Deshalb wurde
untersucht, ob eine veranderte molekulare Expression oder Funktion der
spannungsabhangigen Kaliumkanale, die zur Kv4-Untergruppe gehoren und
bei anderen Spezies fur den Hauptteil des li,1 verantwortlich sind, die Ursache
fur das Fehlen eines signifikanten li,1 im Schweineherzen sind.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels RT-PCR-Analyse mit degenerierten
Primern gezeigt werden, dass Kv4.2-mRNA sowohl im Gewebe des linken
Ventrikels des Schweineherzens als auch in isolierten Myozyten des Ventrikel
vorhanden ist. Die Klonierung eines Mitgliedes der Kv4-Kaliumkanalfamilie
mittels PCR ergab eine Ubereinstimmung von mehr als 96 % mit den
Mitgliedern des Kv4.2 der Ratte und des Menschen auf der Ebene der
Aminosauresequenz. Messungen am heterologen Expressionssystem
(Xenopus-laevis-Oozyten) zeigen, dass der durch den Kv4.2-Kanal des
Schweins generierte Strom ahnliche elektrophysiologische Eigenschaften
besitzt wie der li1 bei der Ratte und dem Menschen. Messungen aus der
Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Ehmke, die infolge der vorgelegten Arbeit
durchgefuhrt wurden, weisen darauf hin, dass sowohl auf mMRNA- als auch auf
Proteinebene die Expressionsraten von Kv4.2 im linken Ventrikel des
Schweins und der Ratte ahnlich sind. Entsprechend diesen Ergebnissen kann
der aullergewohnlich kleine li im linken Ventrikel des Schweineherzens
weder durch eine Anderung der molekularen Funktion, wie in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, noch durch eine quantitativ geringere Expression der Kv4.2-
Kanal-Proteine erklart werden. Weitere Untersuchungen 2zu moglichen
Ursachen der fehlenden funktionellen Expression des |1 mussen folgen.
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6. Abkurzungsverzeichnis

6.1 Verwendete Abkurzungen von MalReinheiten

bp Basenpaare

fg Femtogramm

G Erdbeschleunigung

mg Milligramm

min Minuten

Mg Mikrogramm

ng Nanogramm

U Enzymeinheit (units)
Upm Umdrehungen pro Minute

6.2 Verwendete Buchstabenkodierung der Aminosauren

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Cystein
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin

Histidin

Isoleucin

I omoOo ooz x »

Leucin
Lysin
Methionin

m X -

Phenylanalin
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Prolin
Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

6.3 Weitere Abkurzungen

Abb.
ADP
Amp
AP
AT
AUAP
BSA
cDNA
DEPC
DNA
DNase
dNTP
DTT
EDTA
GSP

Ito1

IPTG
Kchip
LB
MBL
PCR

Abbildung

Aktionspotenzialdauer

Ampicillin

Aminopyridine

Annealing-Temperatur

Abridged Universal Amplification Primer
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
komplementare DNA
Diethylpyrocarbonat
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonuklease
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dithiothreitol
Ethylendiamin-Tetraessigsaure
genspezifischen Primer

transienter Kaliumauswartsstrom (to = ,transient
outward®)

Isopropylthio Galaktosid

Kv channel interacting protein
Luria-Betani

Modified Bath Solution
Polymerase-Kettenreaktion
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P9
RACE-PCR

mRNA
RNA
RNase
RT
TBE
TdT
Tris
UAP
X-Gal

Picogramm

Rapid amplifikation of cDNA ends
Boten-RNA (messanger RNA)
Ribonukleinsaure

Ribonuklease

Reverse Transkription

Tris-Borat-EDTA

Terminal deoxyNukleotidyl Transferase
Tris-(hydroxymethyl)-ammoniummethan
Universal Amplification Primer
5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-D- Galaktopyranosid
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