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1 Zusammenfassung

Die Kontraktion des Herzens erfordert einen Ca*"-Einstrom von extrazellulir in die Zellen des
Arbeitsmyokards, der die Entleerung intrazellulirer Ca®*-Speicher initiiert und die Calcium-
konzentration im Cytosol kurzfristig stark ansteigen ldsst. Als Folge binden Calciumionen an
Troponin C und die Herzkontraktion wird eingeleitet. Wéhrend der Embryonalentwickung ist
jedoch das sarkoplasmatische Retikulum, welches den intrazelluldren Ca**-Speicher bildet,
noch nicht ausgereift. Somit sind embryonale Kardiomyozyten zunéchst allein auf einen,
durch spannungsabhingige Ca*"-Kanile vermittelten, Ca**-Einstrom von auBen in die Zellen
angewiesen, um die zur Herzkontraktion bendtigten Calciumionen bereitzustellen. In adulten
Herzmuskelzellen dient der Ca**-Einstrom dagegen, wie beschrieben, vorwiegend der Initiie-
rung der Ca”"-Ausschiittung aus den internen Speichern. Dies bedeutet, dass sich die Anforde-
rungen an die Leitungseigenschaften des spannungsabhingigen Ca**-Kanals, CaV1.2, im Ver-
lauf der Herzentwicklung verindern; so miissen in Embryonalstadien groBe Ca’’-Strome
gewihrleistet sein, um die intrazelluldr benotigten Calciumionen zur Verfiigung zu stellen,
wihrend zur Initiierung der Ca®-Ausschiittung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum, wie
dies in adulten Herzmuskelzellen geschicht, weit geringere Ca®"-Stréme notwendig sind. Die
GroBe des Ca’’-Einstroms kann sowohl iiber die Einzelkanalleitfahigkeit und -
offenwahrscheinlichkeit als auch iiber die Zahl funktioneller Kanile in der Membran reguliert
werden. In dieser Hinsicht ist die CaVB2-Untereinheit der wichtigste physiologische Modula-
tor des CaV1.2-Kanals, da sie starken Einfluss auf die Leitungseigenschaften und Membran-
expression nimmt und somit eine zentrale Rolle in der entwicklungsabhingigen Regulation

CaV1.2 vermittelter Ca**-Strome besitzt.

Im Herzen werden CaV[2-Spleiflvarianten exprimiert, es ist aber nicht geklart, weshalb dies
der Fall ist und inwieweit sich das Expressionsverhiltnis dieser Spleilvarianten abhingig von
der normalen Entwicklung oder bei Krankheit dndert. In der Western Blot-Analyse mit Prote-
infraktionen aus Herz von Maus von Embryonaltag 11.5 bis Postnataltag 27 wandelt sich das
Proteinmuster fiir die CaVB2-Untereinheit von einem Protein mit einem Molekulargewicht
von ungefihr 74 Kilodalton zu einem von etwa 68 Kilodalton. Inwieweit es sich dabei um die
Expression einer bisher unbekannten CaVf2-Untereinheit handelt oder entwicklungsabhingi-

ge Spleilvorginge eine Rolle spielen war bisher nicht bekannt.



2 Zusammenfassung

Mausmodelle spielen eine zunehmend wichtige Rolle in der priklinischen Forschung und Er-
gebnisse zur Regulation und Modulation von Ca**-Strémen sind aktuell publiziert worden,
ohne dass klar ist, welche CaV[2-Spleifivarianten im Herz von Maus exprimiert werden. Ziel
der vorliegenden Arbeit war deshalb die Identifizierung, Klonierung und funktionelle Expres-
sion aller in Herzgewebe vorhandenen CaVp2-Spleilvarianten. Im Rahmen dieser Zielsetzung
wurden copy-Desoxyribonukleinsdure (cDNS)-Bibliotheken aus Herzgewebe sieben Tage
alter sowie adulter Miuse erstellt und auf das Vorhandensein von CaVp2-Varianten hin sys-
tematisch analysiert. Insgesamt wurden 60 CaVB2-cDNS-Klone identifiziert und sequenziert.
Es fanden sich vier Splei3varianten, die ausschlieBlich in ihrer aminoterminalen Nukleotidse-
quenz differierten; die relative Haufigkeit der einzelnen Varianten gab gleichzeitig ein Mal}
fiir deren Expressionsverhiltnis. Des Weiteren konnte das von Antikérpern in Proteinfraktio-
nen von Herzmuskel erkannte Proteinmuster im Western Blot rekonstituiert werden, indem die
von den cDNS-Klonen gebildeten rekombinanten Proteine untereinander gemischt wurden.
Somit wurde gezeigt, dass das spezifische Proteinmuster Folge eines sich d&ndernden Expressi-
onsverhéltnisses der CaVp2-Spleilvarianten ist und nicht Folge der Expression eines bisher

nicht bekannten CaV2-Proteins.

Um zu iiberpriifen, ob die isolierten CaVB2-Spleiivarianten tatsdchlich alle in Kardiomyozy-
ten exprimiert werden und nicht zum Teil aus Fibroblasten oder Zellen der das Herz versor-
genden GefiaBle stammen, wurden CaV[p2-cDNS-Fragmente aus einzelnen Kardiomyozyten
amplifiziert. Dabei wurden cDNS-Fragmente von drei der vier durch die cDNS-Bibliotheken
identifizierten CaVp2-Spleilvarianten nachgewiesen. Ein weiterer, bisher unbekannter Aspekt
der durch die Polymerase Ketten-Reaktion erhaltenen Ergebnisse war der Nachweis einer
Koexpression mehrerer CaVP2-Spleilvarianten in einer einzigen Herzmuskelzelle. In protein-
biochemischen Versuchen konnte mittels Co-Immunoprézipitation und Cross-Linking-
Experimenten die Interaktion von zwei nativen CaVp2-Spleilvarianten in vitro gezeigt wer-

den. Moglicherweise liegt ein Teil der CaVB2-Proteine als Dimer vor.

Zusitzlich musste die ionenleitende Pore des Kanals, CaVa,;1.2, aus Herz von Maus zunéichst
kloniert werden, um die einzelnen Spleiflvarianten funktionell als Kanaluntereinheit exprimie-
ren zu konnen. Volllingenklone dieser etwa 6500 bp umfassenden cDNS waren zu diesem
Zeitpunkt nirgends verfiigbar. Insgesamt wurden sechs Volllingen-cDNS kloniert und sequen-
ziert; die Klone konnten entsprechend ihrer Exon-Usage bzw. Exonfolge in zwei Gruppen
eingeteilt werden, in CaV1.2a und CaV1.2b. Durch Koexpression mit der CaV1.2a-Pore konn-
ten im néchsten Schritt die vier CaVB2-Varianten hinsichtlich ihrer regulierenden Wirkung auf

den Ca**-Strom charakterisiert werden, wobei sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der
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Regulation der Ca®"-Strom-Eigenschaften in Gegenwart der jeweiligen SpleiBvariante erga-
ben. Des Weiteren wurden in vivo-Untersuchungen mit CaVB2- und CaVa,;-Untereinheiten,
die mit Fluoreszenzproteinen fusioniert waren, begonnen, um den Transport der Untereinhei-
ten vom endoplasmatischen Retikulum iiber die verschiedenen Zellkompartimente hin zur

Membran aufzuzeigen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass durch differenzielle Expression von CaVp2-
SpleiBvarianten die Eigenschaften spannungsabhingiger Ca®*-Stréme an sich verindernde

Anforderungen des Herzmuskels wihrend der Entwicklung angepasst werden.



4 Zusammenfassung

Summary

Cardiac contractions require Ca®" influx in cardiomyocytes from the extracellular fluid which
leads to Ca®" release from internal stores and a marked increase in intracellular Ca>" concentra-
tion for short periods of time. An increased intracellular Ca** concentration results in Ca**
binding by Troponin C and consequently cardiac contraction. However, in vertebrate embry-
onic stages, the sarcoplasmic reticulum, the intracellular Ca*" store, is not fully developed.
Hence embryonic cardiomyocytes depend on extracellular Ca*" influx mediated by voltage-
activated Ca>" channels to provide calcium ions needed for cardiac contraction. By contrast, in
adult cardiomyocytes, Ca®" influx mediated by the voltage-activated Ca’" channel CaV1.2
serves predominantly to initiate Ca>" release from internal stores. This suggests that the prop-
erties of Ca®" currents change during heart development; during embryonic stages there is a
demand for large Ca®" currents to achieve the required intracellular Ca** concentration
whereas in adult cardiomyocytes initiation of Ca®" release from the sarcoplasmic reticulum
only needs small Ca®" currents. The magnitude of Ca*" currents is regulated by the conduc-
tance and the open probability of single channels, as well as by the number of channels in the
plasma membrane. In this respect, the strongest modulator of voltage-gated Ca®" channels is
the CaVPB2 subunit, which affects kinetics and characteristics of Ca*" currents as well as mem-
brane expression of channels and therefore plays a central role in development-dependent

regulation of Ca®* currents mediated by CaV1.2.

Several CaV2 splice variants are expressed in heart tissue, but it is not evident why there is
more than one splice variant. Also, there is only little information about changes in expression
ratio of these variants during normal development or under pathophysiological conditions.
Western blot analysis using protein fractions from murine hearts of different ages (embryonic
day 11.5 to postnatal day 27) shows modification of the CaV2 protein during development.
There is a change from one protein with a molecular weight of about 74 kilodalton to another
of about 68 kilodalton. It is unclear if this is due to the expression of an unknown splice vari-

ant or if splicing dependent on development plays a role in this issue.

In preclinical investigations, there is an increasing use of mouse models and recent publica-
tions show regulation and modulation of Ca*"-channels by CaVB2 subunits, but it is unknown
which splice variants are expressed in mouse heart. The aim of this study was the identifica-

tion, cloning and functional expression of CaVp2 splice variants in mouse heart. Therefore,
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seven day old and adult mice were used to generate copy-desoxyribonucleic acid (cDNA)
libraries from heart tissue. cDNA libraries were systematically screened for CaVp2 splice
variants whereby 60 CaVB2 cDNA clones were isolated and their sequence analysed. Four
different CaVP2 isoforms were identified, which differed only in their aminoterminal se-
quence. The number of clones, which contained DNA sequences coding for specific splice
variants allowed an estimate of the expression ratio. To reconstitute the CaVf2 protein pattern
detected by antibodies in protein fractions of mouse heart, recombinant CaVp2 proteins de-
rived from clones of the cDNS-libraries were used in different mixtures for Western Blot
analysis. In this way we could reconstitute the CaVB2 protein pattern and showed that expres-
sion of different CaVP2 proteins and not the expression of an unknown CaV2 splice variant

caused these changes in the CaVP2 protein pattern of mouse heart.

To test whether the four CaV2 splice variants are expressed in cardiomyocytes and are not
derived from fibroblasts or vascular cells that are also part of heart tissue, cardiomyocytes
were isolated and used for polymerase chain reaction (PCR). cDNA fragments coding for
three out of four CaVP2 splice variants were obtained with PCR. PCR results also showed
expression of more than one CaVp2 splice variant in a single cardiomyocyte, which was not
known previously. Additional proteinbiochemical approaches showed interaction of two na-
tive CaV[2 splice variants by co-immunoprecipitation and cross-linking experiments. Possibly

some of the CaV B2 subunits form dimers.

We attempted the functional expression of CaVB2 splice variants as channel subunits in fur-
ther experiments. This approach required coexpression of the pore forming CaVa,1.2 subunit
cloned from mouse heart, which was not available as a full length cDNA-clone. Overall, six
full length cDNS were cloned and their sequence analysed; clones could be distinguished into
groups of CaV1.2a and CaV1.2b depending on exon usage. Following coexpression of the
CaV1.2a pore and CaVP2 showed splice variant specific regulation and modulation of Ca**
currents with significant differences in characteristics of Ca®” currents in the presence of dis-
tinct splice variants. Furthermore we started investigations of CaVB2 and CaVa,1.2 subunit
interaction in vivo. Therefore subunits were fused with fluorescent proteins to visualize traf-
ficking of the subunits from the endoplasmic reticulum through different cell compartments to

the membrane.

Combined the results of this study we show that a varying expression pattern of CaV2 splice
variants is used to adapt properties of voltage-activated Ca*" channels to changing myocardial

requirements during development.



6 Einleitung

2 Einleitung

2.1 Ca’*-Kanile

Ca”"-vermittelte Signaltransduktionswege nehmen in der Zellphysiologie eine zentrale Stel-
lung ein. Die Geschichte ihrer Entdeckung ist lang und reicht bis in das 19. Jahrhundert zu-
riick. Sidney Ringer (128) erkannte 1883 die Notwendigkeit extrazelluldrer Calciumionen fiir
die Kontraktionsfahigkeit des Myokards. Im Zuge dieser Entdeckung kam der Gedanke auf,
dass Calciumionen als ein Botenstoff agieren konnten. 1947 erbrachten Heilbrunn und Wier-
cinski (65) den Beweis, dass es sich hierbei um einen intrazelluliren Signaltransduktionsvor-
gang handelt. Diese Erkenntnis wies indirekt auf die Existenz und Notwendigkeit von Ca**-
Kanilen in der Plasmamembran von Herzmuskelzellen hin. Im Jahre 1967 gelang es Reuter
(125), Ca**-Strome in Zellen des Reizleitungssystems des Herzens aufzuzeigen und aufzu-
zeichnen. Nach zahlreichen funktionellen Untersuchungen wurde 1984 durch Curtis et al. (34)
das molekularbiologische Korrelat des spannungsabhingigen Ca**-Kanals aus den transversa-
len Tubuli des Skelettmuskels isoliert. Im selben Jahr zeigten Flockerzi et al. (34), dass aus
diesem in vitro ein funktionsfdhiger Kanal rekonstituiert werden kann. Insbesondere diese
Veroffentlichungen dienten in den folgenden Jahren als Basis fiir eine Vielzahl von For-

schungsansitzen im Bereich Ca®-Kanal-vermittelter Vorginge.

Aktuell unterscheidet man spannungsabhéngige, d.h. durch elektrische Stimuli aktivierte, von
nicht-spannungsabhingigen Ca*"-Kanilen, welche unter anderem durch intra- und extrazellu-

lare Botenstoffe sowie chemische, mechanische und osmotische Reize reguliert werden (118).

2.2 Spannungsabhingige Ca’*-Kanile

Die hier vorgelegte Arbeit fokussiert spannungsabhingige Ca*'-Kanile, die den Hauptein-
trittsweg flir extrazelluldre Calciumionen unterschiedlichster Zelltypen darstellen. Sie werden
durch Membrandepolarisationen aktiviert und vermitteln eine chemische Antwort in Form von
Ca**-Influx als Folge des elektrischen Stimulus (22). Spannungsabhingige Ca’"-Kanile wer-
den in low voltage activated (LVA) und high voltage activated (HVA) Ca’**-Kanile unter-
schieden. Die LVA oder T-Typ Kanile, die die CaV3-Familie bilden, sind unter anderem in
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neuronalem Gewebe vorhanden. Auf diesen Kanaltyp wird im Weiteren nicht néher eingegan-

gen, da er fiir die Thematik der hier vorgelegten Arbeit keine Rolle spielt.

In Bezug auf HVA Kanidle werden Kanédle unterschieden, die der CaV1- bzw. der CaV2-
Familie angehoren. Der CaV1-Familie zugehorige Kanéle finden sich vor allem in Muskelge-
webe, wohingegen CaV2-Kanile bevorzugt in neuronalen Geweben exprimiert werden (Ab-
bildung 1). Calciumionen, welche durch spannungsabhingige HVA L-Typ Ca*"-Kanile
(CaV1-Familie) in die Zelle gelangen, dienen als sekundérer Botenstoff fiir die Verarbeitung
elektrischer Signale und Initiation intrazelluldrer Vorgidnge wie Kontraktion, Sekretion, synap-
tische Ubertragung und Genexpression. Im Gegensatz dazu vermittelt die CaV2-Familie der
HVA Ca*-Kanile N-, P/Q- und R-Typ Ca’"-Strome, welche eine oft G-Protein- bzw.
SNARE-Protein-modulierte synaptische Ubertragung ermdglichen (22).

Protein Primiirgewebe Ca?Strom
CaVl.l Skelettmuskulatur L-Typ
CaVl.2 Herzmuskulatur, glatte Muskulatur L-Typ
ferner: Herz, Hypophyse, Nebenniere
CaVl.3 Hirn, Pankreas, Niere, Ovarien L-Typ
CaVl.4 Retina L-Typ
CaV2.1 Hirn, Cochlea, Hypophyse P/Q-Typ
| CaV2.2 Hirn, Nervensystem N-Typ
— CaVv2.3 Hirn, Cochlea, Retina, Herz, Hypophyse R-Typ
CaV3.l Hirn, Nervengewebe T-Typ
CaV3.2 Hirn, Herz, Niere, Leber T-Typ
CaV3.3 Hirn T-Typ

Abbildung 1: Nomenklatur spannungsabhingiger Ca®"-Kanile (modifiziert nach Jurkat-Rott
und Lehmann-Horn (75), bzw. Ertel et al. (45))

2.3 HVA L-Typ Ca?*-Kaniile

Die CaVa,;-Untereinheiten der L-Typ Kanile werden von vier verschiedenen Genen kodiert,
CaV1.1 bis CaV1.4 (45), die jeweils durch alternative SpleiBBvorgénge auf Transkriptionsebe-
ne zu zahlreichen Varianten fiihren. Die Bezeichnung des L-Typ Kanal Subtyps erfolgt nach

seiner CaVal-Untereinheit, beispielsweise enthélt CaV1.2 die CaVa,1.2-Untereinheit.
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Die Gruppe der L-Typ-Ca**-Kanile zeichnet sich durch Aktivierung bei Depolarisationen ab
etwa -50 mV (deshalb high voltage activated), groe Einzelkanalleitfahigkeit, langsame span-
nungsabhingige sowie schnelle Ca**-abhingige Inaktivierung - mit Ausnahme von CaV1.4 -,
eine Modulation durch cAMP-abhingige Protein-Phosphorylierungs-Signalwege und spezifi-
sche Inhibition durch Ca**-Kanal-Blocker vom Dihydropyridin-, Phenylalkalamin- und Ben-
zothiazepin-Typ aus (22, 126). Der Name L-Typ ergibt sich aus der Eigenschaft der Strome
dieser Kanile, mit Bariumionen als Ladungstriger langsam zu inaktivieren, das heift, sie sind
,long lasting® (112). Die fiir die Thematik der Arbeit relevante Isoform ist der CaV1.2 L-Typ
Kanal. Im Myokard exprimiert (144), sind Kanile dieses Subtyps involviert in den Vorgang

der elektromechanischen Kopplung und somit der Herzkontraktion (44).

Plasmamembran @ \ T-Tubulus X @

Ca?t
ATPase

Kontraktion Kontraktion

Dihydropyridin-Rezeptor

Ryanodinrezeptor
mm P

Abbildung 2: schematischer Ablauf der elektromechanischen Kopplung

Aus Abbildung 2 wird deutlich, dass durch L-Typ-Strome initiierte Anderungen der intrazellu-
laren Ca®*-Konzentration obligat fiir den Ablauf der elektromechanischen Kopplung sind. Die
Kopplung zwischen elektrischem Stimulus und mechanischer Antwort erfolgt durch Calcium-
ionen: Depolarisation der Plasmamembran im Zuge eines Aktionspotenzials bedingt die Akti-
vierung spannungsabhingiger L-Typ Ca*"-Kanile, der sogenannten Dihydropyridin (DHP)-
Rezeptoren, in der Membran der T-Tubuli, woraufhin ein Ca*"-Einstrom entlang des Konzent-
rationsgradienten ins Zytosol erfolgt. Dieser Ca*'-Einstrom bewirkt in Herzmuskelzellen eine
Aktivierung der Ryanodin-Rezeptormolekiile, die Kanile 6ffnen, worauf Ca’"-Ionen durch

diese Kanile entlang ihres Konzentrationsgradienten vom sarkoplasmatischen Retikulum ins
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Zytosol stromend die Ca®-Konzentration dort erhohen. Als Folge binden Calciumionen an
Troponin C und die Kontraktion der Herzmuskelzelle wird eingeleitet. Bei Absinken der zyto-
solischen Ca”*-Konzentration bindet Troponin C nicht linger Calciumionen, Troponin I und
Tropomyosin lagern sich um, so dass Aktin nicht mehr mit Myosin interagieren kann und der
Muskel erschlafft. Das Absinken der zytosolischen Ca**-Konzentration ist bedingt durch eine
Wiederaufnahme von Ca*"-Ionen in die intrazelluliren Speicher durch die SR Ca**-ATPase 2a.
Gleichzeitig werden die Ca®*-Ionen mittels des Na/Ca*"-Austauschers und einer weiteren
Ca**-ATPase in der Plasmamembran aus der Zelle ausgeschleust und dadurch die niedrige

Ca”"-Ausgangskonzentration von < 10”7 M wieder hergestellt (44).

L-Typ Kanile bedingen zusitzlich das Ausmaf des Ca**-Plateaus wihrend eines Aktionspo-
tenzials in Kardiomyozyten. Dies wiederum besitzt Auswirkungen auf die Kontraktilitdt und
Reizleitung des Myokards und ermdglicht eine Anpassung an die aktuellen Leistungsanforde-
rungen des Organismus (44). Im Reizleitungssystem des Herzens, insbesondere im Sinus- und
Atrioventrikularknoten, sind L-Typ Ca’*-Kanile fiir die Aktionspotenziale verantwortlich -
anders als im Arbeitsmyokard, wo der schnelle Na'-Einwirtsstrom fiir die Anfangsphase des

Aktionspotenzials verantwortlich ist (95, 158).

2.4 Aufbau des in Herzmuskelgewebe exprimierten HVA
CaV1l.2 L-Typ Kanals

HVA Ca**-Kanile bestehen aus einer CaVa,-, CaVo,0-, CaVp- und in manchen Geweben
einer CaVy-Untereinheit (79) (Abbildung 3). Die CaVa,-Untereinheit bildet die Kanalpore
und ist verantwortlich fiir die lonenleitfahigkeit, agiert als Spannungssensor und ist Bindungs-
stelle fiir Ca’*-Kanal-spezifische Toxine und Medikamente. Die zytoplasmatische CaVp- so-
wie die extrazellulire CaVo,8-Untereinheit wirken modulierend auf die Ca**-Strom-
Eigenschaften und spielen fiir den Membrantransport der CaVa,;-Untereinheit vom endoplas-
matischen Retikulum zur Plasmamembran eine wichtige Rolle (15). Die CaVy-Untereinheit
wurde erstmals in Skelettmuskel-Ca**-Kanilen detektiert (19), ist aber auch Bestandteil neu-
ronaler Ca**-Kanile, wo sie fiir den Pathomechanismus der Epilepsie bzw. Ataxie Relevanz
hat (87). Bisher sind acht Isoformen der CaVy-Untereinheit bekannt (51), wobei aber die meis-
ten eher mit den Glutamat-Rezeptorkanidlen vom AMPA-Typ als mit spannungsabhéngigen
Ca’*-Kanilen assoziiert sind (24). Aktuell bestehen wenig Hinweise auf die Expression der
CaVy-Untereinheit in Kardiomyozyten (15), die Untersuchungsobjekt der hier dargestellten
Arbeit sind. Folglich wird auf die CaVy-Untereinheit nicht weiter eingegangen.
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Abbildung 3: schematischer Aufbau des HVA Ca®**-Kanals modifiziert nach Stotz et al. (143)

2.4.1 CaVajl.2-Untereinheit des L-Typ Ca®*-Kanals

Die CaVa,1.2-Untereinheit ist ein Protein von etwa 220 000 Dalton (104). Das CaVa,1.2-Gen
ist zahlreichen Spleiivorgingen unterworfen, die fiir die Feinregulierung der Kanaleigenschaf-
ten eine wichtige Rolle spielen (78, 164, 141). Wie in Abbildung 4 dargestellt, zeigt die CaV-
o;1.2-Untereinheit den typischen Aufbau eines spannungsabhingigen Kanals mit vier zuein-
ander dhnlichen Sequenzmotiven (I — IV) und einem langen zytosolischen Amino- bzw. Car-
boxylterminus (78). Die Motive I bis IV bestehen jeweils aus sechs Transmembransegmenten,
den a-Helices S1 bis S6, mit variablen Schleifen zwischen S5 und S6 und stehen iiber die in-

trazelluldren Schleifen L1 bis L3 miteinander in Verbindung.

Die CaVa,1.2-Untereinheit formt eine asymmetrische Pore hoher Ca**-Selektivitit. Diese wird
durch vier konservierte Glutamat-Reste vermittelt, die den Ionen-Selektivititsfilter zwischen
S5 und S6 jedes Motivs bilden (80, 103, 81). Das S4-Segment agiert als Spannungssensor und
initiiert eine Konformationsinderung, die die Offnung der Kanalpore ermdglicht (22). Im Be-
reich der LI1-Schleife befindet sich die AID (alpha interaction domain) der CaVa,1.2-
Untereinheit, welche eine hochaffine Bindung mit der alpha binding pocket (ABP) (siche
2.4.2.1.2) der CaVp-Untereinheit eingeht (43, 157). Die 18 konservierte Aminosduren um-
spannende AID enthilt einen Tryptophanrest, der entscheidend fiir die Bindung der CaV-
Untereinheit ist (86). Fiir die Modulation der Kanaleigenschaften durch zytoplasmatische
CaVp-Untereinheiten sowie den Transport der CaVa,1.2-Untereinheit zur Plasmamembran ist
diese Interaktion essentiell. Lediglich eine CaVB2-Variante, die membranassoziierte CaVp2-

N3 scheint auch ohne Interaktion mit der AID die Kanaleigenschaften modulieren zu kénnen,
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wihrend fiir den Transport der CaVa,1.2-Untereinheit zur Plasmamembran eine Interaktion

von CaVP2-N3 und AID wahrscheinlich notwendig ist (86).

lpore ] -.lPOFB || pore
| %) pore v R
CﬂVC(1 . [ ‘ o -\-._ L "l l S i M,'l_‘

J 1| K" ) : i

NH, [ \ m\/\.‘ linker

I-I1 linker /—\/ = COOH
[I-111 linker /

(L1
(L2)
CaVB

Abbildung 4: Aufbau der CaVo, 1.2-Untereinheit des L-Typ Ca**-Kanals mit ihren zugehérigen Unter-

einheiten modifiziert nach Storz et al. (143)

Die Oberflachenexpression der CaVa,;-Untereinheiten ist wahrscheinlich durch eine Reihe von
ER-Retentionssignalen beschrinkt. Die akzessorische CaVp-Untereinheit konnte iiber Bin-
dung an die AID eines dieser Signale abschirmen und auf diese Weise zum Transport der
CaVa,-Untereinheit zur Plasmamembran und zum korrekten Einbau der Kanalpore in die

Membran beitragen (7, 33).

Wihrend der ABP-AID-Komplex eine hochaffine Bindungsstelle darstellt (157), sind weitere,
weniger affine Interaktionsstellen der CaVp-Untereinheit beschrieben, zum Beispiel im Be-
reich der L1-Schleife der CaVa,-Untereinheit (160, 94). Jiingste Studien allerdings widerspre-

chen der Existenz einer weiteren Interaktionsstelle in der L.1-Schleife neben der AID (18).

2.4.2 CaVB2-Untereinheit des L-Typ Ca®*-Kanals

CaVp-Untereinheiten sind hydrophile Proteine, die keine Transmembrandominen besitzen
und intrazelluldr lokalisiert sind (119, 21). Bislang sind vier Subtypen bekannt (CaVp1-
CaVp4), die durch vier Gene kodiert werden und gewebespezifische Expressionsmuster zei-
gen (Tabelle 1). In Herzgewebe wird, wie aus Tabelle 1 ersichtlich, die CaVB2-Untereinheit
exprimiert und stellt somit die wesentliche mit der CaV-a,1.2-Untereinheit interagierende

CaVp-Untereinheit in diesem Gewebe dar.
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CaVp-Subtyp Expressionsort

CaVp1- Untereinheit Skelettmuskulatur, Hirn

CaV2- Untereinheit Herz, Hirn, glatter Muskel, Pankreas, Retina
CaV3- Untereinheit Hirn, glatter Muskel, Pankreas, Retina
CaVp4- Untereinheit Hirn

Tabelle 1: Gewebespezifische Expression von CaVp-Untereinheiten

modifiziert nach Birnbaumer et al. (11)

2.4.2.1 Aufbau der CaVB2-Untereinheit

Abbildung 5 zeigt den Aufbau der CaVp2-Untereinheit. Wie die ibrigen drei CaVp-
Untereinheiten ist sie aus drei variablen (V1, V2, V3) und zwei konstanten Regionen (C1, C2)

(43) aufgebaut.

Vi C1/SH3 V2 C2/NK V3
I 40090 A I

Abbildung 5: schematischer Aufbau der CaVp2-Untereinheit

Die einzelnen Regionen beinhalten verschiedene funktionelle Motive, hierunter die alpha bin-
ding pocket (ABP), eine hochaffine Interaktionsstelle der CaV- mit der CaVa,-Untereinheit
am distalen Ende der Nukleotidkinase (NK)-Doméne sowie die Src homology domain 3

(SH3)- und NK-Doménen (entsprechend C1 bzw. C2) (Abbildung 6).

V5

Vi

SH3 NK

Abbildung 6: Aufbau der CaVp2a-Untereinheit nach van Petegem et al, 2004.
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In Abbildung 6 markieren die gestrichelten Linien die variablen Regionen der CaV[2a-
Untereinheit, deren dreidimensionale Struktur bisher nicht bekannt ist. Die AID ist rot mar-

kiert.

2.4.2.1.1. SH3- und NK-Domanen der CaVB2-Untereinheit

SH3- (Src homology domain 3) und NK- Doménen sind typische Merkmale der Proteinfamilie
der membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUK). CaVp2-Untereinheiten teilen struktu-
relle Merkmale mit den MAGUK, besitzen aber gleichzeitig auch relevante Unterschiede,
beispielsweise eine unterschiedliche Orientierung der SH3- und NK-Doménen; auch fehlen
einige essentielle MAGUK-Doménen (155, 26). SH3-Doménen binden typischerweise an
kurze Prolin-reiche Sequenzabschnitte (98), allerdings fehlen dieser Doméne sowohl bei den
MAGUK als auch den CaVp2-Untereinheiten die in der klassischen SH3-Doméne zur Ligan-
denbindung notwendigen aromatischen Aminosaurereste. Zusatzlich ist im CaVp2-Protein der
entsprechende Sequenzabschnitt durch die a2-Helix blockiert (149, 100) und steht fiir die Bin-

dung eines weiteren Proteinpartners wahrscheinlich nicht zur Verfiigung.

Die Nukleotidkinase-Doméne der MAGUK ist homolog zu derjenigen der Guanylatkinasen
und vermittelt die Bindung von Guanosinmonophosphat (GMP), jedoch fehlen ihr die essen-
tiellen Subdoménen, die die enzymatische Funktion bedingen (149): So fehlt die -Faltblatt-
Struktur, die als Nukleotidkinasesubdomine bei den MAGUK die GMP-Bindung bewirkt. Des
Weiteren verdecken zwei CaV[p2-Schleifen Teile der GMP-Bindungsstelle (155). Somit
scheint die Nukleotidkinase-Doméne der CaVp2-Untereinheiten ihre Féhigkeit zur Bindung

von Nukleotiden und zur enzymatischen Aktivitdt verloren zu haben.

Nix et al. (111) berichten von einer intramolekularen und in geringem Malle auch einer inter-
molekularen Interaktion der SH3- und NK-Doménen der MAGUK, obwohl die NK-Doméine
keine Prolin-reichen Sequenzen enthilt, wie sie normalerweise fiir eine SH3-Bindung bendtigt
werden (99). Anhand der Kristallstruktur von PSD-95 (postsynaptic density-95), dem Prototyp
eines MAGUK-Proteins, zeigten McGee et al. (101), dass die B-Strdnge der SH3-Doméne
nicht kontinuierlich aufeinander in der Aminosauresequenz folgen, sondern einer der Stringe
hinter der NK-Domine lokalisiert ist. Diese B-Stringe bilden zwei Subdoménen, die sich in
einer intra- oder intermolekularen Form zusammenlagern konnen, um die SH3-Faltung zu
vervollstandigen. Somit betrifft die SH3-NK-Interaktion nicht zwei unabhéngige Doménen,
sondern ist Teil des Faltungsprozesses der SH3-Doméne. Die Cl- und C2-Dominen der
CaVp-Untereinheiten lagern sich auf sehr dhnliche Weise zusammen, was auf eine intra- und

intermolekulare Interaktion dieser Untereinheiten hindeutet (101).
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MAGUK sind Scaffolding-Proteine, die intrazelluldre Signaltransduktionswege durch zahlrei-
che Protein-Protein-Interaktionen ermdglichen (68). Dabei scheint insbesondere die zweite
variable Region, die sogenannte Hook-Region, ein wichtiger Regulator zu sein und koénnte

auch in den CaVf-Untereinheiten eine dhnliche regulatorische Funktion erfiillen (42, 115).

2.4.2.1.2. Interaktionsstellen der CaVB2-Untereinheit mit der CaVa;-
Untereinheit

2004 verdffentlichten drei Arbeitsgruppen (155, 26, 114) die Kristallstrukturen der konstanten
Regionen der CaVp-Untereinheit. Dabei zeigte sich, dass eine bestimmte 41 Aminosduren
umfassende Region, genannt BID (B-interaction domain) (40), von der man eine Interaktion
mit der AID der CaVa,;-Untereinheit annahm, vollstindig im Zentrum der NK-Doméne einge-
schlossen war und somit nicht die entsprechende Interaktionsstelle sein konnte. Kristallstruk-
turanalysen des CaVB-AID-Komplexes enthiillten eine Bindung der AID in einer konservier-
ten, tiefen Tasche am distalen Ende der CaVB-NK-Doméne, der bereits oben erwéhnten o-

binding pocket (ABP).

Van Petegem et al. (156) nennen weitere potentielle Interaktionsstellen der CaV- und CaVa,-
Proteine. Eine befindet sich beispielsweise in einer Tasche zwischen der SH3- und der GK-
Domine. Auch die variablen Regionen der CaV-Untereinheit sind wahrscheinliche Kandida-

ten fir eine Interaktion mit der CaVa,;-Untereinheit.

In Bezug auf die Interaktion zwischen CaVa,;- und CaVp-Untereinheit ist bisher nicht gekléart,
ob sie in einem Verhiltnis von 1:1 stattfindet oder ob mehrere CaVB-Untereinheiten an eine
CaVo,-Untereinheit binden. Eine Studie von Dalton et al. (35) deutet darauf hin, dass eine
einzige CaVp-Untereinheit fiir die regelrechte Kanalfunktion einer CaVa,-Untereinheit ausrei-
chend ist, was aber die parallele Kanalmodulation durch mehrere CaV-Untereinheiten nicht

ausschlief3t.

Bisher fand sich kein Hinweis auf eine strikte Assoziation einer bestimmten CaVa,;- und einer
CaVp-Untereinheit (22). Nach welchen Regeln die Zusammenlagerung dieser Untereinheiten
in vivo erfolgt und welche Kombinationen vorliegen bzw. ausgeschlossen sind, ist noch Ge-

genstand der Forschung.

2.4.2.2 Funktion der CaVB2-Untereinheit

Eine Bindung der CaVp2-Untereinheit an die CaVa,;1.2-Untereinheit moduliert die Kanal-
funktion, indem sie eine Verschiebung des Schwellenpotenzials zu hyperpolarisierenden Po-

tenzialen bewirkt, wodurch die Kanal6ffnung erleichtert und die Inaktivierungs- und Aktivie-
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rungseigenschaften des Kanals verdndert werden (43). Zusétzlich zu diesen modulatorischen
Eigenschaften spielt die CaVp2-Untereinheit eine Rolle beim Transport der CaVa,l.2-
Untereinheit zur Membran (127). Ob die Modulation der Kanalfunktion getrennt von der Re-
gulierung des Membrantransports {iber unterschiedliche Interaktionsstellen gesteuert wird, ist
nicht geklirt (94, 86, 18). Des Weiteren spielt die CaVB2-Untereinheit eine Rolle in Bezug auf
Apoptosevorginge in Kardiomyozyten (25), Zelltod (32), adrenerge Regulation der L-Typ
Ca**-Strome (52) und Modulation der Ca**/Calmodulin abhingigen Kinase II-Aktivitit (CaM-
KII) (57).

Die CaVp2-Untereinheit unterliegt einer posttranslationalen Phosphorylierung durch verschie-
dene Kinasen, beispielsweise durch die Ca*/Calmodulin abhingige Kinase II. 2006 konnten
Grueter et al. (57) zeigen, dass CaMKII an die CaVB2-N3-Untereinheit bindet und bevorzugt
den Threoninrest 498 phosphoryliert, was sich auf die Modulation der Ca**-Stréme auswirkt.
Die jiingste Publikation von Yang et al. (169) gibt Hinweis auf eine Proteinkinase G-
abhingige Phosphorylierung der CaVp2-Untereinheit mit Auswirkung auf die Ca’*’-Kanal-

Inaktivierung.

Eine aktuelle Veroffentlichung von Hullin et al. (73) weist auf eine Rolle der CaV[2-
Untereinheit hinsichtlich der Pathophysiologie kardialer Erkrankungen hin. Hullin et al. konn-
ten zeigen, dass die Expressionsrate von CaVB-Untereinheiten bei physiologischen sowie pa-
thophysiologischen Vorgéngen im Hinblick auf die Regulation von L-Typ Ca’"-Kanilen
(LTCC) eine entscheidende Rolle spielt. Sie wiesen eine gesteigerte Expression von CaVf2-
Isoformen bei bestehender Herzinsuffizienz nach, welche eine fiir diese Erkrankung pa-
thognomonische Erhohung der Einzelkanalaktivitidt bedingen. Hullin et al. (73) fanden eine
erhohte Expression nicht allein fiir eine bestimmte Spleifivariante, was auf eine Verschiebung
des physiologischen Expressionsverhiltnisses der Spleilvarianten hindeuten wiirde, sondern

fiir alle untersuchten CaVp2-SpleiBvarianten (CaVB2-N1, -N2, -N3, -N4).

Aufgrund der oben beschriebenen Modulation des L-Typ Ca*-Kanals sollten CaVp2-
Untereinheiten auch Effekte auf die Wechselwirkungen des Kanals mit Ca®*"-Kanalblockern
haben; so binden Blocker vom Dihydropyridin-Typ, wie beispielsweise Nifedipin (Adalat®),
bevorzugt an inaktivierte Ca**-Kanile. IThre Fahigkeit, die Kanile zu blockieren, wird indirekt
durch die CaVp2-Untereinheiten beeinflusst, aufgrund deren unterschiedlicher Effekte auf die
Inaktivierung des Kanals (6, 84, 163, 171).



16 Einleitung

2.4.2.3 CaVa,d-Untereinheit des L-Typ Ca®*-Kanals

Die CaVa,-Untereinheit ist ein extrazellular lokalisiertes Membran-assoziiertes Protein, wel-
ches durch eine Disulfidbriicke mit der CaV§-Untereinheit, einem integralen Membranprotein,
in der Membran verankert ist. CaVa,- und CaVé-Untereinheit werden durch eine gemeinsame
mRNS kodiert. Die reifen Proteine entstehen durch posttranslationale Proteolyse und bleiben

iiber eine Disulfidbriicke kovalent miteinander verkniipft (22).

Die CaVa,5-Untereinheit spielt fiir die Funktion des L-Typ Ca**-Kanals nur eine untergeord-
nete Rolle (22). Sie fiihrt unter anderem zu einer Erh6hung funktionaler Kanile in der Mem-

bran, allerdings in wesentlich geringerem MaB3e als die CaVp-Untereinheit (69, 71, 88).

2.5 Bedeutung des HVA L-Typ Ca’*-Kanals fiir die

embryonale Herzentwicklung

In embryonalen Herzen sind die intrazelluliren Ca*"-Speicher noch nicht vollstindig ausgebil-
det und L-Typ Ca”"-Stréme tragen proportional mehr zur elektromechanischen Kopplung bei
als im adulten Herz (16, 123). Das embryonale Herz ist deshalb im Vergleich zum adulten
Herz wesentlich stirker von extrazellulirem Ca*'-Influx abhingig, um seine Kontraktilitit
aufrechtzuerhalten. In Entwicklungsstadien des (Maus-) Herzens, in denen die Pumpfunktion
des Herzens hinsichtlich des benétigten Blutflusses fiir das weitere Wachstum und Uberleben
des Embryos bestimmend wird, sind L-Typ Ca**-Kanal-Strome lebensnotwendig. Zuvor wird
der Embryo durch passive Diffusionsvorginge versorgt. L-Typ Ca*"-Kanal-Strome beeinflus-
sen ebenfalls das Herzwachstum in Bezug auf die Entwicklung von Form und Funktion der

Herzkammern und die Reifung des GefaBBsystems (131, 162).

L-Typ Ca’"-Kanile scheinen ab Embryonaltag (E)11.0 im embryonalen Mausherz gut entwi-
ckelt zu sein. lhre biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften gleichen sehr
denen der Kanile neonataler und adulter Herzen; so existiert beispielsweise die typische Ca'-
abhéngige Inaktivierung bereits in diesen frithen Entwicklungsstadien (36). Im Verlauf der
Embryonalentwicklung steigt die L-Typ Ca’"-Kanal-Dichte im Vergleich zum Anstieg der
Anzahl an Na'-Kanilen nur moderat an. Dies ldsst vermuten, dass L-Typ Ca*"-Kanile in frii-
hen Entwicklungsstadien eine vorherrschende Rolle fiir die Erregungsbildung in Kardiomyo-
zyten spielen (36). In Knock-out-Tiermodellen von Maus fiir die CaVa,1.2- und die CaV[2-

Untereinheiten, den im Herzen vorwiegend exprimierten Untereinheit-Subtypen des L-Typ
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Ca*-Kanals, wurden die Folgen des Ausfalls in mehreren Verdffentlichungen beschrieben

(sieche 2.5.1 und 2.5.2.).

2.5.1 Rolle der CaVa;-Untereinheit in der embryonalen

Herzentwicklung

So beeintrachtigt die gezielte Ausschaltung des CaVa,;1.2-Gens von Maus liberraschend nicht
die friihe embryonale Herzfunktion und —morphogenese. Die Herzen solcher CaVa,1.2-
defizienter Embryonen kontrahieren an E12.5 mit identischer Frequenz im Vergleich zu hete-
rozygoten Herzen oder Herzen von Wildtyptieren und besitzen dieselben elektrophysiologi-
schen Eigenschaften. Allerdings sterben die CaVa,l.2-defizienten Embryonen vor E14.5
(136).

2003 zeigten Xu et al. (166) in diesen CaVa,1.2-defizienten Tieren einen kompensatorischen
Anstieg des CaV1.3, in geringerem Malle auch des CaV1.1 und CaV3.1. Im Rahmen der Pub-
likation wurde das Expressionsverhiltnis spannungsabhingiger Ca’*-Kanile zu verschiedenen
Zeitpunkten der Embryonalentwicklung beschrieben. Es stellte sich in Bezug auf die L-Typ
Kanile heraus, dass in friihen Embryonalstadien Transkripte von CaV1.1, CaV1.2 und CaV1.3
in relativ dquivalentem Verhéltnis koexprimiert werden. Ab E12.5 und insbesondere ab E14
erfolgt jedoch ein rascher Anstieg der CaV1.2-Expression, wiahrend die Expression der ande-
ren Kanal-Subtypen kaum zunimmt. Bis zu diesem Zeitpunkt scheint eine kompensatorische
Uberexpression insbesondere von CaV1.3 das fehlende CaV1.2-Protein in gewissem Maf
ersetzen zu konnen. Diese Kompensation geniigt ab E14 nicht mehr, um die fiir die weitere
Entwicklung an Relevanz zunehmende physiologische Pumpfunktion aufrecht zu erhalten,

weshalb die Embryonen zu diesem Zeitpunkt absterben.

2.5.2 Rolle der CaVB2-Untereinheit in der embryonalen

Herzentwicklung

Einen anderen Ansatz zur Evaluierung der Rolle von HVA Ca**-Kanilen fiir die embryonale
Herzentwicklung wiahlten Weissgerber et al. (162). Um die kompensatorische Substitution
einer CaVa,-Untereinheit durch eine andere zu vermeiden, verwendeten sie ein CaV[2-
Knock-out-Modell als Versuchsansatz, um eine signifikante Reduktion der L-Typ Ca*"-Stréme

zu erreichen.

An E9.5 beginnt das Herz von Wildtyptieren regelmifBig zu schlagen und die L-Typ Ca*'-
Stromdichte steigt von E9.5 auf E10.5 stark an. Wie Weissgerber et al. zeigten, fiihrt ein
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CaVPB2-/- Genotyp zu reduzierten L-Typ Ca’’-Strémen ab E9.5 mit in Folge verminderter
Herzkontraktilitit bzw. Herzfrequenz. Dies hat eine fehlerhafte bis ausbleibende Reifung des
intra- und extrakardialen GefaB3systems zur Folge, welche normalerweise durch den beginnen-
den Blutfluss stimuliert wird. Die Gefaffehlbildungen entstehen sekundédr durch Pumpversa-
gen und sind nicht direkt durch das Fehlen der CaVB2-Untereinheit in den vaskulédren Zellen
bedingt, da nach Kardiomyozyten-spezifischer Ausschaltung des CaVB2-Gens derselbe Phi-
notyp zu beobachten ist. Die Embryonen sterben an E10.5 aufgrund von Herzversagen mit
konsekutivem Perikarderguss infolge der funktionellen Herzinsuffizienz. Die Zellmorphologie

der Kardiomyozyten an sich ist intakt.

Eine aktuelle Arbeit von Nguemo et al. (110) weist auf die Notwendigkeit zunehmender
CaV1.2-Dichte fiir die Ausbildung der Ca*"-abhiingigen Kanalinaktivierung wihrend der
Embryonalentwicklung hin. Hierbei beschleunigt sich die schnelle, Ca*"-abhingige Inaktivie-
rung aufgrund einer im Verlauf der Entwicklung steigenden subsarkolemmalen Ca®'-
Konzentration von frithen zu spédten Embryonalstadien, wahrend die langsame, spannungsab-
hingige Inaktivierung unveréndert bleibt. Da die Kanaloffenwahrscheinlichkeit ebenfalls un-
verdandert ist, liegt nahe, dass die erhohte subsarkolemmale Ca**-Konzentration durch eine
erhohte Zahl an L-Typ Ca**-Kanilen zustande kommt. Auch hier ist zu vermuten, dass die
CaV2-Untereinheit eine wichtige Rolle in der Initiilerung und Aufrechterhaltung verstérkter

Membranexpression der CaVa,-Untereinheit spielt (siche 2.4.1).

2.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Forschungsarbeit war primér die Identifikation der in Mausherz exprimier-
ten CaV[f2-SpleiBvarianten. Insbesondere die N-terminale Region der CaVP2-Untereinheit ist
alternativen Spleivorgéngen unterworfen. Fiir diese Region sind bereits mehrere CaV[(2-
Isoformen beschrieben (Perez-Reyes, 72, 96, 1, 50), deren Vorkommen sowie spezifische

Funktion in Mausherzgewebe bisher weitgehend ungeklart ist.

Mittels Western Blot mit einem Antikdrper gegen das CaVp2-Protein konnte beobachtet wer-
den, dass sich das elektrophoretische Verhalten der CaVp2-Proteine wiahrend der Entwicklung
verdandert (Abbildung 7). Inwieweit hierbei Spleilivorgidnge und/oder posttranslationale Modi-
fikationen eine Rolle spielen war allerdings unklar. Die Verdnderungen sind nicht auf fehlende
Spezifitdt und Sensitivitdt des Antikorpers zuriickzufiihren, der zuvor mittels Proteinfraktionen
von CaVp2-defizienten Tieren rigoros validiert wurde (162). Bei Auswertung der CaVp2-

Expression in adultem Herz (vier Monate alter Miuse), embryonalem Herz (E (Embryonal-
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tag)11.5, E12.5, E13.5, E14.5 und E17.5), neonatalem Herz (PO) und Herzen von 7 Tage (P7)
und 28 Tage alten Méusen (P28) zeigten sich an den Zeitpunkten E17.5, PO und P7 zwei
CaVp2-Proteine von ~ 69 und ~74 kDa. Mit steigendem Alter der Maus beobachtete man eine
Umstellung des vom Antikorper erkannten Proteinmusters vom ~74 kDa-Protein, das in der
frithen Embryonalentwicklung des Herzens dominiert, zu einem ~69 kDa-Protein, das in den
postnatalen Stadien und insbesondere an P28 am deutlichsten erkannt wird. Offensichtlich

werden verschiedene CaV2-Proteine exprimiert (Abbildung 7).

%, ‘o,l/‘oc,cj‘o
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Abbildung 7: Western Blot mit mikrosomalen Proteinfraktionen isoliert aus Herzgewebe von Mausen
unterschiedlicher Altersstufen (adult, erwachsene Maus - circa vier Monate; PO, am Tag der Geburt;

P7 und P28, sieben bzw. 28 Tage nach der Geburt)

Im Rahmen hier vorgestellter Forschungsarbeiten wurden fiinf Ziele verfolgt:

e Analyse der in Mausherzgewebe vorhandenen CaVf2-Spleiflvarianten

Der Schwerpunkt lag hierbei auf der Identifikation einer fetalen bzw. neonatalen CaVp2-
Spleifvariante sowie der Bestimmung des Expressionsverhéltnisses der in Herzmuskelzel-
len vorhandenen CaVp2-SpleiBvarianten wéhrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien.
Dieses Forschungsziel wurde mittels der Erstellung von cDNS-Bibliotheken und nachfol-

gendem Screening mit spezifischen Hybridisierungssonden angegangen.

e Nachweis der CaVp2-SpleiBvarianten in isolierten Kardiomyozyten

Um die Existenz der mit Hilfe der cDNS-Bibliotheken isolierten CaVB2-Spleiflvarianten
in Kardiomyozyten zu bestétigen, wurden PCR mit isolierten Kardiomyozyten durchge-
fiihrt. Zusétzlich erfolgte die Untersuchung auf das gleichzeitige Vorkommen mehrerer

Spleifivarianten in einer Herzmuskelzelle.
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Rekonstitution des Bandenmusters des - in Abbildung 7 gezeigten - Western Blots

Die in Herzmuskelgewebe identifizierten Spleifivarianten sollten exprimiert und im Wes-
tern Blot analysiert werden, um zu untersuchen, ob diese Proteine das durch mikrosomale

Proteinfraktionen von Mausherz erhaltene Bandenmuster rekonstituieren konnen.

Interaktion nativer CaV2-Spleiflvarianten

Des Weiteren erfolgte die Untersuchung der Interaktion von CaVp2-Spleiflvarianten auf
Proteinebene. Durch Anwendung zweier unabhiangiger Methoden, von Co-
Immunoprézipitation und Protein-Cross-Linking, sollte eine mogliche Interaktion zwi-

schen nativen CaVB2-Spleiflvarianten nachgewiesen werden.

Funktionelle Charakterisierung der CaVp2-Spleiflvarianten

Um ihren Einfluss auf die Funktion des Ca**-Kanals zu untersuchen, wurden die CaVB2-
SpleiBvarianten mit der CaVo, 1.2-Untereinheit koexprimiert und L-Typ Ca*"-Stréme e-
lektrophysiologisch untersucht. Dabei sollte gepriift werden, ob sich die Anderungen des
Expressionsverhéltnisses der Spleilvarianten auf die Kanaleigenschaften auswirken. E-
benfalls sollten die Auswirkungen der gleichzeitigen Wirkung zweier CaVp2-

SpleiBvarianten auf die Ca®*-Kanalfunktion betrachtet werden.

Klonierung der CaVa, 1.2-Untereinheit

Die Klonierung der CaVa,1.2-Untereinheit von Maus war Voraussetzung fiir die  elekt-
rophysiologischen Messungen sowie die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen

und damit ebenfalls Teil der Ziele dieser Arbeit.

In vivo-Betrachtungen des CaVp2-vermittelten Membrantransports der CaVa,l.2-

Untereinheit

Zusétzlich zu den Untersuchungen der entwicklungsspezifischen Verdnderungen des Ex-
pressionsmusters des CaVB2-Proteins sollten abschlieend fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen zur in vivo-Betrachtung der Interaktion von CaVp2- und CaV-a,1.2-

Untereinheit begonnen werden.

Entsprechend dieser Ziele sind die Ergebnisse in drei Teilen, Kapitel 4.1, 4.2 und 4.3, zusam-

mengefasst.

Das Kapitel 4.1 (Teil 1) beschreibt die Identifizierung, Klonierung und funktionelle Expressi-

on von CaVf2-Varianten in Herz von Maus.

Das Kapitel 4.2 (Teil 2) umfasst die gezielte Klonierung von Volllingen-cDNS, die fiir die

Varianten der CaVa,1.2-Untereinheit in Mausherz kodieren. Die einzelnen Sequenzen werden
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hinsichtlich alternativ gespleifiter Exonabschnitte charakterisiert und im Kontext bekannter

Sequenzen diskutiert.

Das Kapitel 4.3 (Teil 3) zeigt erste Experimente und Vorgehensweisen, die zur Charakterisie-
rung der CaVa,;1.2-CaVp2-Interaktion in vivo durchgefiihrt wurden und deren Fortsetzung fiir
die Zukunft geplant ist.
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3

Material und Methoden

Losungen, Puffer und Medien, die in den hier durchgefiihrten Experimenten verwendet wur-

den, sind am Ende des Kapitels 3 in Abschnitt 3.5 aufgelistet.

3.1 Klonierungsexperimente

3.1.1 Bakterienstamme

3.1.1.1 Genotyp und Eigenschaften

E.coli XL1-Blue (Stratagene)

recAl end Al gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proAB lacl ZAM15 Tnl0
(Tetr)]

XL1-Blue ist geeignet fiir das Blau-Weil-Screening (B-Galaktosidase-Abbau) rekombi-
nanter Plasmide und fiir Routineklonierungen mit Verwendung von Plasmiden oder A-
Vektoren. Der Stamm ist Tetrazyklin-resistent und Endonuklease-defizient, was die Quali-
tit der MiniPrep-DNS erhoht, sowie Rekombinations-defizient, was die Stabilitit des In-
serts im Vektor erhoht.

ElectroMAX™ DHI10B™ Cells (Invitrogen)

F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15AlacX74recAlendAl a-
raD139A(ara,leu)7697 galU galK A- rpsL nupG

Dieser Bakterienstamm kann nur mittels Elektroporation und nicht mittels Hitzeschock
transformiert werden. Er ist sowohl zur Klonierung prokaryoter als auch eukaryoter DNS
geeignet. Auch ein Blau/Weil3-Screening ist moglich. Die Zellen wurden bereits im kom-

petenten Zustand erworben und konnten direkt zur Transformation eingesetzt werden.

3.1.1.2 Aufbewahrung

Zur Aufbewahrung wurden die Stimme, ausgebracht auf Luria-Bertani (LB)—Platten oder als

dicht bewachsene Fliissigkultursuspensionen in Glasréhrchen, bei 4 °C bis zu mehreren Wo-
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chen gelagert. Sowohl die Platten als auch das Fliissigmedium enthielten 50 pg/ml bzw. 100
pg/ml Ampicillin.

Bei langfristiger Aufbewahrung wurde 1 ml der Fliissigkultursuspension bei 3500 rpm drei
Minuten zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, das Bakteriensediment in 1 ml Bakterienla-

germedium resuspendiert und bei -20 °C gelagert.

Eine andere Moglichkeit der Aufbewahrung iiber mehrere Monate war das Versetzen der Fliis-
sigkultursuspension mit einem &quivalenten Volumen einer LB/Glyzerol-Suspension und

anschliefende Lagerung bei — 80 °C.

3.1.1.2.1. Antibiotika

o Ampicillin
Ampicillin hemmt die Synthese der bakteriellen Zellwand durch Blockierung des Enzyms
D-Alanin-Transpeptidase; es wirkt bakterizid und ist ein hdufig verwendetes Selektions-

mittel. Nur diejenigen Bakterienzellen kdnnen iiberleben, die bei der Transformation den

Vektor aufgenommen haben, der die Ampicillin-Resistenz (B-Lactamase-Gen) tragt.

Ampicillin wurde in einer Endkonzentration von 50 ug/ml bzw. 100 pg/ml den jeweiligen

Nihrmedien zugesetzt. Ampicillin-Aliquots wurden bei -20 °C gelagert.
o Chloramphenicol

Chloramphenicol hemmt die bakterielle Proteinbiosynthese. Es findet keine Zellteilung
mehr statt. Da die Transkription nicht inhibiert wird, werden die in den Zellen vorhande-
nen Plasmide noch einige Zeit weiter amplifiziert, so dass ihre Zahl pro Zelle ansteigt
(Clewell et al. (31)). Dies wurde zur VergroBerung der Signale beim Screening der cDNS-

Bibliotheken ausgenutzt.

Den Nédhrmedien wurde Chloramphenicol als Losung (100 mg/ml in 100 % Ethanol) in
einer Endkonzentration von 100 pg/ml zugegeben. Aliquots dieser Losung wurden, wie

auch fiir Ampicillin beschrieben, bei -20 °C gelagert.

3.1.1.3 Bestimmung der Zelldichte

Mit jeweils 1 ml der Bakteriensuspension wurden Triibungsmessungen durchgefiihrt. Die Pro-
ben wurden im Ultrospec3000-Photometer (Pharmacia Biotech) bei 578 nm in 1 ml-

Kunststoff-Kiivetten gegen LB-Medium gemessen.
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3.1.1.4 Herstellung kompetenter Bakterienzellen

Kompetente Zellen besitzen die Fahigkeit fremde DNS, beispielsweise Plasmide, aus der Um-

gebung aufnehmen zu kénnen.

3.1.1.4.1. Herstellung kompetenter Zellen zur Hitzeschock-

Transformation

Es wurde die TSS-Puffer-Methode (nach Chung und Miller (29, 30)) verwendet, um kompe-
tente Zellen zur Hitzeschock-Transformation zu erzeugen. Die Zellen werden bei diesem Ver-
fahren mit 50 mM MgCl,-Lésung behandelt. Durch diesen Uberschuss an Magnesiumionen
wird die Zellmembran durchléssiger, die Aufnahmefahigkeit fiir Fremd-DNS steigt. Der da-

hinter stehende Mechanismus ist bisher nicht geklért.

Nach Selektion einer einzelnen E.coli XL1-Blue-Kolonie und Uberfithrung in ein 5 ml LB-
Medium enthaltendes Glasrohrchen, wurde eine Bakteriensuspension durch Schiitteln bei
37 °C iiber etwa 16 Stunden erzeugt. 1 ml dieses Ansatzes wurde in einen 500 ml Erlenmeyer-
Kolben (gefiillt mit 100 ml LB-Medium) pipettiert und im Schiittelinkubator bis zu einer opti-
schen Dichte von 0,5-0,6 (bei 578 nm) belassen. Nach Erreichen der gewiinschten Dichte er-
folgte eine Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 6000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde
dekantiert und das Sediment in 15 ml TSS-Puffer auf Eis resuspendiert. Die Suspension ver-
teilte man in 0,3 ml—Portionen auf im Eisbad vorgekiihlte Reaktionsgefifie, anschlieBend wur-

den diese mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C autbewahrt.

3.1.1.4.2. Herstellung kompetenter Zellen zur Transformation durch

Elektroporation

Die hier verwendeten ElectroMAX™ DH10B™ Cells (Invitrogen) wurden bereits im kompe-

tenten Zustand erworben und konnten direkt zur Transformation eingesetzt werden.

3.1.1.5 Transformation kompetenter Zellen

Man bezeichnet die Aufnahme von freier DNS durch Bakterien als Transformation. Im Labor
wird die Transformation im Sinne von Plasmidaufnahme in die Zelle gezielt mittels Hitze-

schock oder Elektroporation induziert.

Ein so iibertragenes Plasmid wird stabil innerhalb der wachsenden Bakterienkolonie vererbt
und kann durch Marker, wie beispielsweise eine neu erworbene Antibiotikaresistenz, nachge-

wiesen werden.
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3.1.1.5.1. Hitzeschocktransformation

Zum Ligationsansatz (20 pl, 3.1.3.6.3) wurden auf Eis 300 pl der Suspension kompetenter
Zellen (von -80 °C aufgetaut auf Eis) zugegeben und fiir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Da-
nach wurde der Ansatz fiir eine Minute in ein 42 °C warmes Wasserbad iiberfiihrt, erneut zwei
Minuten auf Eis gekiihlt, mit 900 pul LB-Medium versetzt und eine Stunde unter Schiitteln bei
37 °C inkubiert. Ein Aliquot von 150 pl wurde auf einer LB-Agar-Platte mit einem Glasspatel
ausgestrichen, der librige Ansatz fiir drei Minuten bei 3500 rpm zentrifugiert, ein GroBteil des
Uberstands dekantiert und das Sediment im iibrigen Medium resuspendiert. Diese Suspension
wurde ebenfalls auf einer LB-Agar-Platte homogen verteilt. Die Platten enthielten ein Antibio-
tikum (Ampicillin), um das Wachstum nichttransformierter Bakterien zu unterdriicken. Um
ausreichend groB3e Kolonien zu erhalten, wurden die Platten 16 Stunden bei 37 °C im Brut-
schrank inkubiert. Die Effizienz der Transformation lag bei 9 x 10°-2 x 10" unabhingigen

Kolonien je pg Plasmid-DNS.

3.1.1.5.2. Transformation durch Elektroporation

20 pl der Suspension kompetenter Zellen wurden mit 1 pl des Ligationsansatzes (Gesamtvo-
lumen des Ligationsansatzes hier 5 pl; da nach Ethanol-Prézipitation des eigentlichen Ligati-
onsansatzes dieser in 5 ul H,O resuspendiert wurde) in einem Reaktionsgefal auf Eis inku-
biert und der gesamte Inhalt in eine 1 mm-Elektroporationskiivette (Peqlab) iiberfiihrt. Die
Elektroporation erfolgte mit einem BioRad Gene-Pulser bei 1.8 kV, 100 Q und 25 pF. Nach
Zugabe von 1 ml SOC-Medium zu den elektroporierten Zellen und Inkubation bei 37 °C fiir
eine Stunde im Bakterienschiittler erfolgte das Ausbringen der Bakteriensuspension auf LB-

Agar-Platten mit Ampicillin.

3.1.2 Vektoren

Ein Vektor stellt ein Transportvehikel zur Ubertragung von Fremd-DNS in eine lebende Em-
pfiangerzelle dar. Vektoren konnen unterschiedlichen Art sein, beispielsweise Plasmide, Cos-

mide, YACs oder virale Vektoren. Im Weiteren sind nur die Plasmidvektoren von Relevanz.
e pBluescript

Der pBluescript ist ein Vektor von 2961 bp Linge und geeignet fiir DNS-
Klonierungsexperimente, DNS-Sequenzierung, in vitro-Mutagenese und in vitro-
Transkription. pBluescript KS bzw. SK unterscheiden sich in der Orientierung ihrer mul-

tiple cloning site (MCS). (+) und (-) zeigen die Orientierung der cloned phage fl interge-
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nic (IG) region auf, welche die benétigten Sequenzen fiir Start- und Endpunkt der Phagen
f1 DNS Synthese und des Verpackens der Bakteriophagenpartikel beinhaltet.

e pCAGGS M2 /pCAGGS Ml

Der pCAGGS-Vektor von 4828 bp Lénge besitzt einen B-actin Promotor, welcher die be-
sondere Eigenschaft hat, dass fiir Proteine kodierende DNS, in diesen Vektor kloniert, un-
ter anderem auch in nativen Kardiomyozyten transkribiert und translatiert werden kann.
Dies ist mit Vektoren, welche beispielsweise einen CMV-Promotor besitzen, nicht mog-
lich. Die pCAGGS_M1 bzw. -M2-Vektoren unterscheiden sich voneinander in Bezug auf
die Sequenzen ihrer MCS, die den Verdau durch verschiedene Restriktionsenzyme ermdg-

licht.

Alle cDNS-Sequenzen zu exprimierender Proteine dieser Arbeit wurden in pCAGGS-

Vektoren dargestellt.
e  pcDNA II (Invitrogen)

Dieser Klonierungsvektor von 3013 bp Lénge besitzt einen dem pBluescript sehr &hnli-
chen Aufbau mit einer groBen MCS, einem Ampicillinresistenz- und LacZ-Gen sowie ei-

nem F1-origin und T7-Promotor.

In dieser Arbeit wurde der Vektor zur Herstellung der cDNS-Bibliotheken verwendet.

3.1.3 Isolierung, Reinigung und Charakterisierung von

Nukleinsauren

3.1.3.1 Isolierung von Ribonukleinsauren

In Bezug auf die Arbeit mit Ribonukleinsduren (RNS) miissen besondere Vorsichtsmafinah-
men getroffen werden, da die RNS degradierenden Ribonukleasen ubiquitir vorhanden sind.
Aufgrund der besonderen Stabilitit der Ribonukleasen wurden alle Glaswaren vor Verwen-
dung bei 250 °C fiir mindestens acht Stunden hitzesterilisiert und alle anderen Gerite soweit
moglich autoklaviert. Zusétzlich wurden ausschlieBlich RNase-freie Losungen verwendet und

Handschuhe getragen.

Mittels der modifizierten Guanidinthiocyanat (GTC)/ Phenol-Methode (urspriinglich nach
Chirgwin et al. (28)) wurden die bei Extraktion der RNS im Gewebe vorhandenen Ribo-

nukleasen schnellstmoglich inaktiviert und somit der RNS-Abbau verhindert.
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3.1.3.1.1. Isolierung der Gesamt-RNS aus intaktem Gewebe

e Homogenisieren: Frisch prépariertes Gewebe wurde zuerst in fliissigem Stickstoff schock-
gefroren oder direkt weiterverarbeitet. Es erfolgte die Zugabe von peqGold RNAPure
(PeqLab; 1 ml pro 50-100 mg Gewebe). Die Suspension wurde mit Hilfe eines Polytron

bzw. im Potter-Elvehjem-Glas-Teflonhomogenisator homogenisiert.

e  Phasentrennung: Um die Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewihrleisten, wurde
die Suspension fiinf Minuten bei RT (Raumtemperatur) inkubiert und anschlieend je
eingesetztem Milliliter peqGold RNAPure 0,2 ml Chloroform zugeben. Die Proben wur-
den fiir 15 Sekunden kréftig invertiert und ruhten erneut fiir drei bis zehn Minuten bei RT.
Eine Zentrifugation fiir zehn Minuten bei 10000 rpm fiihrte zur Trennung der Probe in
drei Phasen: eine untere gelbe Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wéssrige
Phase und eine dazwischenliegende triibe Interphase. Die RNS reichert sich ausschlielich
in der wéssrigen Phase an, wihrend sich die DNS und die Proteine in der Interphase und
der Phenolphase befinden. Die wissrige Phase nimmt dabei etwa 60% des Probenvolu-

mens ein.

e  RNS-Prdzipitation: Die wissrige Phase wurde in ein frisches Rohrchen iiberfiihrt und die
RNS mit 0,5 ml Isopropanol pro eingesetztem Milliliter peqGold RNAPure versetzt und
nach Inkubation fiir 15 Minuten bei RT bei der anschliefenden Zentrifugation fiir zehn
Minuten bei 10000 rpm und 4 °C préazipitiert. Das RNS-Prézipitat lag nun als Nieder-

schlag gelartiger Konsistenz an der unteren Seite des Rohrchens vor.

o Waschen der RNS: Nach vorsichtigem Abziehen des Isopropanoliiberstands erfolgte das
Waschen des Prizipitats durch Zugabe von 5 ml einer 75 %igen Ethanollosung, Vortexen

und anschlieBende Zentrifugation (zehn Minuten, 10000 rpm, 4 °C).

e Losen der RNS: Das RNS-Prizipitat wurde kurz bei RT getrocknet und die RNS im Fol-

genden durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette in RNase-freiem Wasser gelost.

o Konzentrationsbestimmung: Als letzter Schritt erfolgte die Konzentrationsbestimmung der

1solierten RNS.

3.1.3.1.2. Isolierung der Gesamt-RNS aus Zellkulturen

Von Herrn Prof. Dr. Fleischmann (Institut fiir Physiologie der Universitidt Bonn) erhielten wir
Zellen, die zur Konservierung der RNS bereits in Trizol (Invitrogen) geldst tiefgefroren zu uns
geschickt wurden. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Zellen auf Eis aufgetaut, durch
mehrmaliges Aufziehen mit einer Kaniile lysiert, fiinf Minuten bei RT inkubiert und pro Milli-

liter Trizol 0,2 ml Chloroform zugegeben. Anschliefend wurde der Ansatz erneut bei RT fiir
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drei bis zehn Minuten inkubiert und dann fiir zehn Minuten bei 12000 rpm und 4 °C zentrifu-

giert. Ab hier war das weitere Vorgehen wie unter 3.1.3.1.1. beschrieben.

3.1.3.1.3. Isolierung der Poly(A)*RNS

Die im oben beschriebenen Schritt gewonnene Gesamt-RNS muss im Weiteren weiter aufge-
reinigt werden, da sie neben der mRNS (messenger-RNS) auch einen groflen Anteil an ribo-
somaler RNS (rRNS) sowie in geringerem Malle heterogen-nukleare RNS (hnRNS) und
Transfer-RNS (tRNS) enthélt. Die Anreicherung der hier benotigten mRNS erfolgte auf Basis
der Oligo(dT)-Affinitdts-Chromatographie nach Aviv und Leder (4). Dieses Verfahren beruht
auf der Tatsache, dass fast alle eukaryotischen mRNS-Molekiile am 3’-Ende ein Poly-
Adenylat, den sogenannten Poly-A-Schwanz besitzen. Mittels komplementirer Oligo-
Thymidylat (Oligo(dT))-Molekiile, die an Cellulose gebunden sind, wird die mRNS aus dem
RNS-Gemisch durch Bindung des Poly-A-Schwanzes an die Oligo(dT)-Molekiile abgetrennt.
Diese Bindung bleibt mit Puffern hoher Salzkonzentration weitgehend stabil, wihrend die
anderen Bestandteile von der Cellulose entfernt werden konnen. Durch Elution mit Puffern
niedriger Salzkonzentration oder Wasser wird die Bindung zwischen mRNS-Molekiilen und

Cellulose destabilisiert und die Poly(A)'RNS gewonnen.

o Aufquellen und Aquilibrieren der Oligo(dT)-7-Cellulose: 1 g Cellulose wurde mit 3 ml
H,0O-DEPC versetzt und quellen gelassen. Danach erfolgte eine Zentrifugation fiir drei
Minuten bei 1000 rpm; der Uberstand wurde dekantiert. 3 ml Waschpuffer wurden zuge-
geben und erneut fiir drei Minuten bei 1000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Sediment mit Waschpuffer auf 20 ml Volumen aufgefiillt und die
Cellulose resuspendiert. Daraus wurden 40 x 500 pl Aliquots hergestellt; die Lagerung er-
folgte bei 4 °C.

e Poly(A)"-Préparation: Es wurden 500-1000 ug Gesamt-RNS verwendet, die mit TES-
Puffer auf ein Volumen von 600 pl adjustiert wurden. Anfangs erfolgte eine Inkubation
fiir zehn Minuten bei 65°C im Wasserbad, danach wurde der Ansatz direkt auf Eiswasser
(0 °C) abgekiihlt. AnschlieBend wurden 75 pul 5 M NaCl (RNase-frei) zugegeben, der ge-
samte Ansatz in ein Reaktionsgefafl mit 500 ul dquilibrierter Oligo(dT)-7-Cellulose iiber-
fiihrt und fiir 15 Minuten bei RT im Bakterienschiittler bei 250 rpm inkubiert. Nach Zen-
trifugation fiir zwei Minuten bei 3000 rpm und RT wurde der Uberstand abpipettiert. Zur
sedimentierten Oligo(dT)-7-Cellulose gab man 1 ml eiskalten Waschpuffer zu und schiit-
telte den Ansatz von Hand fiir zwei Minuten bei Raumtemperatur. Danach zentrifugierte
man erneut fiir zwei Minuten bei 3000 rpm und RT, der Uberstand wurde dekantiert. Die-

ser Waschschritt war zweimal zu wiederholen. AnschlieBend wurde die Oligo(dT)-7-
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Cellulose in 1 ml eiskaltem H,O-DEPC resuspendiert und sofort fiir zwei Minuten bei
3000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde dekantiert. Zur Elution der RNS gab
man 400 pl H,O-DEPC zu, inkubierte den Ansatz fiir fiinf Minuten bei 55 °C im Wasser-
bad und iiberfiihrte ihn direkt auf Eis. Nun wurde abermals fiir zwei Minuten bei 3000
rpm und RT zentrifugiert, der Uberstand (=Eluat) in ein neues Reaktionsgefil3 pipettiert
und auf Eis gestellt, dieser Elutionsschritt noch zweimal wiederholt und die Eluate verei-

nigt.

o Konzentrationsbestimmung: Zur Bestimmung der Konzentration wurde eine 1:1 Verdiin-
nung hergestellt (40 ul H;O-DEPC, 40 pl Eluat) und die Absorption mit einer Quarzkiivet-

te bei 260 nm gemessen.

e Prazipitation und Aufbewahrung: Die RNS wurde mit Ethanol prézipitiert und jeweils in
H,0O-DEPC auf eine Konzentration von 2 ug/ul eingestellt. Die Proben wurden bei
— 80 °C aufbewahrt.

3.1.3.2 cDNS-Synthese (Herstellung von Erststrang)

Die Amplifikation zu untersuchender Nukleotidsequenzen mittels PCR erfolgte nicht unmit-
telbar aus der aufgereinigten Poly(A)” RNS, sondern iiber den Zwischenschritt der Erststrang-
cDNS-Synthese, bei der die RNS in complementary bzw. copy (c) DNS umgeschrieben wird.
Die ¢cDNS-Synthese wurde mit dem SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
durchgefiihrt. Grundlage des Verfahrens ist eine von Gubler et al. (59) entwickelte Methode

zur Erststrangsynthese.

Zunichst wurde ein Ansatz aus 500 ng Poly(A)' mRNS (geldst in 1 ul H,O-DEPC), 1 ul 10
mM dNTPs, 1 pl 2 pM Gen-spezifischer Primer (GSP) und 7 pl HyO-DEPC hergestellt. Die-
ser wurde bei 65 °C fiir fiinf Minuten inkubiert und sofort auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 2
ul 10 x RT Puffer, 4 ul 25 mM MgCl,, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl RNase Out erfolgte die Inku-
bation im Heizblock fiir zwei Minuten. Nun wurde noch 1 pl SuperScript Reverse Transkrip-
tase zugefiigt und der Ansatz weitere 50 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde das Enzym
durch Inkubation bei 70°C fiir 15 Minuten inaktiviert, nach Abkiihlen 1 pul RNase H zum Ab-
bau des RNS-Anteils der entstandenen RNS/DNS-Hybriden zugegeben und bei 37°C fiir 20
Minuten inkubiert. Der Ansatz konnte direkt fiir die PCR verwendet werden, wobei je PCR-

Ansatz 1,5-2 pl des Erststrangansatzes eingesetzt wurden.

Entsprechende Kontrollen in Bezug auf korrekt erfolgte Erststrangsynthese wurden parallel

durchgefiihrt.
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3.1.3.3 Isolierung von Desoxyribonukleinsauren

Desoxyribonukleinsduren enthalten die genetische Information fiir die biologische Entwick-

lung von Zellen und einigen Viren. DNS-Molekiile sind wesentlich stabiler als RNS-Molekiile

und stellen im Labor insbesondere in Form von Plasmiden ein wichtiges Instrument fiir viele

molekularbiologische Anwendungen dar.

3.1.3.3.1. Isolierung geringer Mengen Plasmid-DNS

klassische Mini-Prep

Das folgende Protokoll (modifiziert nach Sambrook, Russel (134)), die sogenannte Mini-

Prep dient zur Gewinnung geringer Plasmid-DNS-Mengen aus Bakterienklonen.

Ist superhelikale DNS lédngere Zeit Hitze ausgesetzt, wird sie irreversibel denaturiert
(159). Infolgedessen kann sie nicht mehr durch Restriktionsenzyme geschnitten werden,
zeigt andere Laufeigenschaften im Gel und ldsst sich kaum mit Ethidiumbromid anférben.
Bei Plasmid-DNS hingegen erfolgt diese irreversible Denaturierung wesentlich langsamer
und sie kann so durch ihre differierenden Eigenschaften von der restlichen DNS durch
Zentrifugation abgetrennt werden. Zusitzlich zugefiigtes Lysozym optimiert das Aufbre-

chen der Zellwiande und somit den Plasmid-DNS-Gewinn.

Ein isolierter Klon wurde in eine 5 ml LB-Kultur mit entsprechender Menge Antibiotikum
tiberimpft und tiber Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator belassen. Am nichsten Tag
wurden 1,5 ml der Bakteriensuspension bei 3500 rpm flinf Minuten zentrifugiert und das
Sediment in 300 pul STETL-Puffer resuspendiert. AnschlieBendes Kochen der Suspension
fiir eine Minute bei 100 °C diente der Denaturierung der genomischen DNS und anderer
Zellbestandteile, danach erfolgte die Abkiihlung auf Eis fiir zwei bis drei Minuten und
Zentrifugation (15 Minuten, 12000 rpm, RT). Die sedimentierten Bakterienbestandteile
entfernte man mit einem sterilen Zahnstocher, gab je Probe 300 ul Isopropanol zu und
zentrifugierte erneut fiir 30 Minuten bei 12000 rpm und RT. Folgend wurde der Uberstand
dekantiert und das Sediment mit je 1 ml einer 70 %igen Ethanollosung gewaschen und
zentrifugiert (15 Minuten, 12000 rpm, RT). Das Sediment wurde getrocknet und in 50 pl
RNase-H,O resuspendiert. Zur Analyse der Plasmid-DNS der einzelnen Klone erfolgte ei-

ne entsprechende Restriktion, fiir welche je 5 ul der DNS-Losung verwendet wurden.
Qiaprep Spin Miniprep

Eine weitere Methode zur Isolierung geringer Mengen Plasmid-DNS ist die Aufreinigung

der DNS mit dem Qiaprep Spin Miniprep Kit, wobei dieses einen sehr hohen Reinheits-
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grad erzielt, so dass aus diesen DNS-Losungen direkt eine Sequenzierung der isolierten
DNS mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer erfolgen kann, was mit der klassischen
Miniprep-Methode nicht moglich ist. Die Methode der Qiaprep Spin Miniprep beruht auf
alkalischer Lyse (nach Birnboim, Doly (12)), bei welcher die Bakterienzellwand aufgebro-
chen wird, die superhelikale DNS und Proteine denaturiert werden und in groBen Kom-
plexen préazipitieren. Die Plasmid-DNS hingegen wird nicht irreversibel geschidigt, da der
alkalische pH-Wert zwar alle DNS-Doppelbindungen zerstort, doch aufgrund der ver-
flochtenen Struktur der Plasmide sich diese nur in sehr geringem Malle trennen, solange
die Inkubationszeit im alkalischen Milieu nicht zu lange gewihlt wird. Durch Zentrifuga-
tion erfolgt eine Abtrennung der denaturierten Komplexe und die Plasmid-DNS kann aus
dem Uberstand gewonnen werden. Bei der Qiaprep Spin Miniprep erfolgt die Aufreini-
gung spezifisch auf Sdulen, die Silikonmembranen enthalten, auf denen die Plasmide unter
Konditionen hoher Salzkonzentration gebunden sind. RNS, Proteine und andere Metaboli-

ten haften nicht an diesen Membranen und werden abgewaschen.

Ein einzelner Klon wurde in eine 5 ml LB-Kultur mit entsprechender Menge Antibiotikum
iiberimpft und {iber Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator belassen. 1,5 ml der Bakterien-
suspension wurde am néachsten Tag bei 3500 rpm fiinf Minuten zentrifugiert und das Se-
diment in 250 ul P1-Puffer resuspendiert. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 250 ul
alkalischem P2-Puffer, Invertieren der Reaktionsgefdle zur gleichméBigen Durchmi-
schung und Inkubation bei RT fiir fiinf Minuten. Daraufhin wurden 350 pl P3-Puffer zur
Neutralisation zugegeben, mehrmals kréaftig invertiert und der Ansatz fiir zehn Minuten
bei 12000 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf die Siule gegeben, bei
12000 rpm und RT fiir eine Minute zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Im néchs-
ten Schritt wurden 750 pl PE-Puffer auf die Sdule pipettiert und nochmals unter gleichen
Konditionen zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und die Sdule emneut eine Minute
zentrifugiert. Zur Elution der DNS erfolgte nun die Zugabe von 50 pl EB-Puffer auf die
Séule, Inkubation fiir eine Minute bei RT und Zentrifugation. Das Eluat wurde in einem

neuen Reaktionsgefdl gesammelt und zur Analyse der Plasmid-DNS verwendet.

3.1.3.3.2. Isolierung groBer Mengen von Plasmid-DNS

Das folgende Protokoll, die sog. Maxi-Prep, dient zur Gewinnung grofer Mengen (Milli-
gramm-Bereich) hochreiner Plasmid-DNS. Die Maxi-Prep wurde mit dem Qiagen Plasmid
Maxi Kit durchgefiihrt. Grundlage ist auch hier die alkalische Lyse (12), gefolgt von Bindung
der Plasmid-DNS an eine Anionen-Austauscher-Séule unter Bedingungen niedriger Salzkon-

zentration und entsprechendem pH-Wert. Durch einen Waschschritt mit Puffern mittlerer
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Salzkonzentration werden RNS, Proteine und andere Unreinheiten entfernt, anschliefend die
Plasmid-DNS unter Bedingungen hoher Salzkonzentration eluiert und mittels Isopropanol-

Prézipitation konzentriert und entsalzt.

Ein isolierter Klon wurde in eine 5 ml LB-Kultur mit entsprechender Menge Antibiotikum
iiberimpft und {iber Nacht bei 37°C im Schiittelinkubator belassen. Von dieser Bakteriensus-
pension wurde 1 ml entnommen, in einen 1000 ml Erlenmeyerkolben ( mit 400 ml LB-
Medium und Antibiotikum) iiberimpft und iiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Am
nichsten Tag iiberfiihrte man diese Bakterienkultur unter sterilen Bedingungen in einen Zent-
rifugenbecher und zentrifugierte fiir 15 Minuten bei 6000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde
dekantiert, das Sediment in 10 ml P1-Puffer resuspendiert und in ein 30 ml-Corex-RShrchen
tiberfiihrt. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 10 ml alkalischem P2-Puffer, Invertieren der
Suspension und Inkubation bei RT fiir hochstens fiinf Minuten. Die Neutralisation wurde
durch Zugabe von 10 ml P3-Puffer und kréftigem Invertieren der Suspension nach Ablauf der
fiinf Minuten erzielt. Nach Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 12000 rpm und 4 °C wurde der
entstandene Uberstand auf eine vorher mit 10 ml QBT-Puffer equilibrierte Qiagen-Siule ge-
geben. Nach Durchlauf des gesamten Uberstands erfolgten zwei Waschschritte mit je 30 ml
QC-Puffer. AnschlieBend wurde die Plasmid-DNS mit 15 ml QF-Puffer in ein neues Corex-
Rohrchen von der Sdule eluiert, mit 10,5 ml Isopropanol versetzt und fiir 30 Minuten bei
12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Danach kam noch ein Waschschritt mit einer 70 %igen
Ethanollésung hinzu, um den Salzgehalt der aufgereinigten Plasmid-DNS zu verringern. Das
Sediment wurde nun getrocknet, in einem angemessenen Volumen H,O resuspendiert und
mittels photometrischer Messung und anschlieender entsprechender Verdiinnung die DNS-
Konzentration der Losung auf 1 pg/ul eingestellt. Die gewonnene Plasmid-DNS wurde mittels

Restriktion und Sequenzierung analysiert.

3.1.3.4 Reinigung, Prazipitation und Konzentrationsbestimmung von

Ribonukleinsdauren

e Phenol-Chloroform-Extraktion: Mit Hilfe von Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI)-
Gemischen konnen Proteine aus wéssrigen Nukleinsaurelosungen entfernt werden, wobei

das Phenol zur Denaturierung der Proteine dient.

Es wurden zu der in 400 pl H,O geldsten aufzureinigenden DNS 400 pl PCI gegeben, der
Ansatz durchmischt und fiinf Minuten bei 12000 rpm zentrifugiert, wodurch zwei Phasen
entstanden. Die wissrige Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefal} iiberfiihrt, mit 400

pl Diethylether versetzt, gevortext, bei 12000 rpm fiir fiinf Minuten zentrifugiert und die
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entstandene Oberphase abpipettiert und verworfen. Dieser Waschschritt wurde wiederholt
und das Reaktionsgefafl anschlieBend fiir 15 Minuten mit gedffnetem Deckel bei RT inku-

biert, um die vollstdndige Verfliichtigung des Ethers zu gewihrleisten.

Prdzipitation: Zur Konzentration und/oder Reinigung von Nukleinsduren durch Etha-

nolpréazipitation wurde folgendes Protokoll (nach Sambrook, Russell (134)) verwendet:

Die DNS-Losung wurde mit 5 M NaCl oder 7,5 M NH;OAc auf eine Salzkonzentration
von 0,5 M bzw. 2 M eingestellt. Danach wurde das 2,5-fache des Volumens der Losung an
100 % Ethanol (-20 °C) zugegeben und nach mehrmaligem Invertieren 30 Minuten bei
12000 rpm und RT zentrifugiert. Anschlieend erfolgte ein Waschschritt durch Zugabe
von 1 ml 70 % Ethanol, erneute Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 12000 rpm und Trock-

nen des Sediments nach Dekantieren des Uberstands bei RT.

Konzentrationsbestimmung: Die Extinktion der Losungen wurde in entsprechender Ver-
diinnung bei 260 nm in einer Quarzkiivette gegen H,O als Referenz gemessen (Gene
Quant II, Pharmacia Biotech). Bei einer Schichtdicke von 1 cm entspricht eine gemessene
Extinktion von 1 einer RNS-Konzentration von 40 pg/ml bzw. einer DNS-Konzentration

von 50 pg/ml.

3.1.3.5 Gelelektrophoretische Trennung von Nukleinsduren / Gewinnung

einzelner Fragmente

3.1.3.5.1. Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsduren im Bereich von 200 bp bis 10000 bp lassen sich mittels Agarosegelen sowohl

fiir analytische als auch priparative Zwecke gut auftrennen.

Zur Herstellung der Gele wurde eine entsprechende Menge Agarose im zugehorigen Volumen

1 x TBE geldst und in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle geschmolzen. Nach Abkiih-

lung auf 50 °C und Zugabe von Ethidiumbromid (0,05 pg/ml final) wurde die Losung in den

Geltrager ausgegossen (modifiziert nach Sambrook, Russell (134)) und erstarren gelassen.

Fertige Gele konnten bei 4 °C bis zu mehreren Wochen gelagert werden.

Denaturierende Agarosegele

Denaturierende Agarosegele 16sen durch denaturierende Agentien Sekundérstrukturen in
RNS-Molekiilen und trennen DNS-Doppelstringe. Sie dienen vor allem der Analyse von

RNS-Proben.
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0,69 g Agarose wurden mit 80 ml H,O-DEPC und 8 ml 10 x MOPS (RNase frei) zum Lo6-
sen der Agarose in einem Becherglas erhitzt. Nach Abkiihlung auf ca. 55 °C wurden
3,6 ml Formaldehyd hinzugefiigt, das Gel in eine mit Wasserstoffperoxid (H,O, : H,O =

1:30) vorbehandelte Form gegossen und erkalten gelassen.

Eine entsprechende Menge zu analysierender RNS wurde mit 6,25 ul deionisiertem For-
mamid, 2,0 pl Formaldehyd, 1,25 pl 10 x MOPS und 1,0 pl Ethidiumbromid (Etbr : H,O
= 1:20) versetzt, 15 Minuten bei 55 °C im Wasserbad zur Denaturierung der RNS in
Einzelstringe inkubiert, anschlieBend auf Eis fiir fiinf Minuten abgekiihlt, mit 2,5 pl
RNase-freiem Auftragspuffer versetzt und auf das Gel aufgetragen. Von dem RNS-
GrofBenstandard (0,24-9,5 Kb RNA-Ladder, 1 pg/ul (Invitrogen)) wurde ein Aliquot von 2

ul ebenfalls im Wasserbad denaturiert und auf das Gel aufgetragen.
Nichtdenaturierende Agarosegele

Nichtdenaturierende Agarosegele kamen sowohl fiir analytische also auch préparative
Zwecke zum Einsatz. Das DNS-Probenvolumen lag zwischen 10 und 100 pl und wurde
zum Auftragen mit 1/10 Volumen DNS-Auftragspuffer versetzt. Es wurden 0,8 und 2,0 %
Agarosegele benutzt, als Elektrophoresepuffer diente 1 x TBE. Die Auftrennung erfolgte
je nach Agarosekonzentration anfangs bei 80-95 V, danach bei 120-150 V.

3.1.3.5.2. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

DNS-Fragmente von bis zu 1000 bp konnen mit Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt werden. Es

wurden 7% Gele von 1 mm Dicke fiir analytische Zwecke verwendet.

Zusammensetzung der Gellosung:

0o 10% 10x TBE
0 5,8 % Acrylamid 40 %

o H,O

Kurz vor dem AusgieBen wurden 0,1 % (G/V) APS und 0,15 % (V/V) TEMED zugefiigt und

zur vollstindigen Polymerisierung das Gel nach dem Gielen mindestens eine halbe Stunde

ruhen gelassen.

Als Elektrophoresepuffer wurde 1 x TBE benutzt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in

einer Vertikalapparatur bei anfangs 180 V, dann 220 V.
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3.1.3.5.3. Farbung und Dokumentation der Gele

Der Interkalationsfarbstoff Ethidiumbromid (Etbr) wurde zur Sichtbarmachung der im Gel
aufgetrennten Nukleinsduren verwendet. Im UV-Licht konnen die Einlagerungskomplexe
durch ihre violette Fluoreszenz detektiert werden (Sharp et al. (137)). In den Agarosegelen
wurde das Ethidiumbromid bereits bei der Herstellung des Gels zugegeben (0,05 pg/ml). Die
Polyacrylamidgele wurden nachtréglich fiinf bis 15 Minuten in einer Etbr-Losung (0,5 pg/ml)
gefarbt und anschlieBend mit destilliertem Wasser gespiilt, um {iberschiissiges Ethidiumbro-

mid zu entfernen.

Zur Dokumentation dienten Fotografien der Gele im UV-Licht.

3.1.3.5.4. GroBenstandards

Um die GroBe der aufgetrennten Nukleinsdurefragmente abschitzen zu konnen, wurde bei
jeder Elektrophorese ein GroBenmarker aufgetragen, der ein Gemisch aus Nukleinséurestii-
cken bekannter Lange darstellt. Als RNS-Groflenmarker wurde der 0,24-9,5 Kb RNA-ladder
(Invitrogen), als DNS-GroBenmarker die in unserem Labor selbst hergestellten pUC18- bzw.

MO9-GroBenmarker verwendet.
e RNA ladder: 0,24 - 1,35-2,37-4,4 - 7,46 - 9,49 kb
e pUCIS: 65-75-220-396-517-1412kb

e MO9: 348 -469 - 1138 - 1326 - 2088 - 3334 - 4724 - 6100 - 9745 kb

3.1.3.5.5. Isolierung einzelner Nukleinsaurefragmente

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNS-Fragmente muss das gewiinschte Frag-
ment wieder aus dem Gel isoliert werden. Dies geschah hier mittels der sog. Elektroelution
(modifiziert nach Davis et al. (37)). Die entsprechende Bande wurde unter UV-Licht mit ei-
nem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten, das Gelfragment in einen Dialysierschlauch
iiberfiihrt und 300 pl 1 x TBE zugegeben. Die Enden des Schlauchs wurden mit Kunststoff-
klammern verschlossen und der Schlauch in eine Elektrophoresekammer mit 1 x TBE einge-
bracht. Die DNS wurde bei RT und 135 mA in 30 Minuten eluiert. AnschlieBend wurde die
wissrige DNS-Losung aus dem Schlauch entnommen, dieser mit 100 pl 1 x TBE gespiilt und

die Losungen vereinigt. Die DNS wurde mit Ethanol prézipitiert.
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3.1.3.6 Praparation von DNS-Fragmenten / Ligationsreaktion

3.1.3.6.1. Restriktion

Bei der Restriktion wird die DNS an bestimmten Stellen durch Restriktionsenzyme geschnit-
ten. Jedes Enzym erkennt eine meist palindromische Sequenz von vier bis acht Basenpaaren,
innerhalb der es die DNS schneidet. Die Auswahl des Enzyms richtet sich danach, welche
Fragmente man aus der DNS erhalten mdchte, was durch die festgelegte Klonierungsstrategie
oder Analysemethode vorgegeben wird. In dieser Arbeit wurden Restriktionsenzyme zur Pra-
paration von DNS-Fragmenten fiir Klonierungszwecke sowie zum Screening von Bakterien-

klonen und Analyse von DNS-Fragmenten verwendet.

Beispiele der verwendeten Restriktionsenzyme:
e Erzeugung glatter Enden: EcoRV, Smal

e Erzeugung liberhdngender Enden: BamHI, EcoRI, BstXI, Kpnl, Xhol

Zur Restriktion fiir weiterfiihrende Klonierungsexperimente wurden je 10 pg einer Maxi-Prep
mit 4 pl des gewiinschten Enzyms und entsprechendem Restriktionspuffer in einem 100 pl-

Ansatz inkubiert.

Die Restriktion von PCR-Fragment-Losungen unbekannter Konzentration erfolgte unter den-

selben Bedingungen.

3.1.3.6.2. Antarctic Phosphatase-Reaktion

Das Enzym Antarctic Phosphatase katalysiert die Entfernung von 5° Phosphat—Gruppen der
DNS. Da den mit diesem Enzym behandelten Fragmenten die 5’-Phosphoryl-Termini, welche
von den Ligasen bendtigt werden, fehlen, erfolgt keine Selbstligation der Fragmente, wodurch

die Menge an Leervektoren bei Ligierungsexperimenten erheblich reduziert werden kann.

Dazu wurden 1-5 pg DNS in 26 ul H,O gelost, 3 pl Antarctic Phosphatase— Puffer und 1 pl
Antarctic Phosphatase zugegeben und der Ansatz eine Stunde bei 37 °C im Heizblock inku-
biert. Danach erfolgte die Inaktivierung des Enzyms bei 65 °C fiir fiinf Minuten.

3.1.3.6.3. Ligation von DNS-Fragmenten

Bei der Ligationsreaktion werden mit Hilfe des Enzyms T4 DNA Ligase Phosphodiesterbrii-
cken zwischen 5°-Phosphoryl- und 3’-Hydroxyl-Termini doppelstringiger DNS erzeugt. Das

Enzym verkniipft sowohl glatte als auch {iberhdngende Enden miteinander.
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Der Ligationsansatz umfasste stets 20 ul, wovon 1 pl Ligase und 2 pl Ligasepuffer waren und

das iibrige Volumen durch Fragment und Vektor in Losung sowie H,O gestellt wurde.

3.1.3.7 Enzyme

Fiir bereits beschriebene und folgende Arbeitsprotokolle im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
Vielzahl von Enzymen unterschiedlicher Herkunft und Verwendungszwecke bendtigt. Die
verschiedenen Funktionen der verwendeten Enzyme werden im jeweiligen zugehorigen Ab-

schnitt kurz erortert.

3.1.4 Synthese radioaktiv markierter Nukleinsauren

3.1.4.1 Synthese radioaktiv markierter DNS mit Zufallsprimern

(Hybridisierungssonden)

Feinberg und Vogelstein (47) fiihrten als erste die Verwendung von Zufallsprimern zur Initiie-
rung der DNS-Synthese an zahlreichen Orten entlang der Sequenz des denaturierten Matrizen-
strangs ein. Der Primer-Matrizen-Komplex ist dabei ein Substrat fiir das Klenow-Fragment der
DNA-Polymerase 1. Dieses besitzt alle Eigenschaften der DNA Polymerase I bis auf die 5°- 3’
Exonukleaseaktivitit. Durch gezielte Mutation des Klenow-Fragments, welches im verwende-
ten Rediprime II Random Prime Labelling System (Amersham Biosciences) enthalten ist, fehlt
diesem ebenfalls die 3’- 5° Exonukleaseaktivitit. Nicht radioaktiv markiertes Cytosin wird
durch sein radioaktives Aquivalent im Reaktionsansatz ersetzt, dadurch werden die durch das
Klenow-Fragment neu synthetisierten DNS-Fragmente radioaktiv. Die Fragmente kdnnen nun
als sehr sensitive Hybridisierungsproben fiir entsprechende Filter und Membranen verwendet

werden.

Zur Herstellung dieser radioaktiv markierten Fragmente wurde das Rediprime II Random Pri-
me Labelling System (Amersham Biosciences) verwendet. Fiir ein korrektes Labelling war es
wichtig, dass die DNS-Matrize in 45 pl TE-Puffer gelost war. Zuerst wurde die zu markieren-
de DNS bei 97 °C fiir fiinf Minuten im Heizblock denaturiert, sofort auf Eis gestellt, um eine
erneute Zusammenlagerung der DNS-Einzelstrdnge zu verhindern und anschliefend in ein
vorgefertigtes Reaktionsgefal} iberfiihrt. Danach wurden 5 pl Redivue [32P] dCTP (mit rotem
Farbstoff) zugegeben und die Losung mehrmals auf- und abpipettiert, bis sich das blaue Reak-
tionsgemisch am Boden des Reaktionsgefdfles vollstindig gelost hatte und der Ansatz eine
violette Farbe zeigte (Abbildung 8). Es erfolgte eine Inkubation im Wasserbad bei 37 °C fiir
30 Minuten.
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Abbildung 8: Versuchsablauf mit dem Rediprime II Random Prime Labelling System (modifiziert nach
Rediprime I Random Prime Labelling System Product Booklet RPN 1633, RPN 1634, Amersham

Biosciences, GE Healthcare).

3.1.4.2 GroBenauftrennung der radioaktiv markierten DNS durch

Saulenchromatographie

Die GroBenauftrennung der erhaltenen radioaktiven DNS-Fragmente erfolgte mittels Siu-
lenchromatographie. Hierzu wurden Nick™ Columns von Amersham Biosciences verwendet.
Das Prinzip der Auftrennung begriindet sich darin, dass DNS-Fragmente verschiedener Grofe
unterschiedlich schnell durch die Gelmatrix der Sdule wandern; grole Molekiile laufen rasch
hindurch, kleinere verfangen sich in den Strukturen der Matrix. Diese Methode ermoglicht die

Abtrennung unerwiinschter freier radioaktiver Nukleotide sowie zu kurzer DNS-Fragmente.

Nach Abkippen des Ethanols von der Siule wurde diese mit TE-Puffer (doppeltes Saulenvo-
lumen) &dquilibriert. Nun wurde der Ansatz mit den radioaktiv markierten DNS-Fragmenten
auf die Sdule gegeben und vollstindig ins Gelbett einlaufen gelassen. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 400 ul TE-Puffer; der Durchfluss wurde in einem Reaktionsgefal F1 (Frakti-
on 1) gesammelt. AnschlieBend wurden 200 pl TE-Puffer auf die Siule gegeben und die Frak-
tion in einem neuen Reaktionsgefdl (F2) aufgefangen. Dieser Vorgang wurde viermal wieder-
holt. Zur Bestimmung der Stirke des radioaktiven Signals wurde aus jedem der sechs
Reaktionsgefale je 1ul entnommen, in ein spezielles Plastikgefald mitsamt der Pipettenspitze
iiberfiihrt und im Szintillationszdhler (Wallac 1410 von Perkin Elmer) ausgezéhlt. Fraktionen
mit mehr als 10° Counts/min (meist Fraktionen 2 und 3, siehe auch Abbildung 9) konnten fiir

die spatere Hybridisierung verwendet werden.
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Abbildung 9: Elutionskurve der cDNS-Fragmente modifiziert nach Nick™ Columns Product Booklet,

Amersham Biosciences, GE Healthcare

3.1.5 Northern Blot-Analyse

Der Northern Blot ist eine Methode zur Ubertragung von gelelektrophoretisch aufgetrennter
RNS auf eine Membran aus Nitrocellulose oder Nylon. Auf der Membran erfolgt anschlieBend
die spezifische Markierung von RNS-Sequenzen durch Hybridisierung mit radioaktiven DNS-

Sonden.

Abhingig von der Einstellung der Temperatur und Salzkonzentration kdnnen auch Proben
hybridisieren, die nur teilweise komplementir zur Sequenz der Hybridisierungssonden sind.
Hochstringente Bedingungen unterbinden diese Interaktionen. Die Northern Blot Methode
wurde von Alwine et al. (2) fiir Diazobenzyloxymethyl-(DBM)-Papier entwickelt und von
Thomas (151) auf Nitrocellulose umgestellt.

3.1.5.1 Immobilisierung von RNS auf Nylonmembranen

Das Verfahren zur Immobilisation von RNS auf Membranen wurde von Williams et al. (165)
entwickelt und fand hier in modifizierter Form Anwendung. Aufgrund groferer Stabilitét und

hoherer Sensitivitidt wurden keine Nitrocellulose-, sondern Nylonmembranen eingesetzt.

Die in einem denaturierenden Agarosegel aufgetrennten RNS-Fragmente wurden durch kapil-
laren Transfer auf die Membran {ibertragen (Versuchsanordnung modifiziert nach Sambrook,
Russell (134)) und nach 24 Stunden die RNS durch UV-Bestrahlung (30 Sekunden, 365 nm,
STRATALINKER ™Stratagene) und Erhitzen (zwei Stunden, 80 °C) fixiert. Fiir die spitere

Hybridisierung wurde die Membran in einen Plastikbeutel eingeschweift.
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3.1.5.2 Prahybridisierung und Hybridisierung

Vor der eigentlichen Hybridisierung wurde der Nylonfilter mit einer Prahybridisierungslosung
fiir drei Stunden inkubiert, um Reagenzienreste aus dem Gel zu entfernen und unspezifische
Bindungspldtze zu blockieren. Danach erfolgte die Hybridisierung iiber Nacht in einer Lo-
sung, in der die radioaktive Sonde enthalten, die aber ansonsten mit der Prahybridisierungslo-
sung identisch war (Zusammensetzung der Losungen: siche 3.1.6.2.3). Die radioaktiv markier-
ten Sonden wurden in einer Konzentration von 2 x 10° - 2 x 10" cpm/ml in der
Hybridisierungslosung eingesetzt. Die Sonden wurden vor der Verwendung fiir fiinf Minuten
bei 97 °C denaturiert, direkt auf Eis gekiihlt und danach zur Hybridisierungslosung zugegeben.
Die Nylonmembran wurde bei jedem Losungswechsel in einen frischen Beutel luftblasenfrei
eingeschweiBt und im Wasserbad inkubiert. Der nichtgebundene Uberschuss an Sonde wurde
nach der Hybridisierung durch vier aufeinanderfolgende Waschschritte mit 0,5 x SSC und

0,1 % SDS entfernt.

3.1.6 Darstellung und Klonierung von cDNS in E.coli

Als Klonierung wird eine Methode bezeichnet, bei der ein spezifisches DNS-Fragment in
einen Vektor (beispielsweise ein Plasmid) integriert und von der Wirtszelle vervielfaltigt wird.
So erhilt man eine Population von Zellen, die alle eine Kopie des originalen DNS-Fragments

enthalten.

Um das gewiinschte ¢cDNS-Fragment zu erhalten, bendtigt man Boten-Ribonukleinsduren,
messenger (m)RNS, welche durch Transkription von DNS-Sequenzen in Zellen entstehen.
Diese werden isoliert und mittels des Enzyms Reverse Transkriptase in den Erststrang der
c¢cDNS (Komplementérstrang) umgeschrieben. AnschlieBend wird durch die DNS-Polymerase
der Zweitstrang synthetisiert. Nach Erhalt dieser doppelstrangigen ¢cDNS erfolgt die Klonie-
rung in einen entsprechenden Vektor. In Vektoren integrierte cDNS-Fragmente kdnnen nun

amplifiziert und analysiert werden.

3.1.6.1 Erstellung einer cDNS-Bibliothek

Eine cDNS-Bibliothek reprisentiert in Form der copy- bzw. complementary-RNS idealerweise
das gesamte Transkriptom einer Zelle oder eines Gewebes. Das Kollektiv der Klone der Bib-
liothek kann mit Hilfe von radioaktiv markierten Sonden durchmustert werden (sogenanntes
Screening). Klone, welche die gewlinschte cDNS enthalten, werden zur spéteren Sequenzie-

rung und Analyse isoliert und vermehrt.
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Jede cDNS-Bibliothek muss einige Grundvoraussetzungen erfiillen. Zum einen sollte sie grof3
genug sein, um alle in der Zelle vorhandenen Transkripte zu repréisentieren. Andererseits sollte
sie moglichst wenig Klone, die sehr kleine DNS-Fragmente und damit wenig Information
(< 500 bp) besitzen, einschlieBen. Aulerdem ist es wiinschenswert, dass ein grofler Anteil an
Vollldngenkopien der mRNS représentiert ist; letztere sind Grundlage der zu analysierenden

cDNS und notwendig, um aussagekréftige Ergebnisse zu erhalten.

Die hier beschriebene ¢cDNS-Bibliothek wurde mit dem SuperScript™ Plasmid System with
Gateway Technology for cDNA Synthesis and Cloning (Invitrogen) erstellt. Abbildung 11

zeigt eine Zusammenfassung der gesamten Vorgehensweise.

3.1.6.1.1. cDNS-Synthese

Die cDNS-Synthese erfolgte mit Abweichungen nach dem von Gubler (59) beschriebenen
Verfahren. Durch reverse Transkription der mRNS mit dem Enzym Superscript ™ II-Reverse
Transkriptase in DNS erhielt man den Erststrang. Die Superscript'™ II Reverse Transkriptase
ist eine modifizierte Version der Moloney Murine Leukemia Virus Reversen Transkriptase mit
verringerter RNase-Aktivitdt. Es wurden sequenzspezifische Primer - im Folgenden als Gen-
spezifische Primer (GSP) bezeichnet - bzw. Zufallsprimer verwendet, die an die mRNS binden

und als Startpunkt fiir die reverse Transkription dienen.

Der Gen-spezifische Primer umfasste 15 Nukleotide komplementér zum Beginn der zweiten
konstanten Region der CaVp2-Untereinheit mit resultierender Schmelztemperatur von 48°C
und besal} einen zusétzlichen Phosphatrest am 5’-Terminus. Die Phosphorylierung des GSP
war hier nicht zwingend notwendig, da die verwendeten BstXI-Adapter (Invitrogen) am 5°-
Terminus phosphoryliert waren, was fiir eine erfolgreiche Ligationsreaktion ausreichend war.
Die nicht-phosphorylierten Zufallsprimer bestanden jeweils aus sechs Nukleotiden, wobei
deren Nukleotidzusammensetzung und -reihenfolge untereinander differierte. Aus den vier
Basen Thymin, Adenin, Guanin und Cytosin ergeben sich bei hexameren Molekiilen 46 =
4096 mogliche Varianten, die an unterschiedlichste Sequenzen der RNS binden kénnen. Somit
koénnen durch Zufallsprimer auch unbekannte RNS-Sequenzen in die cDNS-Synthese einbe-
zogen werden. Zur Synthese des Zweitstrangs dient der zuvor synthetisierte Erststrang als
Vorlage. Die Zweitstrangsynthese wurde durch das Enzym E.coli DNA Polymerase I in Kom-
bination mit E.coli RNase H und E.coli DNA Ligase katalysiert. Die E.coli DNA Polymerase
zeigt eine 5'- 3'-Endonuklease-Aktivitit. Diese Eigenschaft ermoglicht den Abbau des beste-
henden RNS-Stranges, der mit dem Matrizenstrang gepaart ist, wihrend ein neuer DNS-Strang

gebildet wird (sog. nick translational replacement). Zugabe von E.coli DNA Ligase steigert
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die Klonierungseffizienz von doppelstrangiger cDNS, die aus langen (> 2000 bp) mRNS syn-

thetisiert wurde. Um sicherzustellen, dass die synthetisierte cDNS glatte Enden besitzt, wurde

T4 DNA Polymerase zugefugt.

Synthese des Erststrangs: Zuerst wurden in einem RNase-freien Reaktionsgefdll 2 ul se-
quenzspezifischer Primer (GSP, 0,5 pg/ul) - (bzw. 1 oder 2 pl Zufallsprimer (50 ng/ul) -
und 5 pl Poly(A)'RNS (1 pg/ul) bei 70 °C fiir zehn Minuten inkubiert und danach direkt
auf Eis iiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von

O 4 pl First Strand Buffer

o 2ul0,1 MDTT

0 1 ul 10 mM dNTP Mix

0 1 pl[32P]dCTP

und eine Inkubation bei 37 °C fiir zwei Minuten. Nun gab man noch 5 pl SuperScript 11
Reverse Transkriptase hinzu und inkubierte den Ansatz bei 37 °C fiir eine Stunde. 2 pl des

Ansatzes wurden zur spiteren Bestimmung der Ausbeute an Erststrang in ein separates

Reaktionsgefal mit 43 ul 20 mM EDTA und 5 pl yeast tRNS iiberfiihrt.

Synthese des Zweitstrangs: Auf Eis erfolgte die Zugabe von (zu den 18 pul aus dem Erst-

strang-Ansatz)

0 93 ul H0-DEPC

0 30 ul 5 x second strand buffer

0 3 pl 10mM dNTP Mix

0 1 ul E.coli DNA Ligase (10 U/ul)

0 4 pl E.coli DNA Polymerase I (10 U/ul)

0 1 plE.coli RNase H (2 U/ul)

Dieser Ansatz wurde bei 16°C fiir zwei Stunden inkubiert.

Glitten der cDNS-Enden: Nach Zugabe von 2 pl T4 DNA Polymerase und Inkubation bei
16 °C fiir fiinf Minuten wurde der Ansatz direkt auf Eis iiberfiihrt.

Reinigung und Prdzipitation der cDNS: Es erfolgte die Zugabe von
o 10ul0,5MEDTA

0 150 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
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mit anschlieBender Zentrifugation bei 12000 rpm fiir fiinf Minuten bei RT. Die obere,
wissrige Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefal3 tiberfithrt (140 ul) und

Ethanol-prézipitiert.

3.1.6.1.2. Adapterligation

Das Produkt der Erst- und Zweitstrang-Reaktion ist doppelstringige cDNS mit glatten Enden.
Um die Ligationseffizienz zu steigern, fiigt man an die cDNS Adapter an. Diese Adapter sind
kurze doppelstringige Oligomere, die einen glatten Terminus und am anderen Terminus eine
5’-Verlidngerung besitzen. Die Ligation dieser Adapter wird unter Adapteriiberschuss durchge-

fiihrt.

In diesem Fall wurden BstXI-Adapter (Invitrogen) mit 5’-Verldngerung verwendet, wobei
sich die iiberlappenden Enden der Adapter mit den iiberlappenden Enden von BstXI-
geschnittenem Vektor wieder zu einer BstXI-Schnittstelle zusammenlagern. Die Adapter ha-

ben vorgefertigte 5’-Verlangerungen und brauchen nicht geschnitten zu werden.
Auf Eis erfolgte die Zugabe von (zum cDNS-Ansatz aus 3.1.6.1.1)

0 25 ul H,O-DEPC

0 10 pl 5 x T4 DNA Ligase Buffer

0 10 pul BstXI Adapter

0 5 ul T4 DNA Ligase

und eine Inkubation iiber Nacht bei 16 °C mit nachfolgender Aufreinigung und Ethanolprézi-

pitation der cDNS.

3.1.6.1.3. Quantifizierung / TCA-Prazipitation

Um die Ausbeute an Erst- bzw. Zweitstrang quantifizieren zu kdnnen, wurde die Signalstéirke

der in die cDNS eingebauten radioaktiven Nukleotide bestimmt.

Zur Bestimmung der Erststrang-Syntheserate wurden 10 pl-Aliquots der verdiinnten Probe
(die in 3.1.6.1.1 abgenommen wurde) auf zwei Glasfaserfilter pipettiert. Einer der Filter wurde
bei RT getrocknet. Der andere Filter wurde dreimal je fiinf Minuten in einem Becherglas mit
50 ml eiskalter 10 % TCA-Losung mit 1 % Natriumpyrophosphat gewaschen (Kiihlraum 4
°C). Darauf folgte ein weiterer Waschschritt mit 100 % Ethanol fiir zwei Minuten bei RT und
Trocknen des Filters bei RT.
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Beide Filter wurden in Szintillationsfliissigkeit ausgezéhlt.
e trockener Filter = Gesamtcounts
e gewaschener Filter = Ausbeute an Erststrang

Die restlichen 30 pl wurden einer Ethanolprizipitation unterzogen, das Préizipitat mit einer
70 % Ethanol (EtOH)-Losung gewaschen, der Uberstand dekantiert, das Reaktionsgefi bei
37 °C fiir zehn Minuten getrocknet und ebenfalls die Counts im Szintillationszihler ausge-
zahlt. Dasselbe Vorgehen wurde zur Bestimmung der Synthese-Effizienz des Zweitstrangs

verwendet.

Um nun den Betrag der erhaltenen cDNS in Mikrogramm ausrechnen zu kdnnen, bedienten

wir uns folgender Formeln:
SA (cpm/ pmol CTP) = (cpm/ 10pl) / (200 pmol dCTP / 10 pl) SA = spezifische Aktivitiit
c¢DNS-Gehalt (ng) = (cpm x (50 pl/ 10pl) x (150 pl/ 10pl) x (4 pmol dNTP/pmol dCTP)) /

(cpm/ pmol dCTP) x (3,030 pmol dANTP/ pg cDNS

3.1.6.1.4. GroBenauftrennung der cDNS

Da der cDNS-Ansatz nach der Adapterligation noch grofle Mengen an freien Adaptern, die die
Ligationseffizienz verschlechtern und cDNS kleiner GroBe (< 500 bp) enthilt, vollzieht man
eine GroBenauftrennung der cDNS. Dies geschieht mittels Sdulen-Gelchromatographie, wobei
kleine cDNS-Molekiile (< 500 bp) und Adapter durch GroBenfraktionierung von der ge-
wiinschten cDNS getrennt werden, indem sie langsamer durch das S&ulenmaterial wandern als
langere Fragmente. Somit enthalten die Fraktionen cDNS abnehmender Lénge, d.h. die ersten

Fraktionen enthalten die langsten cDNS-Molekiile.

Zur prazipitierten cDNS aus 3.1.6.1.2 wurden 100 pl TEN-Puffer zugegeben und das Préizipi-
tat auf Eis gelost. Wihrendessen erfolgte die Aquilibrierung der Siule mit insgesamt 3,2 ml
TEN Puffer. Man gab nun den gesamten cDNS-Ansatz auf die Sdule und lie8 ihn einlaufen;
der Durchfluss wurde in Reaktionsgefdl Nr.1 gesammelt. AnschlieBend gab man erneut
100 pul TEN Puffer auf die Sdule und sammelte den Durchfluss in Reaktionsgefall Nr.2; die
Sdule wurde stets komplett leer tropfen gelassen. Mit dem néchsten 100 pl Aliquot TEN-
Puffer begann das Sammeln von Einzeltropfen-Fraktionen (ca. 35 pl) in ein jeweils neues
Reaktionsgefil3, bis 18 Tropfen aufgefangen waren, gegebenenfalls wurden nochmals neue

100 pl Aliquots TEN-Puffer auf die Siule gegeben.
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Eine anschlieBende Volumenbestimmung der Tropfenfraktionen in den Reaktionsgefdflen
diente der Berechnung des Gesamtvolumens und dem Bestimmen der Fraktion, bei welcher
das Gesamtvolumen anndhernd 550 pl betrug; nachfolgende Fraktionen wurden nicht fiir die
weiteren Arbeitsschritte verwendet, da sie die kleinen cDNS-Fragmente und Adapter enthiel-

ten (Tabelle 2).

c¢DNS-
Nr. Fraktionsvolumen (ul) Gesamtvolumen Cerenkow ¢DNS-Gehalt Konzentration
(nl) counts (cpm) (ng)
(ng/ pb)
1 95 95 25
2 97 192 30
3 34 226 32
4 30 256 20
5 35 291 29
6 33 324 32
7 34 358 43
8 34 392 125 33 0,1
9 36 428 625 16 0,44
10 34 462 1196 32 0,94
11 34 496 1740 46 1.4
12 34 530 1523 40 1,2
13 34 564
14 30 594
15 33 627
16 35 662
17 32 694
18 36 730
19 34 764
20 35 799

Tabelle 2: Beispiel zur Bestimmung der zu verwendenden Elutionsfraktionen

Nach Auszdhlen der verbleibenden Fraktionen in einem Szintillationszdhler mit Erhalt der
Cerenkov-Counts kalkulierte man den cDNS-Gehalt fiir jede Fraktion mittels der unten aufge-
filhrten Formel. Aus dem errechneten cDNS-Gehalt und dem Fraktionsvolumen wurde an-
schlieBend die Konzentration jeder Fraktion bestimmt. Es wurden nur die Fraktionen beriick-
sichtigt, die eine angemessene Anzahl an Cerenkov-Counts aufwiesen. Die ersten Fraktionen

mit geringem radioaktiven Signal wurden verworfen.
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Zur Berechnung des cDNS-Gehalts der eluierten Fraktionen diente folgende Formel:
c¢DNS-Gehalt (ng) = (Cerenkov cpm) x 2 x (4 pmol dNTP/ pmol dCTP) x (1000 ng/pg ds cDNS) /
SA (cpm/ pmol dCTP) x (1,515 pmol dNTP/ pg ds cDNS)

Fiir die Vektorligation im nichsten Schritt musste eine Konzentration der cDNS von 10 ng
c¢DNS in héchstens 14 pl TEN-Puffer erreicht werden. Somit wurden Fraktionen mit niedri-
gem cDNS-Gehalt vereinigt, prézipitiert und in einem entsprechenden Volumen H,O-DEPC

resuspendiert um diese Anforderung zu erfiillen.

AbschlieBend erfolgte eine Aufreinigung und Prézipitation der cDNS und Lagerung des An-
satzes iiber Nacht bei -20 °C.

3.1.6.1.5. Ligation der cDNS

Als Klonierungsvektor diente mit dem Restriktionsenzym BstXI linearisierter pcDNAII-
Vektor (Invitrogen). 10-20 ng cDNS reichen aus, um 50 ng Vektor bei der Ligation zu sitti-
gen, eine Erhéhung der cDNS-Menge bringt kaum ein weitere Erhohung der Ligationseffi-

zienz.
In ein neues Reaktionsgefall wurden
0 4 pul5xT4 DNA Ligase Puffer
0 1 pl BstXI-geschnittener Vektor (50 ng/ul)
0 10 ng cDNA (> 0,7 ng/ul)
0 H,0-DEPC ad 19 pl

0 1 pl T4 DNA Ligase

zugegeben und der Ansatz liber Nacht bei 4 °C inkubiert.

3.1.6.1.6. Transformation der in den pcDNAII-Vektor ligierten cDNS in

E.coli mittels Elektroporation

Nach Ethanolprézipitation der ligierten cDNS wurde diese in 5 pul H,O resuspendiert. Die E-
lektroporation erfolgte nach dem Protokoll aus 3.1.1.5.2. Von jedem Elektroporationsansatz
wurde eine Verdiinnungsreihe auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausgebracht und durch die An-
zahl der gewachsenen Kolonien das Volumen an Bakteriensuspension berechnet, welches
bendtigt wurde, um eine Zahl von 20000 Kolonien je Agarplatte zu erlangen (siche Abbildung
10).
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Abbildung 10: Vorgehen zur Erstellung von Verdiinnungsreihen

Das entsprechende Volumen der Bakteriensuspension wurde auf einem Nylon-Filter (Duralon
UV™, (Stratagene)), der auf einer LB-Ampicillin-Agarplatte auflag, mit dem Drigalski-Spatel
ausgestrichen. Nach Inkubation {iber Nacht bei 37 °C im Brutschrank war ein dichter Bewuchs

der Platten mit Bakterienkolonien von 0,3—1 mm Durchmesser zu erkennen.
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Abbildung 11: Schritte zur Erstellung einer cDNS-Bibliothek im Flussdiagramm
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3.1.6.2 Identifizierung und Isolierung von positiven Klonen

Zum Durchmustern der cDNS-Bibliothek mit radioaktiven Sonden bendtigt man Duplikate der
auf den Platten wachsenden Bakterienklone, welche analysiert werden konnen. Um spéter auf
positive Kolonien wieder Zugriff zu haben, werden die sogenannten Masterplatten mit den
vitalen Originalklonen gelagert. Die Herstellung eines Duplikats geschieht, indem ein spiegel-

gleicher Abdruck der Platten hergestellt wird (Replikaplatten, nach Grunstein und Hogness
(58)).

3.1.6.2.1. Herstellung eines spiegelgleichen Duplikats

Die deckungsgleiche Replikation der Bakterienkolonien auf den Nylonfiltern erfolgte ange-
lehnt an eine Methode von Hanahan und Meselson (62). Der bewachsene Nylonfilter wurde
von der Agarplatte mit einer Pinzette vorsichtig abgehoben und so auf ein Stick 3MM-
Whatman-Papier transferiert, dass die gewachsenen Kolonien obenauf lagen. Nun wurde ein
neuer Nylonfilter auf den ersten gelegt und beide Filter mit einem Stahlstempel angedriickt.
Durch das Andriicken wurde gewéhrleistet, dass von jeder der Kolonien Klone am Replikafil-
ter haften blieben (Abbildung 12). Um spéter die Filter wieder zur Deckung bringen zu kon-
nen, wurde mit einer Kaniile an drei Stellen der Rand der Filter durchstochen. Nach Trennung
der Filter wurden diese auf Agarplatten mit Ampicillin aufgebracht. Zur Regeneration der
Masterplatten wurden diese zwei Stunden bei RT stehen gelassen und dann bei 4 °C aufbe-
wahrt. Die Replikaplatten hingegen wurden vier Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert,
um die duplizierten Kolonien zu ausreichender Grofle heranwachsen zu lassen. Die Replikafil-
ter wurden anschlieend iiber Nacht bei 37 °C auf Chloramphenicol/Ampicillin-Platten aufge-
legt, um einen Stopp des Zellwachstums bei gleichzeitiger Vermehrung der Bakterienplasmide

zu erreichen.

Abbildung 12: Fotografien eines bewachsenen Filters (links) und des

verwendeten Metallstempels (rechts)
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3.1.6.2.2. Denaturierung und Fixierung der DNS

Angelehnt an die von Grunstein und Hogness (58) beschriebene Methode der in-situ-
Hybridisierung erfolgte die Hybridisierung der Nylon-Filter. Hierbei erfolgte die Lyse der

Bakterienkolonien und Denaturierung ihrer DNS exakt an der Stelle der Kolonie.

Die Replikafilter wurden von den Ampicillin-/Chloramphenicolplatten abgeldst, kurz getrock-
net und mit der bewachsenen Seite nach oben fiinf Minuten lang in einer Metallwanne inku-
biert, in der jeweils 900 pl einer 0,5 N NaOH-Ldsung fiir jeden Filter aufgebracht waren. Die
Losung wurde von den trockenen Filtern fast vollstdndig aufgenommen. Durch das erzeugte
alkalische Milieu wurden die DNS-Strange denaturiert, die DNS blieb aber an der Stelle, wo
die entsprechende Kolonie gewachsen war, am Filter haften. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurden die Filter zum Trocknen auf Papiertiicher gelegt und der Vorgang wiederholt. Des
Weiteren schlossen sich im Vorgang identische Inkubationen mit 1 M Tris pH 7.5 (zweimal
fiinf Minuten) und 0,5 M Tris pH 7.5 / 1,5 M NaCl (einmal fiinf Minuten) an, durch die die

Neutralisierung der alkalischen Lésung erfolgte.

Nach dem Trocknen der Filter wurden diese zwischen Papiertiicher gelegt und fiir drei Stun-

den bei 80°C gebacken.

3.1.6.2.3. Hybridisierung der Filter mit radioaktiven Sonden

e Prdhybridisierung: Um Bakterienreste, die infolge der durchgefiihrten Lyse entstanden
waren, zu entfernen, wurden die Filter mit 3 x SSC / 0,1 % SDS bei 60 °C im Schiittel-
wasserbad fiir eine Stunde gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Préhybridisierung in
80 mm Petrischalen, wobei in jeder Schale ca. 15 Filter mit einem Volumen von 10,5 ml
(0,7 ml Losung pro Filter) inkubiert wurden. Die Prahybridisierungslosung setzte sich aus
unten aufgelisteten Losungen zusammen und die Prahybridisierung wurde bei 60 °C fiir
drei Stunden im Schiittelwasserbad durchgefiihrt. Zusammensetzung der Prahybridisie-

rungslosung (fiir 40 ml):
0 6ml20xSSC
0 8 ml 50 x Denhardt’sche Losung

0 0,6 ml Lachs-Sperma-DNS 150 pg/ul (Denaturierung bei 97 °C fiir fiinf Minuten,

dann fiinf Minuten auf Eis inkubieren)

o 25,5mlH,O

e  Hybridisierung: Nach erfolgter Prahybridisierung wurden die Filter aus den Petrischalen

entnommen und mit 3 x SSC / 0,1 % SDS in einer Metallwanne gewaschen. Fiir die
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Hybridisierung wurden neue Petrischalen mit Hybridisierungslosung gefiillt, die von der
Zusammensetzung der Prahybridisierungslosung entsprach, jedoch die radioaktive Sonde
in einer Konzentration von ca. 5 x 10° cpm/ml enthielt. Das dem Sondenansatz entspre-
chende Volumen wurde an H,O weniger zugegeben. Die Sonde sowie die Lachssperma-
DNS wurden vor Zugabe zur Hybridisierungslosung denaturiert. Die Hybridisierung er-

folgte {iber Nacht bei 50-55 °C.

o FEntfernung unspezifisch gebundener Sonden: Um bei der spateren Autoradiographie Stor-
signale soweit moglich zu vermeiden, wurden die Filter mit Waschldsungen verschiedener

Zusammensetzung von unspezifisch gebundenen Sonden gereinigt. Reihenfolge der

Waschschritte:
Waschldsung Zeit Temperatur i?;i};é der  Wasch-
3 x SSC; 0,1 % SDS 5 min RT (Wippe) 2x
1 x SSC; 0,1 % SDS 10 min RT (Wippe) 2x
0,3 x SSC; 0,1 % SDS 10 min 60° C (Wasserbad) 1x

Die durch unterschiedliche Losungen und Temperatureinstellungen erzeugten stringenten
Bedingungen wurden so gewéhlt, dass falsch gebundene Sonden méglichst abgewaschen,
leichte Sequenzunterschiede (im Hinblick auf Spleiflvarianten) jedoch toleriert wurden.
Vor Trocknen der feuchten Filter wurden diese auf einen mit Plastikfolie {iberzogenen
Pappkarton gelegt, mit Plastikfolie abgedeckt und acht bzw. 16 Stunden bei -80 °C auf

einen Rontgenfilm aufgelegt.

3.1.6.2.4. Isolierung positiver Klone

Die Rontgenfilme wurden mit Hilfe einer Entwicklermaschine entwickelt und nicht abgebilde-
te Umrisse und Markierungen der Filter zur spiteren Orientierung auf die Rontgenfilme iiber-
tragen (Abbildung 13). So konnten sie mit den Masterplatten verglichen und die auf dem
Rontgenfilm signalgebenden Bakterienkolonien mit einem sterilen Zahnstocher isoliert und in
ein Reaktionsgefdl mit 500 pul LB-Medium tiberfiihrt werden. Man erkennt in Abbildung 13,
dass sich auf den meisten Filtern deutliche punktférmige Schwirzungen zeigen, die Sonden-
markierter DNS positiver Kolonien entsprechen. Im Durchschnitt wiesen ein bis zwei Kolo-

nien pro Filter ein radioaktives Signal auf.
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Abbildung 13: Fotografie eines beispielhaft herausgegriffenen Rontgenfilms des ersten Screenings

3.1.6.2.5. Darstellung reiner Klone

Aufgrund der hohen Koloniedichte der Masterfilter enthielten die Bakteriensuspensionen der
meisten isolierten positiven Klone in der Regel auch Zellen benachbarter Kolonien. Zur Dar-
stellung reiner Klone wurden die Suspensionen in Verdiinnung ausplattiert und erneut wie
oben beschrieben gescreent. Wie in Abbildung 14 zu sehen, erhielten wir beim Screening der
neuen Platten eine grole Anzahl positiver identischer Klone pro Filter, so dass die am besten
einzeln zu isolierenden Klone gezielt entnommen werden konnten. Diese wurden diesmal
direkt zur Gewinnung und Analyse der Plasmid-DNS mittels Restriktionsverdau und Sequen-

zierung verwendet. Es war kein erneutes Screening vonnéten.

Abbildung 14: Fotografie eines beispielhaft herausgegriffenen Rontgenfilms des zweiten Screenings




Material und Methoden 53

3.1.7 Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction
(PCR))

3.1.7.1 Prinzipien der PCR

Die 1988 von Saiki et al. beschriebene ,,Primer-Directed Enzymatic Amplification of Dna
with A Thermostable Dna-Polymerase” (133) (PCR) ist eine Methode, um DNS ohne Zuhilfe-
nahme eines lebenden Organismus zu vervielfiltigen. Grundlage ist die Amplifikation eines
DNS-Fragments durch zwei flankierende Primer mittels einer thermostabilen DNS-
Polymerase, die beim Erhitzen wéhrend der PCR-Zyklen nicht zerstort wird. Der Amplifikati-
onsprozess umfasst ca. 30 Zyklen, die in einem Thermocycler durchgefiihrt werden. Jeder
Zyklus besteht aus Denaturierung, Primer-Annealing und Elongation. Die PCR hat vielfiltige
Anwendungsgebiete wie die Klonierung von Genen, Mutagenese, Erkennung von Krankheiten

oder in der Forensik zur Darstellung des sogenannten genetischen Fingerabdrucks.

3.1.7.2 Synthese und Reinigung von Oligonukleotiden

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Eurofins MWG/Operon syn-
thetisiert, dort bereits High Purity Salt Free (HPSF) oder - im Fall von phosphorylierten Pri-
mern - High Performance Liquid Chromatography (HPLC) aufgereinigt und im lyophilisierten
Zustand verschickt. Die Primer wurden vor Gebrauch in einem entsprechenden Volumen H,O

in einer Konzentration von 10 pmol/ul geldst.

3.1.7.3 PCR-Polymerasen

PCR-Polymerasen sind thermostabile DNS-Polymerasen, d.h. Enzyme, die auch bei Tempera-
turen um 100 °C, die fiir die PCR benotigt werden, ihrer Aktivitdt beibehalten. Sie wurden
unter anderem aus den Bakterien Thermus aquaticus und Pyrococcus furiosus isoliert (85,
129) und sind die Grundlage fiir den breiten Einsatz der PCR in der molekularbiologischen

Forschung.

3.1.7.3.1. Taqg-Polymerase

Tag-Polymerase, isoliert aus dem in heiflen Quellen lebenden Bakterium Thermus aquaticus,
war die erste identifizierte hitzestabile Polymerase. Sie besitzt eine hohe Prozessividt - 1000
Basen werden in 30 Sekunden synthetisiert - aber auch eine hohe Fehlerrate - vier Basen wer-
den im Durchschnitt in einer Sequenz von 1000 Basen falsch eingebaut- , da diese Polymerase

iiber keine 3’-5’ Proofreading-Aktivitdt verfiigt. Deshalb ist die Taq-Polymerase fiir Klonie-
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rungsexperimente, bei denen die identische genetische Sequenz bendtigt wird, weniger geeig-
net. Zudem erzeugt sie DNS-Fragmente mit Adenin-Uberhiingen, was die Klonierung der
Fragmente verkompliziert. Die Taq-Polymerase wurde in dieser Arbeit verwendet, um be-
stimmte ¢cDNS-Sequenzen in einem Erststranggemisch nachzuweisen, da sie eine gute Prozes-

sivitit aufweist.
e  Protokoll fiir eine PCR-Reaktion mit Tag-Polymerase:
0 5-10 ng Matrizen-DNS
0 2,5 ul Forward-Primer (10 pmol/ul)
0 2,5 ul Reverse-Primer (10 pmol/ pl)
0 5 ul 10 x PCR Puffer
0 1 pl ANTPs (Gemisch aus dATPs, dGTPs, dCTPs und dTTPs) (10 mM)
0 1 pl Tag-Polymerase

o Mit H,O auf 50 pl Gesamtvolumen auffiillen

o Beispielhafter Zyklus fiir ein Fragment von 1000 bp Linge:

94 °C Denaturierung 3 Minuten

94 °C Denaturierung 30 Sekunden

Ty-4 °C Annealing 30 Sekunden 30-35x
72 °C Elongation 30 Sekunden pro 1000 Basenpaare

72 °C Elongation 7 Minuten

Die Primer-Annealing-Temperatur wird dem jeweiligen Primerpaar, die Elongationszeit
der Lange der DNS-Matrize individuell angepasst. Dabei bestimmt sich die Annealing-
Temperatur aus der Primersequenz, indem man fiir jedes Thymin bzw. Cytosin 2°C, fiir
jedes Adenin bzw. Guanin 4°C annimmt, die Werte addiert und somit die Schmelztempe-
ratur Ty berechnet. Von der erhaltenen Temperatur werden 5°C abgezogen, womit man
die Annealing-Temperatur erhdlt. Die Elongationszeit berechnet sich aus der Linge des
zu amplifizierenden Fragments, da die Polymerase etwa 30 Sekunden zur Synthese von

1000 Basenpaaren bendtigt.

3.1.7.3.2. Phusion-Polymerase

Die Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) stellt eine Hybridpolymerase dar,

bei welcher die Pyrococcus DNA-Polymerase mit einer Doppelstrang-DNS-bindenden Domi-
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ne fusioniert wurde. Dadurch erlangt diese Polymerase eine hohe Prozessivitit (ungeféahr 1000

Basenpaare in 15 Sekunden) und sehr niedrige Fehlerrate (4,4 x 107 in HF-Puffer) sowie eine

hohe Ausbeute an Amplifikat bei sehr geringer Matrizenzahl. Auflerdem erzeugt sie DNS-

Fragmente mit glatten Enden, was die Klonierung der Fragmente in entsprechende Vektoren

erleichtert. In dieser Arbeit wurde die Phusion-Polymerase zur Amplifizierung von DNS-

Sequenzen aus Erststrang mit einer Lange von bis zu 6500 bp verwendet, sowie fiir die Her-

stellung aller mittels PCR erzeugten DNS-Fragmente fiir Klonierungsexperimente.

e Protokoll fiir eine PCR-Reaktion mit der Phusion-Polymerase:

(0]

(0]

(0]

(0]

1 ng Matrizen-DNS bzw. 1,5-2 ul Erststrang

2,5 pl Forward-Primer (10 pmol/ul)

2,5 ul Reverse-Primer (10 pmol/ pl)

10 pl HF-Puffer (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland)

1 ul ANTPs (Gemisch aus dATPs, dGTPs, dCTPs und dTTPs) (10 mM)

0,5 ul Phusion-Polymerase (2 U/ul)

0 mit H,O auf 50 pl Gesamtvolumen auffiillen

Beispielhafter Zyklus fiir ein Fragment von 1000 bp Ldinge:

98 °C Denaturierung 1 Minute

98 °C Denaturierung 5 Sekunden

Tu-4 °C Annealing 10 Sekunden 30-35x
72 °C Elongation 10 Sekunden pro 1000 Basenpaare

72 °C Elongation 2 Minuten

Es wurde stets HF-Puffer verwendet, da das Enzym in diesem Puffer eine geringere Feh-

lerrate besitzt als im alternativ moglichen GC-Puffer (Finnzymes Oy, Espoo, Finnland),

der die Prozessivitdt steigert. Auch hier wurde die Hybridisierungstemperatur dem jewei-

ligen Primerpaar und die Elongationszeit der Linge der DNS-Matrize individuell ange-

passt. Bei sehr langen zu amplifizierenden Sequenzen (> 6000 bp) wurde die Elongati-

onszeit jedes Zyklus um fiinf Sekunden verldngert, um die abnehmende Enzymaktivitét

zu kompensieren.
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3.1.7.4 One-Step-RT-PCR

Bei der One-Step-RT-PCR werden sowohl cDNS-Synthese (aus Gesamt-RNS oder
Poly(A) RNS) als auch die nachfolgende Amplifikation der Fragmente mittels PCR im selben
Reaktionsgefdl unmittelbar hintereinander im Thermocycler durchgefiihrt. Hier wurde das
SuperScript™ One-Step-RT-PCR mit Platinum Taq System (Invitrogen) verwendet. Der
RT/Platinum Taq Mix ist eine Mischung aus SuperScript™ Reverser Transkriptase und re-
kombinanter Tag-Polymerase, welche mittels eines spezifischen Antikdrpers inaktiviert bleibt,
bis nach Vervollstindigung der cDNS-Synthese die Temperatur auf 94 °C zum Beginn der
folgenden PCR-Zyklen ansteigt. Hierbei 16st sich der Antikdrper von der Polymerase und die-

se wird aktiv.

Es wurden jeweils ein Kardiomyozyt bis maximal zwolf isolierte Kardiomyozyten direkt fiir
die Reaktion verwendet, ohne vorher die RNS zu isolieren. Zusétzlich zugegebenes RNaseOut
(Invitrogen) schiitzte die RNS vor der Degradierung durch in der Zelle vorhandene RNasen.
Die Zellen wurden zuvor mittels Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff und Wiederauftauen

aufgebrochen.

e Protokoll fiir eine PCR-Reaktion mit dem One-Step-RT-PCR-Kit (Invitrogen)

0 1 -12 isolierte Kardiomyozyten

o

2,5 pl Forward-Primer (10 pmol/ul)

0 2,5 ul Reverse-Primer (10 pmol/pl)

o0 1,5 ul RNase Out (Invitrogen)

0 25 ul 2 x Reaction Mix (Puffer mit 0,4 mM jedes ANTP; 2,4 mM MgSO,)

0 1 pl RT/Platinum Taq Mix

e Thermocycler-Protokoll:

50°C Reverse Transkription 25 Minuten

oarc | Mg dr Rl | IR |

94 °C Denaturierung 30 Sekunden

TM -4°C | Annealing 30 Sekunden 35-40x
72 °C Elongation 30 Sekunden

72 °C Elongation 7 Minuten
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Die Annealing-Temperatur wurde individuell dem jeweiligen Primerpaar und den Strin-
genzbedingungen angepasst. Nach Amplifikation wurde aus jedem PCR-Ansatz eine ent-
sprechende Menge entnommen und auf ein Agarosegel zur Analyse der erhaltenen DNS-

Fragmente aufgetragen.

3.1.7.5 DNS-Sequenzierung mit dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

Seit 1975 wurden verschiedene Methoden zur raschen Sequenzierung von DNS-Abschnitten
entwickelt. Die Methoden von Maxam et al. (97) (Sequenzierung mittels chemischer DNS-
Spaltung) und Sanger (135) (Kettenabbruchsverfahren) gelten dabei als Pionierverfahren.
Heute sind automatisierte DNS-Sequenzierungsverfahren wie das Cycle Sequencing (nach
Murray et al. (108)) in Gebrauch. Sie verwenden mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte Dide-
soxynukleosidtriphosphate (ddNTPs). Dabei wird jedes der vier ddNTPs mit einem unter-
schiedlichen Farbstoff gekoppelt. So konnen alle vier ddNTPs in ein Reaktionsgefdll zugege-
ben werden. Es ist keine Aufspaltung in getrennte Ansdtze sowie Markierung mit
Radioisotopen notwendig, wie dies bei dlteren Verfahren der Fall war. Der PCR-
Reaktionsansatz besteht aus DNS-Matrize, Primer, hitzestabiler Polymerase, Puffer, nichtmar-
kierten dNTPs, fluoreszenzmarkierten ddNTPs und H,0. Den Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten ddNTPs fehlt eine 3° OH-Gruppe, so dass nach ihrem Einbau kein weiteres
Nukleotid mehr an die entstehende Polynukleotidkette angebaut werden kann; somit bricht die
Sequenz dort ab. Nach Beendigung der PCR erhdlt man PCR-Fragmente verschiedener Lan-
gen, da iiberall dort, wo ein ddNTP eingebaut wurde, die Elongation stoppt. Mittels Kapillar-
elektrophorese werden die entstandenen Kettenabbruchprodukte aufgetrennt und mit einem
Laser zur Fluoreszenz angeregt. Jedes ddNTP am Ende jedes DNS-Fragments zeigt die spezi-
fische Fluoreszenz des gekoppelten Farbstoffs und kann so detektiert und analysiert werden.
Die Nukleotidsequenz des sequenzierten DNS-Stranges wird durch ein Chromatogramm wie-
dergegeben. Das Cycle-Sequencing erfolgte mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Se-
quencing Kit von Applied Biosystems.

Zur Sequenzierung einer DNS-Sequenz wurden 1 pg einer Maxi-Prep bzw. 3 pl einer Mi-
niprep, 1,5 pl BigDye Terminator, 1 ul des gewiinschten Primers (10 pmol/ul) mit einem ent-
sprechenden Volumen HPLC-H,O vorgelegt, um ein Gesamtvolumen von 12 pl zu erreichen.
AnschlieBend wurde eine PCR im Thermocycler (GeneAmp® PCR System 9700) unter fol-
genden Konditionen durchgefiihrt:
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95 °C Denaturierung 1 Minute

95°C Denaturierung 10 Sekunden } 20
X

55°C Annealing und Elongation 2 Minuten und 30 Sekunden

Parallel zur PCR erfolgte die Aquilibrierung der Sepharose, indem in jede Vertiefung der
Quellplatte 300 pl HPLC-H,O pipettiert wurden. AnschlieBend wurde die Sepharose drei
Stunden bei RT inkubiert.

Um den Reaktionsansatz nach erfolgter PCR aufzureinigen, wurde die Sepharose zunichst
fiinf Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, in jede Vertiefung 150 ul HPLC-H,O zugegeben und
unter gleichen Konditionen erneut zentrifugiert. Nun wurden die Reaktionsansitze auf je ein
Sepharose-well pipettiert und in neue 0,2 ml Reaktionsgefile, die mit 8§ pul Hi-Di™ Formamid
versehen waren, zentrifugiert. Formamid senkt die Schmelztemperatur von DNS-Komplexen,
d.h. die Trennung doppelstringiger DNS in Einzelstrdnge findet bei niedrigeren Temperaturen
statt. So wird garantiert, dass die zu sequenzierenden DNS-Einzelstringe keine unspezifischen
Bindungen eingehen und die Sequenzierung beeintridchtigen. Das Eluat konnte direkt zur Se-

quenzierung eingesetzt oder iiber mehrere Tage bei 4 °C gelagert werden.

3.1.8 Isolierung von Mauskardiomyozyten

3.1.8.1 Isolierung embryonaler Maus-Kardiomyozyten

Eine schwangere Maus (definierter Embryonaltag 13.5) wurde durch zervikale Dislokation
getotet. Es folgte die vorsichtige Eroffnung des Bauchraums und Freilegung des Uterus. Der
komplette Uterus wurde entnommen und in eine Petrischale mit ADS-Puffer iiberfiihrt. Die
einzelnen Embryonen wurden mit der Schere vorsichtig abgetrennt und in neue Petrischalen
iiberfiihrt. Nun schnitt man die Uteruswand auf und 6ffnete vorsichtig die Eihaut, wobei der
Embryo freigelegt wurde. Unter dem Stereomikroskop wurde das gesamte Herz des Embryos
herausprépariert und in ein Reaktionsgefall mit 0,5 ml Kollagenase-Losung gegeben. Der Ver-
dau erfolgte fiir 15 Minuten bei 37 °C im Heizblock unter Schiitteln (500 rpm). Nach dem 15-
miniitigen Verdau wurden 0,5 ml DMEM hinzupipettiert und die Gewebestiickchen durch

mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette suspendiert.

Die Suspension wurde in eine Petrischale mit Polylysin-beschichteten Glaspléttchen ( mit 2 ml
DMEM-Medium) gegeben (1 Schale pro Embryo) und bis zum néchsten Morgen bei 37 °C
und 5 % CO, inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 48 Stunden wur-
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den einzelne, teils kontrahierende Kardiomyozyten unter dem Mikroskop mit einer Glaskapil-
lare aufgesaugt, in ein PCR-Reaktionsgefdl} ausgeblasen, in fliissigem Stickstoff schockgefro-

ren und bei -80 °C bis zur weiteren Verwendung (PCR) aufbewahrt.

3.1.8.2 Isolierung adulter Mauskardiomyozyten

Die isolierten adulten Kardiomyozyten erhielten wir von Herrn Prof. Dr. Lipp vom Institut fiir
Anatomie und Zellbiologie in Homburg. Das Herz einer vier bis acht Wochen alten Maus
wurde mit einer Kollagenaselosung perfundiert. Danach konnten die einzelnen Kardiomyozy-
ten durch leichtes Riitteln in entsprechender Losung herausgeldst werden. Wie die embryona-
len Kardiomyozyten wurden auch die adulten mittels einer Glaskapillare aus den Petrischalen

aufgesammelt (vgl. 3.1.8.1).

3.2 Proteinbiochemie

3.2.1 Co-Immunoprazipitation

COS-Zellen wurden unter sterilen Bedingungen kultiviert. Die Zellen wurden mittels Trans-
fektionsagens FUGENE 6 (Roche) mit einer CaVp2a-N1-3 x FLAG- bzw. CaV[2a-N4-
Untereinheit im Verhéltnis 1:1 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet, mit
PBS gewaschen, zentrifugiert und das Zellpellet in RIPA-Puffer mit zugegebenen Proteasein-
hibitoren solubilisiert. Hierzu wurden die Zellen mit einer diinnen Kaniile geschert und fiir 15
Minuten bei 4 °C geschiittelt. Der entstandene Uberstand wurde zu dquilibrierter Sepharose
gegeben und fiir zwei Stunden bei 4°C unter Schiitteln inkubiert mit nachfolgender Zentrifuga-
tion bei 4000 rpm und 4 °C fiir drei Minuten. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsge-
faf} iiberfiihrt und ein CaVp2-Antikorper zugegeben. Unter Schiitteln wurde das Gemisch iiber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nichsten Tag erfolgte die erneute Zugabe dquilibrierter Sepharo-
se und eine Inkubation des Ansatzes fiir zwei Stunden bei 4 °C auf dem Riittler mit anschlie-
Bender Zentrifugation fiir drei Minuten bei 4000 rpm und 4 °C. Der Uberstand wurde verwor-
fen und die Sepharose viermal mit RIPA-Puffer gewaschen. Nun wurde der Puffer abpipettiert
und 2 x Laemmli-Puffer zur Sepharose zugegeben. Nach einer Inkubation von fiinf Minuten

bei 95 °C wurde die Probe auf ein SDS-Gel aufgetragen.
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3.2.2 Cross-Linking-Experiment mit BS>

Das Cross-Linking-Experiment wurde modifiziert nach der von Tsuruda et al. (153) beschrie-
benen Methode durchgefiihrt. Bis(Sulfosuccinimidyl)suberat (BS®) enthélt einen Sulfo-
NHS(N-Hydroxysulfosuccinimid)-Ester, der mit Molekiilen, die primdre Amine enthalten,
reagiert. Proteine besitzen im Allgemeinen mehrere primidre Amine in den Seitengruppen von
Lysinresten und sind so geeignete Ziele fiir NHS-Ester-Crosslinking-Agenzien. Mit dieser
Methode kann unter anderem eine Interaktion eng benachbarter Proteine nachgewiesen wer-

den, wie sie hier fiir CaVB2-Untereinheiten gezeigt werden soll.

Die Zellen wurden mittels Transfektionsagens FuGENE 6 mit einer CaVp2a-N1 bzw.
CaVp2a-N4-Untereinheit im Verhéltnis 1:1 transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen
geerntet, mit PBS gewaschen und mit PBS und 1 % Triton solubilisiert. Proteaseinhibitoren
wurden ebenfalls zugegeben. AnschlieBend wurde die Suspension mit einer diinnen Kaniile
geschert, fiir zehn Minuten bei 4 °C geschiittelt und dann fiir 15 Minuten bei 14000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Reaktionsgefa iiberfiihrt, 125 mM BS®
(Pierce) zugegeben und unter Schiitteln fiir 30 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von
IM Tris pH 7.5 in das Reaktionsgefd3 und einer Inkubation unter Schiitteln fiir 15 Minuten,
wurde abschliefend 2 x Laemmli-Puffer hinzupipettiert und die Probe fiir fiinf Minuten bei

95 °C denaturiert, bevor sie auf ein SDS-Gel aufgetragen wurde.

3.3 Elektrophysiologie

Die Patch-Clamp-Technik wurde 1976 von Erwin Neher und Bert Sakmann entwickelt (109).
Dabei werden Strome iiber Zellmembranen mittels zweier Mikroelektroden gemessen. Die
erste Elektrode stellt eine mit einer leitfahigen Losung gefiillte Glaskapillare dar, in die ein
beschichteter Silberdraht eintaucht. In der Badlosung liegt eine zweite Elektrode. Die Glaspi-
pette wird vorsichtig auf die intakte Zelle gedriickt und ein leichter Unterdruck erzeugt, wo-
durch ein elektrischer Widerstand zwischen dem Inneren der Pipette und der AuBenlésung
erzeugt wird. Aufgrund des hohen Widerstands muss ein Strom, der durch einen Ionenkanal
innerhalb Membranstiicks, welches von der Glaskapillare abgedichtet ist, fliet, auch durch
den Pipetteninhalt flieBen, was eine Messung des Stroms ermoglicht. Durch diese Technik

wurde die systematische Erforschung der Ionenstrome der Zellen ermoglicht.

Die Patch-Clamp-Technik wird in verschiedenen Konfigurationen angewendet, in dieser Ar-

beit waren alle Messungen Ganzzellmessungen. Bei Ganzzellmessungen besteht eine Verbin-
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dung zwischen dem Inneren der Glaskapillare und dem Inneren der Zelle. In dieser Konfigura-
tion wird von der gesamten Zellmembran abgeleitet. Uber die Pipettenldsung besteht zusitz-

lich die Moglichkeit, die Zelle von innen zu manipulieren.

Fiir alle Messungen wurden HEK293-Zellen verwendet.

3.3.1 Zellkultur und Transfektion

Human Embryonic Kidney Cells (HEK293-Zellen) wurden unter sterilen Bedingungen kulti-
viert. Die Zellen wurden mittels Transfektionsagens FuGENE 6 (Roche) mit einer CaVa,1.2-
Untereinheit, CaVp2a-Untereinheit und eGFP (enhanced GFP) im Verhéltnis 1:1:1 in Anleh-
nung an eine Arbeit von Gerster et al. (53) kotransfiziert. Dabei wurden pro Schale jeweils
0,7 ul, entsprechend 0,7 pg, der einzelnen Plasmide und 6 ul FuGENE verwendet. Dies galt
auch fiir das CaVf2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsprotein. Nach 24 Stunden wurden die Zellen
vereinzelt, um die fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen bendtigten einzelnen Zellen
zu erhalten. Weitere 24 bis 48 Stunden spiter wurden die Ca**-Stréme gemessen. Es wurden
ausschlieBlich kriftig griin fluoreszierende Zellen fiir die Untersuchungen verwendet. Ohne
GFP ergab sich eine sehr geringe Erfolgsquote im Hinblick auf Messung von Ca**-Strémen, so
dass die Unterscheidung von korrekt transfizierten Zellen von unvollstdndig bzw. nichttransfi-

zierten durch das GFP erleichtert wurde.

3.3.2 Elektrophysiologische Messungen

3.3.2.1 Verwendete Pipetten

Es wurden Borosilikat-Glaskapillaren (BioMedical Instruments) verwendet, die Widerstdnde

von 2.0 bis 4.0 MQ besallen.

3.3.2.2 Messprotokoll

Die Ca**-Strome wurden alle fiinf Sekunden ausgehend vom Haltepotenzial (-90 mV) mit
Testpotenzialen (400 ms) von -70 bis +70 mV in 10 mV-Schritten induziert, gemessen und

aufgezeichnet.

In HEK293-Zellen, die mit der CaVa,1.2-Untereinheit und GFP, nicht aber mit der CaVp2a-
Untereinheit transfiziert waren, zeigte sich ein kleiner, aber deutlich vorhandener Ca**-Strom
(Ica, omv: -1.371 pA/pF + 0.447, n = 23), ebenso bei Messungen an nichttransfizierten HEK293-
Zellen (Ic,, omv: -1.094 pA/pF £ 0.596, n = 15). Deshalb wurden nur Zellen, die eine Strom-
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dichte von mehr als -3.5 pA/pF besallen, in die Analyse einbezogen, um sicherzugehen, dass

sowohl die CaVa,;1.2- als auch die CaVp2a-Untereinheit in der Zelle vorhanden waren.

3.3.2.3 Messung und Auswertung der Einzelparameter

Die Spannungsabhingigkeit der Offenwahrscheinlichkeit der Ca®*-Kanle lisst sich messen,
indem durch ein hinreichend negatives Haltepotenzial alle Kanéle in den aktivierbaren Zu-
stand versetzt werden. Daraufthin wird die Spannung sprungartig auf ein positiveres Potenzial
gesetzt, wodurch sich ein Teil der Kanéle 6ffnet (siche 3.3.2.2). Ein MaB, wie viele Kanile bei
der eingesetzten Testspannung gleichzeitig offen waren, ist die gemessene Stromamplitude.
Die Messungen werden fiir verschiedene Potenziale wiederholt und die Messwerte in Abhén-
gigkeit von der Spannung aufgetragen. Aus diesen Werten erhielten wir die Strom-Spannungs-
Beziehung bzw. -Kurve. Die Strom-Spannungs-Beziechungen einzelner Zellen wurden nach
der Formel I = G(V-E,e,)/(1+exp(-(V-V11.4c)/k)) (Pearson und Dolphin, 1993, (117)) ausge-
wertet, um die maximale Ganzzellleitfahigkeit G.x , das Umkehrpotenzial E,.,, die benétigte
Spannung zur halbmaximalen Aktivierung des Ca**-Kanals V. und den Steilheitsfaktor k
zu erhalten. Dabei ist das Umkehrpotenzial E,, der Schnittpunkt der Strom-Spannungs-Kurve
mit der Spannungsachse. V.. bezeichnet die Spannung, bei der genau die Hélfte der Kanéle
aktiviert wird. Um diesen Wert zu bestimmen, werden die Amplituden oder Leitfahigkeiten
der Strome auf ihren Maximalwert (100%) normiert und an diese Kurve die obige Boltzmann-
Funktion angepasst. Der Steilheitsfaktor k beschreibt die Abhéngigkeit der Leitfdhigkeit von
der Spannung und wird ebenfalls aus der Boltzmann-Funktion erhalten. Die Time-to-peak
wurde ab 1,2 ms nach Beginn der Depolarisation gemessen, um Kapazititsartefakte zu ver-
meiden. Die Erstellung der Steady-State Aktivierungskurve erfolgte durch Normalisierung der
Stromdichte gemessen zwischen -70 mV und 0 mV zu der bei OmV gemessenen und Auswer-
tung mittels einer Boltzmanngleichung (I/Iy,,y = 1 + (A-1)/(1 + exp((V-Vi)/k)), mit V., als
Spannung zur halbmaximalen Aktivierung und k als Steilheitsparameter. Die Steady-State
Inaktivierung wurde mit einem Doppelpulsprotokoll gemessen, bei dem die Zellen in 10 mV-
Schritten auf Potenziale von -100 bis +40 mV depolarisiert wurden. Wahrend des nachfolgen-
den Sprungs zu 0 mV fiir 400 ms wurde der Ca**-Strom gemessen. Die Steady-State Inaktivie-
rungskurven wurden in Bezug zu dem Strom nach dem Vorpuls auf -100mV normalisiert, der
Durchschnitt ermittelt und mit oben aufgefiihrter Boltzmann-Funktion (siche Steady-State
Aktivierung) ausgewertet. Bei allen Messungen wurde ein P/4-Protokoll verwendet, um linea-
re Leckstrome und die Kapazitit zu subtrahieren. Die Tail-Currents wurden wéhrend eines
100 ms dauernden Schritts auf -50 mV nach einer 20 ms-Depolarisation auf Potenziale von

-40 bis +120 mV bei 0,2 Hz aufgezeichnet. Spitzen-Tail-Currents wurden in Bezug zur nach
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einem Depolarisationsschritt auf +90 mV gemessenen Stromdichte normalisiert und mit einer

Boltzmann-Funktion ausgewertet.

Die Daten wurden mit GraphPad Prism verglichen und mittels one-way ANOVA-Test bzw. T-

Test hinsichtlich signifikanter Unterschiede zwischen den Spleillvarianten ausgewertet.

3.4 Fluoreszenzexperimente

An groB3e Molekiile kann mittels verschiedener Methoden ein fluoreszierendes Protein kova-

lent fusioniert werden, das dann als sehr sensitiver Marker fiir dieses Molekiil dient.

Fluoreszierende Proteine wie das Green Fluorescent Protein (GFP) kdnnen zur Beobachtung
biologischer Vorgidnge innerhalb der Zellen herangezogen werden und eine in vivo-
Beobachtung des markierten Proteins ermdglichen. Fiir die folgenden Experimente wurden
verschiedene Fluoreszenzproteine verwendet. Die CaV[2a-Untereinheit wurde mit dem mo-
nomeren rotfluoreszierenden Protein (mRPF) (20) fusioniert, wihrend an die CaVa,;1.2-
Untereinheit ein griin fluoreszierendes superekliptisches bzw. ratiomerisches pHluorin (s-

pHluorin bzw. r-pHluorin) gekoppelt wurde (102, 3).

3.4.1 Zellkultur und Transfektion

Human Embryonic Kidney Cells (HEK293-Zellen) wurden unter sterilen Bedingungen kulti-
viert. Die Zellen einer Schale wurden bei Transfektion einer Untereinheit (CaVp2a bzw. CaV-
a;1.2) mit 2 pg des Plasmids und 6 pul FuGENE transfiziert. Bei Kotransfektion beider Unter-
einheiten wurde jede Schale mit jeweils 1 pg Plasmid je Untereinheit und 6 pul FuGENE ver-
setzt. Nach 24 bzw. 48 Stunden wurden die Zellen unter dem Lichtmikroskop unter Zuhilfe-

nahme von spezifischen Farbfiltern fotografiert.

3.5 Zusammensetzung haufig verwendeter Puffer, Losungen

und Medien

3.5.1 Puffer und Lésungen fur molekularbiologische Methoden

Fiir Puffer und Losungen wurde entionisiertes autoklaviertes Wasser verwendet und, falls

nicht anders angegeben, bei 121 °C und 1 bar fiir 20 Minuten autoklaviert. Die Zusammenset-
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zung der Pufferlosungen richtet sich im Allgemeinen nach Sambrook, Russell (134), zum Teil
fanden laborinterne Modifikationen der Protokolle statt.
50 x Denhardt

0 5 gFicoll

0 5 g Polyvinylpyrrolidon

0 in 200 ml H,0 suspendieren

0 5 gBSA (getrennt in 250 ml H,0 16sen)

0 Ldsungen vereinigen und mit H,0 auf 500 ml auffiillen

0 sterilfiltrieren liber 45 um Filter

10 x DNS-Auftragspuffer
o0 0,25% Bromophenolblau
0 0,25% Xylencyanol FF
0 0,01 M Tris, pH 7.0 bei RT
o 0,05 MEDTA; pH 8.0
0 40 % (w/v) Harnstoff

0 40 % (w/v) Glycerin, wasserfrei

MOPS Elektrophoresepuffer
0 20 mM MOPS (pH 7.0, RT)
0 2 mM Natriumacetat
o 1mM EDTA (pH 8.0)

0 Lichtgeschiitzte Lagerung bei 4°C

Puffer fiir PCR mit Taq-Polymerase
0 100 mM Tris (pH 8,3, RT)
o0 15 mM MgCl,

0 500 mM KCl
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RNS-Auftragspuffer

(0]

95 % (v/v) deionisiertes Formamid (Deionisationsmatrix Amberlite*MB-1 (Fisher

Chemicals))

0,025 % (w/v) Bromophenolblau
0,025 % (w/v) Xylencyanol FF

5 mM EDTA (pH 8.0)

0,025 % (w/v) SDS

20 x SSC

(0]

(0]

175,3 g NaCl

88,2 g Na-Citrat

800 ml H,0

pH Einstellung auf 7.0 mit HCI1

auf ein Liter Volumen mit H,0 auffiillen

STET-L-Puffer

0,05 M Tris-CI; pH 8.0 bei RT

0,05 M EDTA; pH 8.0

5 % (v/v) Triton X-100

8 % (w/v) Saccharose

Vor Gebrauch Zugabe von Lysozym (10 pl 10 mg/ml Lysozym-Lésung pro ml STET)

Lysozym-Losung: 10 mg/ml Lysozym

TBE (Tris-Borat-EDTA)-Puffer, pH 8.0 bei RT

o 0,089 M Tris

o0 0,089 M Borsaure

o 0,001 M EDTA
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TE-Puffer (10x Tris EDTA)
0 100 mM Tris-Cl

0o 10mM EDTA

TEN-Puffer:
0 10 mM Tris-HCI (pH 7.5, RT)
o 0,1 mMEDTA

0 25 mM NaCl

TES-Puffer
0 10mM Tris-HCI; pH 7.5 bei RT
0o 1mMEDTA;pH?7.5

o 0,1% SDS

TSS-Puffer
o 10 % (w/v) PEG 3350
0 5% (v/v) DMSO
0 1 % Caseinhydrolysat (Roth)
o0 1% NaCl
o0 0,5 % Hefeextrakt (Roth)

Waschpuffer zur Isolierung der Poly(A)"-RNS
0 TES-Puffer

o 0,5M NaCl
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3.5.2 Puffer und Lésungen fir proteinbiochemische Methoden
Soweit nicht anders angegeben, diente entionisiertes Wasser als Losungsmittel

PBS
o 0,14 M NaCl
o0 2,7mM KCI
o 1,5 mM KH,PO,

0 8 mM Na,HPO,

RIPA-Puffer
0 150 mM NaCl
0 50 mM Tris-HCI ,pH 8 bei 4°C
o0 5mMEDTA
0 1% Nonidet P40
o 0,1% SDS

0 0,5% Na-Deoxycholat

3.5.3 Puffer und Lésungen fur elektrophysiologische Methoden

Pipettenlosung pH 7.4
0 20mM CsCl
o 3 mM MgCl,
0 5mM Mg-ATP
o 10mM EGTA
o 5 mM HEPES

0 pH-Wert-Einstellung auf pH 7.4 mit CsOH
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Badlésung pH 7.4
0 140 mM Tetracthylammonium (TEA)-Chlorid
o 1 mM MgCl,
0 1.8 mM CaCl,
o 10 mM HEPES

0 pH-Wert-Einstellung auf pH 7.4 mit TEA-OH

3.5.4 Puffer und L6ésungen zur Praparation eukaryotischer Zellen

ADS-Puffer (Isolierung embryonaler Kardiomyozyten von Maus, 3.1.8.1)
0 116 ml IM NaCl
0o 10ml0,1M NaH,PO,
0 5mlIMKCI
0 8ml0,IM MgSO,
o 4,77 g HEPES
0 0,99 g Glukose

0 pH-Wert mit NaOH auf 7.35 einstellen (RT)

3.5.5 Medien

3.5.5.1 Nahr- und Lagermedien

3.5.5.1.1. Flussigkultur
e Luria-Bertani (LB)-Medium
0 10 g Trypton / Pepton
0 5 g Hefeextrakt
o0 10gNaCl
0 pH 7.4 mit NaOH

LB-Medium ist ein komplexes Medium, das ein rasches Wachstum aller in dieser Arbeit

verwendeten E.coli-Stdmme gewihrleistet.
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o  SOC-Medium

(0]

(0]

(0]

20 g Trypton / Pepton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 ml 1M KCl

pH-Einstellung auf 7.0 mit 5 N NaOH

vor Verwendung Zugabe von 5 ml 2 M MgCl, (autoklaviert) und 20 ml 1M Glukose

Dieses Medium wurde fiir die elektrokompetenten Zellen nach Elektroporation verwendet,

um das Uberleben moglichst vieler transformierter Bakterienzellen zu sichern.

3.5.5.1.2. Plattenkultur

Zur Herstellung von Agar-Platten wurde LB-Medium verwendet, welchem pro Liter Ansatz

15 g Agar zugesetzt wurden. Der Ansatz wurde autoklaviert und das Medium nach Abkiihlung

auf 50 °C mit einem Antibiotikum versetzt und in sterile Petrischalen ausgegossen. Die Auf-

bewahrung der erkalteten Platten erfolgte bei 4 °C.

3.5.5.2 Lagermedien

e Bakterienlagermedium (100 ml)

(0]

(0]

(0]

0,7 mg K,HPO,

0,3 mg KH,PO,

0,05 mg Nas-Citrat x 2 H,O

0,01 mg MgSO,

auf 50 ml mit H,O auffiillen
autoklavieren

50 ml Glyzerin (getrennt autoklavieren)

beide Ansitze vereinigen; Lagerung bei 4 °C

o LB/ Glyzerol-Suspension

(0]

(0]

40 % Glyzerol

60 % LB-Medium
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3.6 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht anders angegeben, von dem
Firmen GE Healthcare (Miinchen), Invitrogen (Karlsruhe), New England Biolabs (Schwal-
bach), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Miinchen) bezogen.
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4 Ergebnisse

Teil 1

4.1 Identifizierung, Klonierung und Charakterisierung von

CaVB2-SpleiBvarianten in Mausherz
Teil 1 der Ergebnisse umfasst folgende Abschnitte:

1 Identifizierung von CaVf2-Spleifivarianten in Mausherz unterschiedlicher Entwick-

lungsstadien mittels cDNS-Bibliotheken

2 Amplifizierung von CaVf2-Varianten mittels Polymerase-Kettenreaktion aus isolier-

ten Kardiomyozyten
3 Interaktion von CaVp2-Spleiflvarianten

4 Elektrophysiologische Untersuchungen zur Charakterisierung der verschiedenen

CaVp2- Spleiflvarianten

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Begriffe ,,Spleifivariante” und ,,Isoform* synonym ver-

wendet.

4.1.1 Identifizierung von CaVB2-SpleiBvarianten

Die CaVp2-Untereinheit stellt die dominierende CaVB-Untereinheit des L-Typ Ca**-Kanals in
Herzgewebe dar (11). Zahlreiche CaVp2-Spleilvarianten wurden aus verschiedenen Geweben
isoliert, allerdings erfolgte in den einzelnen Publikationen meist keine systematische Untersu-
chung beziiglich im jeweiligen Gewebetyp vorhandener CaVp2-Spleiivarianten (72, 96, 1).
Erst in den letzten Jahren wurden vermehrt Methoden wie die PCR-Amplifikation von ¢cDNS-
Fragmenten angewendet, um die Vielfalt alternativ gespleiiter CaVp2-Transkripte in Herzge-
webe genauer zu analysieren (50, 67). Aktuell finden sich in der Literatur widerspriichliche
Ergebnisse in Bezug auf die Expression verschiedener CaVp2-Spleiivarianten und deren zah-

lenméBigem Verhéltnis in Herzgewebe (siche 5.1.3.1 bzw. 5.1.3.2). Auch gibt es hinsichtlich
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entwicklungsabhédngiger Verdnderungen der Expression von CaVP2- Spleilvarianten und

deren Expressionsverhiltnis nur wenige Informationen.

Ziel der in 4.1.1 erlduterten Forschungsarbeiten ist die Identifizierung der vorhandenen
CaVp2-SpleiBvarianten in neonatalem bzw. adultem Mausherzgewebe. Ein Schwerpunkt liegt
hierbei insbesondere auf der Identifizierung einer fetalen bzw. neonatalen Spleiflvariante so-
wie Verdnderungen des Expressionsverhiltnisses der in Herzmuskelzellen vorkommenden

CaVp2-SpleiBvarianten im Laufe der Mausentwicklung.

4.1.1.1 Auswahl der Spezies fur das zu untersuchende Herzgewebe

Fiir die Untersuchungen wurde Herzgewebe von Maus gewihlt, da zum einen die Western
Blot-Untersuchungen aus Kapitel 2.6 (Abbildung 7) aus Mausherz isolierte Proteine zur
Grundlage hatten und die beobachteten Verdnderungen des CaV[2-Proteinmusters zeigten.
Zum zweiten spielt die Maus in der heutigen Forschung eine wichtige Rolle, insbesondere
hinsichtlich zahlreicher existierender Modelle, bei denen mittels homologer Rekombination
gezielt Gene deletiert oder in einzelnen Abschnitten mutiert werden konnen. Diese sogenann-
ten Knock-out-Tiermodelle bieten einen mit anderen Methoden nicht erreichten Einblick in
physiologische Vorgidnge hoherer Organismen. Des Weiteren arbeitet das Institut fiir Pharma-
kologie der Universitdt des Saarlandes intensiv mit Mausmodellen und es stehen eine Vielzahl

von Antikérpern, Knock-out-Modellen etc. bereit.

4.1.1.2 Motivation zur Fokussierung auf die Identifikation von CaVp2-

SpleiBvarianten

Die Motivation fiir die Forschungsarbeiten mit dem Ziel der Identifizierung entwicklungsspe-
zifischer CaVp2-Spleivarianten und -Expressionsverhéltnisse in Mausherzgewebe begriindet
sich vor allem auf dem Resultat der in Kapitel 2.6 beschriebenen Western Blot-Analyse (Ab-
bildung 7). Abbildung 15 zeigt ein dhnliches Experiment. Mikrosomale Proteinfraktionen von
Herzgewebe verschiedener Entwicklungsstadien der Maus wurden auf SDS-
Polyacrylamidgelen aufgetrennt, auf Nitrocellulose-Filter transferiert und die CaVa,1.2- und
CaVp2-Proteine mit Antikorpern detektiert. Erneut wird deutlich, dass der Antikorper fiir die
CaVp2-Untereinheit mindestens zwei CaVp2-Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts
erkennt; deren Signalstidrke dndert sich im Verlauf der Herzentwicklung (sieche Abbildung 15).
Als Ursachen dieser Verdnderung kamen vorrangig posttranslationale Modifikationen des

CaV2-Proteins sowie alternatives Spleilen des CaV2-Transkripts in Frage.
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Abbildung 15: Westernblot mit mikrosomalen Proteinfraktionen aus Herzgewebe von Tieren unter-
schiedlichen Alters, inkubiert mit Antikorpern, die gegen CaV1.2 (oben), CaVp2 (Mitte)
und CaVp3 (unten) gerichtet sind.

4.1.1.2.1. Veranderung der CaVB2-Laufeigenschaften im Gel durch

posttranslationale Modifikationen

Posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder Palmitoylierung kdnnen Lauf-
unterschiede ein- und desselben Proteins in der Gelelektrophorese hervorrufen und ein diffe-

rierendes Molekulargewicht des Proteins im Western Blot vortduschen.

Die zahlreichen identifizierten potentiellen Phosphorylierungs-Konsensus-Stellen des CaVp2-
Proteins (72, 169, 57) liegen ausschlieBlich innerhalb von Regionen, die keinen Spleilvorgén-
gen unterworfen sind. Die einzige Ausnahme bildet das Ergebnis einer Publikation von Harry
et al. (63), sieche 4.1.1.5.2. Deshalb kann angenommen werden, dass unter den in diesen Regi-
onen identischen Proteinen kein so gravierend differierendes Phosphorylierungsschema vor-

liegt, was zu Proteinen unterschiedlichen Laufverhaltens fiihren konnte.

Des Weiteren ist vom Aminoterminus Typ N3 der CaVp2-Untereinheit bekannt, dass er einer
posttranslationalen Palmitoylierung unterliegt (11). Aufgrund differierender Ergebnisse in
verschiedenen Verdffentlichungen ist jedoch nicht abschlieBend geklért, ob diese Spleilvari-
ante iiberhaupt in Herzgewebe exprimiert wird (siehe 5.1.3.2). Weiterhin gilt, dass Laufunter-
schiede in der SDS-Gelelektrophorese der GroBenordnung wie in oben gezeigter Western
Blot-Analyse sichtbar, nicht allein durch Phosphorylierung oder Palmitoylierung hervorgeru-

fen werden konnen, sondern beispielsweise durch abweichende Aminosduresequenzen von
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CaVp2-Isoformen. Solche Isoformen zu identifizieren war das erste Ziel. Somit wurden fiir die
weiteren Untersuchungen des in der Western Blot-Analyse beobachteten Proteinmusters

posttranslationale Modifikationen als Ursache zuriickgestellt.

4.1.1.2.2. Veranderung der CaVp2-Laufeigenschaften im Gel durch
Entwicklungsstadium-spezifische alternative SpleiBvorgange
der CaVB2-Untereinheit

Ausgegangen wurde von der Arbeitshypothese, dass den vom Antikorper gegen die CaVp2-
Untereinheit erkannten Proteinen und ihrer Entwicklungsstadium-spezifischen Expression
alternative SpleiBivorginge der CaVp2-prai-mRNS zugrunde liegen. Im Laufe der Herzent-
wicklung fiihrt dies zu einem Wechsel der Expression von einer grofleren zu einer kleineren
CaV2-Isoform. Dieser Unterschied in der elektrophoretischen Mobilitit weist auf Moleku-
largewichte der Proteine von ~68 kDa und ~74 kDa hin. Nicht auszuschlieen ist, dass sich
hinter einer Bande im Western Blot mehrere CaV2-Spleilivarianten verbergen, da einige der
CaVp2-Isoformen ein sehr dhnliches Molekulargewicht besitzen und somit im Gel nicht fein
genug aufgetrennt werden, um sie als einzelne Banden identifizieren zu koénnen (siche
4.1.3.1). Wie aus Tabelle 3 ersichtlich, ist alternatives Spleilen von CaVp2-Transkripten im
Kontext verschiedener Spezies und Gewebe beschrieben. Es erschienen allerdings nur wenige
Publikationen, in denen eine Untersuchung von CaVp2-Spleiflvarianten in Mausgewebe
durchgefiihrt wurde. Bisher existiert keine Forschungsarbeit, in der ein systematisches Scree-

ning erfolgte, welche CaVp2-Spleifivarianten in Mausherz exprimiert werden.

Das CaV2-Protein besitzt die drei variablen Regionen V1 (N-terminal), V2 (die sogenannte
,»hook“-Region) und V3 (C-terminal) (Abbildung 5), von denen die V1-Region die hdchste
Sequenzvariabilitét zeigt und bereits sechs N-terminale CaVB2-Spleifivarianten in der Litera-
tur beschrieben sind (CaVB2-N1 bis -N6 in Tabelle 3). Uber ein alternatives Spleifien der V2-
Region in Mausherzgewebe berichten in der Literatur Hullin et al. (72) sowie Foell et al. (50).
Vier mogliche Spleiflvarianten sind fiir diese Region beschrieben und als CaV2a, 2b, 2¢ und
2d benannt (sieche Tabelle 4). Die Variante CaVp2a wird in allen untersuchten Gewebetypen
exprimiert, wihrend die Variante CaVB2b bisher nur in Kaninchen- bzw. Maushirn und
menschlichem Herz detektiert wurde. Die cDNS der Varianten CaVp2c¢ und 2d wurden von
Foell et al. aus menschlichem Herzgewebe amplifiziert (siehe Tabelle 3). Die entsprechenden
Exons finden sich alle im CaVp2-Gen von Maus wieder. Bisher ist nur die Expression der
Variante CaVP2a in Mausherz beschrieben (96). Potenzielle alternative Spleilvorgédnge der

V1-und V2-Region wurden in den folgenden Untersuchungen berticksichtigt.
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CaVp2-Isoform Spezies Gewebe Referenz

CaVp2a-N3 Ratte Hirn Perez-Reyes 1992 (119)
CaVp2a-N4 Kaninchen Herz Hullin R. 1992 (72)
CaVp2a-N2 » »

CaV2b-Nx Kaninchen Hirn '

CaVp2a-N5 Maus Hirn / Herz Massa E. 1995 (96)
CaVp2b-N5 Maus Hirn '

CaVp2a-N3 Mensch Hirn Williams M.E. 1997 (150)
CaVp2a-N1 Mensch Herz Allen T. 1998 (1)
CaVp2x-N3 Mensch Herz Yamaguchi H. 2000 (168)
CaVp2a-N3 Mensch Herz Yamada, Y. 2001 (167)
CaVp2 - diverse Mensch Herz Foell J. 2004 (50)
CaVp2e-N1* Mensch Herz Harry J. 2004 (63)
CaVB2{-N6* » » »

x bezeichnet eine in der entsprechenden Publikation nicht analysierte V1- oder V2-Region;
* Nomenklatur der Spleifivarianten von Harry et al. (63) ist dem Schema von Foell et al. (50) angepasst;
CaVp2e-N1 wurde von Harry et al. als CaVP2fund CaVB2{-N6 als CaVP2g bezeichnet.

Tabelle 3: Historie der cDNS-Klonierung der bekannten N-terminalen Spleivarianten CaVB2-N1, -N2,
-N3, -N4, -N5 und -N6 der CaV2-Untereinheit aus verschiedenen Geweben; Foell et al.
(50) und Hullin et al. (72) beschreiben zudem Varianten der V2-Region (CaVf2a, b, ¢ und
d).

4.1.1.3 Nomenklatur der CaVB2-SpleiBvarianten

Die Nomenklatur der CaV2-Spleilformen orientiert sich in dieser Arbeit am Vorschlag von
Foell et al. (50). Dabei bezeichnet der Kleinbuchstabe nach CaV2 die in der Isoform vorhan-
dene Konfiguration der alternativ gespleifiten V2-Region, wihrend sich die dem N folgende
Zahl nach dem spezifischen ebenfalls alternativ gespleiten Aminoterminus (N-Terminus bzw.

V1-Region) richtet (Tabelle 4 und Tabelle 5).

Foell. et al. (50) untersuchten CaVp2-Spleifivarianten in menschlichem Herzgewebe. Die in
den Tabellen 4 und 5 dargestellten Aminosduresequenzen, die der hier verwendeten Nomen-
klatur zugrunde liegen, sind vom menschlichen CaVB2-Gen abgeleitet. Die Darstellung der
entsprechenden weitgehend homologen Maus-Aminosduresequenzen folgt in Abschnitt

4.1.1.5.1 bzw. 4.1.1.5.2 dieser Arbeit.



76 Ergebnisse
CaVp2a ...AIDIDATGLDAEENDIPANHRSPKPSANSVTSPHSKEKRMPFFKK...(Exon 7A)
CaVp2b ...AKQKQKS... (Exon 7B)
CaVp2c ...GAKSADEQDQWKTAGLFWRFT...(Exon 7C)
Exon 7 ist in der Sequenz nicht enthalten; dies fiithrt zu Verschiebung des Leserahmens mit
CaVp2d Entstehung eines Stopkodons in Exon 8 (DRAHSSV*) und insgesamt zu einem trunkierten

CaVp2-Protein

Tabelle 4: AS-Sequenzen alternativ gespleiter Exons der V2-Region (Quelle: menschliches Herzge-

Bezeichnung der CaVp2- Iso-

webe (50))

Sequenz des N-Terminus®

form

CaVB2x-NI MVQRDMSKSPPTAAAAVAQEIQMELLENVAPAGALGAAAQSYGKG
ARRKNRFKGSDGSTSSDTTSNSFLRQ

CaV[p2x-N2 MNQGSGLDLLKISYGKGARRKNRFKGSDGSTSSDTTSNSFVRQ

CaVp2x-N3 MQCCGLVHRRRVRVSY b

CaVp2x-N4 MLDRRLIAPQTKYIIPG

CaVp2x-N5 MKATWIRLLKRAKGGRLKNSDIC

* Die Aminosiuresequenz dieser Tabelle bezieht sich auf die von Foell et al. (50) in menschlichem
Herz gefundenen CaVp2-Isoformen;

" Die palmitoylierte CaVB2x-N3 wurde von Foell et al. (50) nicht aus menschlichem Herz isoliert,
dies gelang jedoch Yamaguchi et al. (168)

Tabelle 5: Nomenklatur der N-terminalen Speiflvarianten nach Foell et al. (50); das x steht fiir die

4.1.1.4

Variabilitdt der V2-Region, da keine N-terminale Splei3form einer spezifischen V2-

Variante zugeordnet werden kann.

Vorgehen zur Identifizierung von CaVp2-SpleiBvarianten in

Mausherz

4.1.1.4.1. Nachweis von CaVB2-mRNS in Mausherz

Anhand des Ergebnisses des Northern Blots (Abbildung 16) ist zu sehen, dass sich in der auf-

getrennten
spezifische

einer mRN

Mausherz-mRNS (aus Gewebe adulter Miuse) bei Verwendung einer CaV[p2-
n Sonde mehrere Banden zeigen (Abbildung 16, Pfeile). Das starkste Signal ist bei

S-Lange von ca. 3000 bp zu erkennen. Korrelierend mit dem Ergebnis sind in der

Literatur Maus-CaVB2-mRNS mit 3254 bp (CaVp2a-N5; GenBank Accession-Nr. AB109465)
bzw. 2970 bp (CaVp2a-N1; GenBank Accession-Nr.NM_023116) beschrieben.
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9000 b

7000 b

4400 b

2400 b

1800 b

Abbildung 16: Northern Blot mit Mausherz-mRNS nach Hybridisierung

mit einer CaVp2-spezifischen Sonde

Ein Northern Blot kann zeigen, ob die mRNS fiir ein bestimmtes Protein in einer Zelle trans-
kribiert wird, und falls ja, in welchem Ausmal. Die Transkription der CaVB2-mRNS wurde
hier anhand des Northern Blots nachgewiesen. Obwohl mehrere Banden sichtbar sind, ldsst
dies allerdings keine Schliisse zu, ob Spleilvarianten bestehen, wieviele davon in einem Ge-
webe vorhanden sind und wo die Sequenzunterschiede liegen. Dafiir sind andere Methoden

vonnoten.

4.1.1.4.2. Entscheidung zur Erstellung von cDNS-Bibliotheken als
Methode der Wahl

Eine cDNS-Bibliothek ist eine Sammlung vieler cDNS, die iiber reverse Transkription aus der
mRNS einer bestimmten Zelle oder eines Gewebes gewonnen wurden und reprasentiert im
Idealfall die Gesamtheit aller exprimierten Gene, das sogenannte Transkriptom, der untersuch-

ten Zellen bzw. Gewebe.

Im Zentrum des Interesses standen die Identifizierung der in Mausherz exprimierten CaVp2-

SpeiBivarianten und deren Expressionsverhéltnis. Fiir hier dargestellte Forschungsziele war die
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Erstellung von ¢cDNS-Bibliotheken und nachfolgendem Screening mittels Hybridisierungs-

sonden deshalb die Methode der Wahl.
4.1.1.4.3. Strategie zur Erstellung geeigneter cDNS-Bibliotheken

4.1.1.4.4. cDNS-Synthese

Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen war Poly(A)'RNS aus Herzen von adulten sowie
sieben Tage alten Mausen (P7). Es wurde P7 gewihlt, weil zu diesem Zeitpunkt sowohl die 68
kDa- als auch die 74 kDa CaVp2-Variante im Western Blot (siche Abbildungen 7 und 15)
detektiert wurden und die Herzen eine angemessene Grofle zur Materialgewinnung hatten, so
dass die besten Voraussetzungen zur Identifizierung aller potentiellen Isoformen gegeben wa-

ren.

Um moglichst spezifisch mRNS-Transkripte der CaV2-Untereinheit zu amplifizieren, wurde
die Erststrang-Synthese aus der mRNS adulter sowie P7-Herzen mit einem fiir die CaV2-
Untereinheit Gen-spezifischen Primer (GSP) vollzogen. Dieser Oligodesoxynukleotid-Primer
war komplementér zu einer DNS-Sequenz, die fiir den N-terminalen Teil der NK- bzw. C2-
Region kodiert (sieche Abbildung 17). Der Gen-spezifische Primer wurde deshalb komplemen-
tdir zum Beginn der zweiten konstanten Region (NK- bzw. C2-Domine) der CaV[2-
Untereinheit gewahlt und somit nicht zu weit entfernt vom N-Terminus, um einen moglichst
groflen Anteil an CaVB2-Klonen im Erststrangpool zu gewinnen, die die vollsténdige N-
terminale Sequenz enthalten. Gleichzeitig konnen aber mit dem Gen-spezifische Primer in
dieser Position auch Unterschiede in der zweiten variablen Region V2 der CaV[f2-
Untereinheit, der sogenannten Hook- Region, miterfasst werden. Zusétzlich wurde eine Erst-
strangsynthese mit Poly(A) RNS von P7 mit Hexanukleotidprimern durchgefiihrt. Eine Erst-
strangsynthese mit diesen Zufallsprimern bot die Moglichkeit, alle vorhandenen Spleiflvarian-
ten zu erfassen, also auch solche, die nicht den zum Gen-spezifischen Primer komplementéren
Sequenzabschnitt enthalten. Ein Ansatz mit Gen-spezifischem Primer mit mRNS adulter
Mausherzen diente als Kontrolle und Vergleich bei der spiteren Auswertung der aus den P7-

cDNS-Bibliotheken gewonnenen Ergebnisse.

Im Weiteren werden folgende Bezeichnungen fiir die drei cDNS-Bibliotheken verwendet:

e Mit Zufallsprimern und Herz-mRNS von P7-Méusen erstellte cDNS-Bibliothek: P7-
Random-cDNS-Bibliothek

e Mit Gen-spezifischem Primer und Herz-mRNS von P7- Méusen erstellte cDNS-
Bibliothek: P7-GSP-cDNS-Bibliothek
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e Mit Gen-spezifischem Primer und Herz-mRNS adulter Méause erstellte cDNS-Bibliothek:
Adult-GSP-cDNS-Bibliothek

4.1.1.4.5. Screening der cDNS-Bibliothek auf CaVB2-Klone

Die Sequenzen der Hybridisierungssonden zum Screening der cDNS-Bibliotheken waren ho-
molog zu weiten Teilen der ersten bzw. zweiten konstanten Region (SH-Doméne bzw. NK-
Domine), um alle in den variablen Regionen unterschiedlichen Konstellationen von CaV[32-
Isoformen optimal detektieren zu konnen (Abbildung 17). In der Publikation von Harry et al.
(63) werden zwei CaV2-Isoformen beschrieben, bei denen entweder der GroBteil der kon-
stanten Regionen (CaVP2e-N1) oder beide konstanten Regionen vollstindig (CaV[p2{-N6)
fehlen. CaV2e konnte mit der C1-Sonde eventuell erfasst werden, da sie 243 von den 431 bp
(base pairs) enthélt, die die Sonde besitzt. CaVB2f dagegen kann mit unseren Sonden nicht
detektiert werden. Die Herstellung der Sonden mittels PCR bzw. Restriktionsverdau erfolgte
aus einer im Institut fiir Pharmakologie (Universitit des Saarlandes) bereits klonierten Maus-
CaVp2-Untereinheit (CaVB2a-N5; nach der Sequenz von Massa et al. (96)). Die Linge der
Hybridisierungssonden betrug 431 bp (C1) bzw. 591 bp (C2). Die P7-GSP-cDNS-Bibliothek

wurde im Weiteren nur mit der Sonde fiir die C1-Region gescreent.

GSP
e
V1 HOOK / V2 V3
N — SH3 /C1 — NK /C2 E———
I I
C1-Sonde C2-Sonde

Abbildung 17: Lage des spezifischen Oligodesoxynukleotid-Primers (GSP) sowie der C1- bzw. C2-
Sonde in Bezug auf die Regionen der CaVp2-Untereinheit

4.1.1.4.6. Untersuchung der CaVB3-Untereinheit

Fiir embryonale Maus-Kardiomyozyten wurde zusétzlich zur CaVp2-Untereinheit auch die
Expression der CaV[B3-Untereinheit nachgewiesen. In adulten Kardiomyozyten konnte diese
hingegen nicht mehr detektiert werden (Abbildung 15, (162)). CaVB-Untereinheiten weisen
untereinander teilweise hohe Sequenzhomologien auf. Um zu {iberpriifen, ob mit den fiir die
cDNS-Bibliotheken konstruierten Sonden (C1- und C2-Sonde) auch ein paralleles Screening
der CaVf3-Expression erfolgen konnte, wurden die konstanten Regionen der CaVp2- und

CaVp3-Untereinheit miteinander verglichen.
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Cl-RegionCaVp2 GSADSYTSRPS-SDVSLEEDREAVRREAERQAQAQLEKAKTKPVAFAVRTNVRYSAAQE 59
C1-RegionCaVp3 GSADSYTSRPSLDSDVSLEEDRESARREVESQAQQQLERAKHKPVAFAVRTNVSYCGVLD 60
. *** ECE *** ECE I kS R R R * . -
Cl-RegionCaV2 DDVPVPGMA I SFEAKDFLHVKEKFNNDWW I GRLVKEGCE IGF IPSPVKLENMRLQHEQRA 119
Cl-RegionCaVp3 EECPVQASGVNFEAKDFLHIKEKYSNDWWIGRLVKEGGA I AFI1PSPQRLESIRLKQEQKA 120
.- *x . - ******** *** . . ** ** ** *
Cl-RegionCaV2 KQGKFYSSKSGGNSSSSLGDIVPSSRKSTPPSS 152
Cl-RegionCaVp3 R-===me= RSG--NPSSLGDI1G--FRRSPPPSL 142
- :** ~ _****** *:* _***

Abbildung 18: Vergleich der C1-Region der CaV2- und CaVp3-Untereinheit
C2-RegionCaV2 TEHTPPYDVVPSMRPVVLVGPSLKGYEVTDMMQKALFDFLKHRFEGRISITRVTADISLA 60
C2-RegionCaVp3 —EHVPPYDVVPSMRPVVLVGPSLKGYEVTDMMQKALFDFLKHRFDGRISITRVTADLSLA 59

** ***
C2-RegionCaV2 KRSVLNNPSKHAT IERSNTRSSLAEVQSEIERIFELARTLQLVVLDADT INHPAQLSKTS 120
C2-RegionCaV3 KRSVLNNPGKRTI IERSSARSSIAEVQSEIERI FELAKSLQLVVLDADTI NHPAQLAKTS 119
*** ***
C2-RegionCaV2 LAPTIVYVKISSPKVLQRLIKSRGKSQAKHLNVQMVAADKLAQCPPQESFDVILDENQLE 180
C2-RegionCaV3 LAPIIVFVKVSSPKVLQRLIRSRGKSQMKHLTVQMMAYDKLVQCPP ESFDAILDENQLE 178

C2-RegionCaVf2
C2-RegionCaVp3

Fokk Kk =k hkk

DACEHLADYLEAYWKATHPPSGNLPNP-LLSRTLASSTLPLSPTLASNSQ 229
DACEH LAEYLEVYWRATHHP———APGPGLLGPPSA 1 PGLQ —————————— 215

Fhkk kK - kkk Kk -k Kk * Kk Kk

Abbildung 19: Vergleich der C2-Region der CaV2- und CaV(33-Untereinheit

Wie aus Abbildung 18 bzw. Abbildung 19 zu erkennen, existiert fiir beide Regionen eine Ho-
mologie in der Aminosduresequenz mit 97 von 152 (CaVp2) bzw. 142 (CaVP3) iibereinstim-
menden Aminosduren fiir die C1-Region und 179 von 229 (CaVB2) bzw. 215 (CaVB3) Ami-
nosduren fiir die C2-Region. Auf
Sequenziibereinstimmung fiir die C1-Region mit 310 von 456 (CaVp2) bzw. 426 (CaVp3)
Basenpaaren und 458 von 687 (CaV2) bzw. 645 (CaVB3) Basenpaaren flir die C2-Region.

Nukleinsédureebene  ergibt sich  eine

Obwohl 90 ¢cDNS-Klone aus den genannten Bibliotheken isoliert und sequenziert wurden,
konnte kein CaVp3-spezifischer Klon detektiert werden. Wahrscheinlich ist an P7 und bei
adulten Méausen die CaVB3-Expression im Herzen nicht vorhanden oder so niedrig, dass keine
CaVp3-cDNS gefunden wurden. Weiterhin ist es gut moglich, dass die oben genannte Se-
quenzidentitit nicht ausreicht, um unter den hier gewéhlten Stringenzbedingungen ein paralle-
les Screening der CaVB3-Untereinheit zu ermodglichen, da die Bindung zwischen den Sonden
und der CaVPB3-cDNS nicht stabil genug ist. Um ein zuverldssiges Screening bei hoher Strin-
genz zu gewihrleisten, sollte eine Sequenziibereinstimmung von > 95% vorliegen; alternativ

konnte die Stringenz der Hybridisierungsbedingungen drastisch reduziert werden, um weitere
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CaVf-cDNS zu finden. Dieser Ansatz wurde hier nicht verfolgt, aber z.B. von Hullin et al.
(72).

4.1.1.5 Auswertung der mittels der cDNS-Bibliotheken erhaltenen CaVp2-

Klone

Abbildung 20 zeigt in Ergdnzung zu Tabelle 6 die durchschnittlichen Fragmentldngen der aus
den drei cDNS-Bibliotheken isolierten CaVf2-Klone nach elektrophoretischer Auftrennung.
Man erkennt eine durchschnittliche Fragmentlidnge von etwa 800 - 1000 bp.

bp -
R waew "‘I..-‘..-'---..---."-..'..a <
— . - ey - T -

-— - oy - - L -
517
396

: —

bp -.U---g*--.--.----.---.- -
1412} 4 2 —
517
396 =

Abbildung 20: Fragmentlédngen der aus den cDNS-Bibliotheken isolierten CaV2-Klone.
Die Pfeile kennzeichnen den Klonierungsvektor pcDNA 1I,

die DNS-Banden darunter repréasentieren die CaVp2-Fragmente.

Tabelle 6 fasst die Eigenschaften und Ergebnisse der cDNS-Bibliotheken, die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellt wurden, zusammen. Die Zahlen verdeutlichen den hohen Screening-
aufwand - es erfolgte ein Screening von insgesamt 2.7 Millionen Einzelklonen, aus denen die
82 erhaltenen CaVp2-Klone isoliert werden mussten. Hierzu waren 160 einzelne Filter vonno-
ten, die einer ersten Durchmusterung unterzogen wurden, fiir das zweite Screening wurden
weitere 130 Filter verwendet. Die ldngsten isolierten cDNS-Fragmente umfassen mehr als
2000 bp, was fiir eine intakte, nicht degradierte Poly(A)'RNS spricht, welche das Ausgangs-

material zur Erstellung der Bibliotheken darstellt.
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P7-Random P7-GSP Adult GSP
Ausbeute an cDNS
0,896 ng
Erststrang 1,72 pug (+ 1,84 pg Zweit- 0,61 pg
strang)
Nach Séulen-
Gelchromatographie 0,769 ng 0.909 ng 0.319 ne
Kolonienzahl
Angestrebt pro Filter 15.000 20.000 15.000
Anzahl der Filter 70 60 30
Angestrebte. Gesamtkolo- | 5 09 1.200.000 450.000
nien
Erhalten pro Filter 100 - 5000 500 - 5000 100 - 5000
Gesamtkolonien erhalten | ~200.000 ~200.000 ~90.000
Durchmusterung
Anzahl posmver Signale 50 49 3
im ersten Screening
Anzahl. positiver .Slgnale 44 34 25
im zweiten Screening
Anzahl sequenzierter 37 33 20
Klone
Anzahl durch Sequenzie-
rung bestétigter CaV[p2- | 33 33 18
Klone
Klone
Exon 2A bis 3|5 unttranslatierte | Exon 2C bis 3’
Léngster Klon untranslatierte Regi- | Region + Exon 2D bis | untranslatierte Regi-
on; ~ 2500 bp Exon 10; ~ 1500 bp on;~ 2500 bp
Exon 6 + nachfolgen- | Exon 2C bis Exon 3 +
. s . Exon 7 und §;
Kiirzester Klon de Intronsequenz; 5 untranslatierte | 220b
~ 280 bp Region; ~320 bp P
Anzahl der Klone, die die
N-terminale V1-Sequenz | 20 27 13

enthalten

Tabelle 6: Ubersicht der erstellten cDNS-Bibliotheken
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4.1.1.5.1. Isolierung von vier N-terminalen SpleiBvarianten der CaVf32-

Untereinheit aus Mausherzgewebe

Insgesamt wurden 84 CaV[p2-Klone isoliert, von denen 60 die N-terminale V1-Sequenz ent-
hielten. Die Sequenzauswertung der 60 ¢cDNS-Klone ergab, dass sie unabhéngig voneinander
waren und vier verschiedene CaV[p2-Isoformen reprisentierten, die sich nur in ihrer N-
terminalen Sequenz unterscheiden (siehe Tabelle 7). Benannt wurden diese CaV[2-Varianten
nach der in 4.1.1.3 beschriebenen Nomenklatur von Foell et al. (50). Da sich bei der Sequen-
zierung der V2-Region nur Klone fanden, die das Exon 7A nicht aber Exon 7B, 7C oder kein
Exon 7 enthielten, werden alle hier beschriebenen Isoformen als CaVf2a bezeichnet. CaVp2a-
N1 ist die mit Abstand ldngste gefundene Variante und die einzige, deren Aminoterminus
durch zwei aufeinander folgende Exons kodiert ist, wihrend die Aminotermini der anderen

Varianten jeweils nur durch ein Exon kodiert sind.

Bezeichung der aus Mausherz iso- N- terminale Sequenz

lierten CaV2- Isoform q

CaVp2a-N1 MVQSDTSKSPPVAAVAQESQMELLESAAPAGALGAQSYGKG
ARRKNRFKGSDGSTSSDTTSNSFVRCAG GSA

CaVp2a-N3 MQCCGLVHRRRVRVSY GSA

CaVp2a-N4 MLDRQLVSSQTQSSIPG GSA

CaVp2a-N5 MKATWIRLLKRAKGGRLKSSDIC GSA

Tabelle 7: N-terminale AS-Sequenzen der aus Mausherz isolierten CaVp2a-Spleifivarianten; die Ami-
nosdurereste GSA bilden den N-terminalen Beginn der C1-Region, die in allen CaVp2-

Untereinheiten identisch ist.

Sowohl aus den GSP-cDNS-Bibliotheken als auch aus der Random-cDNS-Bibliothek konnten
Klone isoliert werden, die 5°- bzw. 3’-nichttranslatierte Sequenzabschnitte enthielten, womit
es moglich war, die komplette zusammenhingende Exonfolge der N-terminalen Spleifivarian-
ten zu analysieren. Hierbei zeigten sich keine Unterschiede zwischen den sequenzierten Klo-

nen ab Exon 3. Wie bereits erwihnt, enthielten alle CaVB2-Klone Exon 7A.

4.1.1.5.2. Definition der Exons, Exon-Intron-Grenzen und konstanten

bzw. variablen Regionen der CaVp2-Untereinheit

Das Gen, das fiir die CaVp2-Untereinheit in Maus kodiert, umfasst ~ 383500 bp mit bisher
insgesamt 20 Sequenzabschnitten, fiir die - mit Ausnahme von Exon 1B und 7C - der Nach-
weis erbracht wurde, in vivo transkribierte Exons von Maus kodieren (Ergebnisse dieser Ar-
beit, (96)) (Gen: Cacnb2, Ensembl Gene ID ENSMUSG00000057914). In Tabelle 8 sind diese

Exons der CaVp2-Untereinheit aufgelistet. Auch im Rahmen dieser Forschungsarbeit nicht
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isolierte, aber in Publikationen beschriebene Exons wurden beriicksichtigt (Exons 1B, 7B,
7C). Einzig die von Harry et al. (63) beschriebenen alternativ gespleifiten Exons 3 und 14 der
CaVp2f-Spleifivariante wurden in Tabelle 8 nicht eingetragen, da sie nicht die typische ag-gt-
Konfiguration, die Exon-Intron-Grenzen kennzeichnet, besitzen und das entsprechende Trans-
kript zu einem Stopkodon 150 bp nach dem Startmethionin fiihrt. Somit bleibt dessen Expres-
sion als funktionelle CaVp2-Untereinheit fraglich.

Exon 1A MVQSD....ALGAQ ExonlB MDQASGLDLLKI
Exon 2A SYGKG....SFVRQ Exon 2B MQCCG....VRVSY
Exon 2C MLDRQ....SSIPG Exon 2D MKATW....SSDIC
Exon 3 GSADS....LEKAK Exon 4 TKPVA....LHVKE
Exon 5 KFNND....GKFYSS Exon 6 KSGGN....TPPSS
Exon 7A AIDID....PFFKK Exon 7B AKQKQKS

Exon 7C GAKSAD....FGGL Exon 8 TEHTP....LKGYE
Exon 9 VTDMM....RFEGR Exon 10 ISITR....TRSSL
Exon 11 AEVQS....ISSPK Exon 12 VLQRL....AQCPP
Exon 13 QESFD....ASNSQ Exon 14 GSQGD....YIRQ*

Tabelle 8: Definition der Exons des CaV[2-Gens von Maus orientiert an den Nomenklatur von Foell et

al. (50), die sich auf die Exons von Mensch bezieht.

Bislang ist die Expression des Exon 7C in Mausgewebe nicht nachgewiesen. Wie in Abbil-
dung 21 zu sehen, wurde die Sequenz des menschlichen Exon 7C in einer Datenbank (NCBI
(National Center for Biotechnology Information); Nucleotide BLAST) auf eine entsprechende
Homologie im Mausgenom untersucht. Dabei zeigte sich, dass in der genomischen Mausse-
quenz ein Thymin fehlt, welches im menschlichen Gen vorhanden ist. Im Schimpansen-
Genom findet sich wie im menschlichen Genom das Thymin. Fiir Ratte, als naher Verwandter
der Maus, konnte ein entsprechender genomischer Abschnitt in der Datenbank nicht identifi-
ziert werden (das Rattengenom ist bislang nicht vollstindig sequenziert). Die Expression die-
ses Exons in Maus wiirde zu einer Verschiebung des Leserahmens fithren mit einem vorzeiti-

gen Abbruch der Translation infolge eines Stopkodons in Exon 8:
AS-Sequenz ab Exon 7C:
GAKSADEQDQOWKTAGLFGGLLOSTLLLMMWYLPCDQWCWWARL*

Somit zeigt sich eine relevante Differenz der Exon 7C-Sequenzen von Maus und Mensch, was
Hinweis auf eine speziesspezifische Expression bestimmter Exons der CaVp2-Untereinheit

gibt.
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Abbildung 21: Vergleich der genomischen Sequenz des Exon 7C von Mensch und Maus; der Sequenz-

unterschied ist rot markiert.

Eine Ubersicht iiber die Zuordnung der Exons zu den zwei konstanten und drei variablen Re-

gionen der CaVP2-Untereinheit ist in Abbildung 22 dargestellt. Die Zuordnung der Exons zu

den variablen und konstanten Regionen der CaVp2-Untereinheit orientiert sich an Hullin et al.

(72)

Exon 1A

Gen 1 270 383 kb
',‘_' 1 R

Mvgu MDQ... SYG... MQC... MLD... MKA“.GéXm AID... AKQ... GAK... QEOP
)N | A v v B
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V1 C1/8SH3 V2 /HOOK C2/NK V3
<>
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Abbildung 22: Reihenfolge der Exons auf dem CaVB32-Gen

Wie in Tabelle 9 dargestellt, zeigen auch die Exon-Intron-Grenzen des Exons 7C statt der

typischen SpleiBdoménen- und Akzeptormotive ag bzw. gt eine ta- bzw. gt-Sequenz, was ge-

gen eine Expression dieses Exons in Mausgewebe spricht. Auch die mittels BLAST in der

NCBI-Datenbank durchgefiihrte Suche nach expressed sequence tags, sog. EST-cDNS-Klonen

von Maus, die die Sequenz des Exon 7C enthalten, verlief negativ.
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Exon 1A 5’-nichttranslatierte Sequenz ATGGTCCAAA....CGGAGCACAG gtagccactg
Exon 1B 5’-nichttranslatierte Sequenz ATGGACCAGGC....TTGGGAGC gtgagtccgggegg
Exon 2A ttttatgtag TCCTATGGAA... TGTCCGCCAG gtaagtgagt
Exon 2B 5’-nichttranslatierte Sequenz ATGCAGTGCT....GGTGTCCTAT gtaagtttct
Exon 2C 5’-nichttranslatierte Sequenz ATGCTTGACA... TATTCCTGGG gtaagcagge
Exon 2D 5’-nichttranslatierte Sequenz ATGAAGGCCA....GGACATCTGT gtaagcgaga
Exon 3 tectetgcag GGTTCGGCAG....AAAAGCAAAG gtaaacccac
Exon 4 ccctttttag  ACAAAACCTG....TGTTAAAGAA gtaaggagaa
Exon 5 ttgtgtgtag AAATTTAATA.... TCTATTCCAG gtatgaacaa
Exon 6 ttteccttcag TAAATCAGGA....CCGTCATCTG gtgagtagg
Exon 7A ctgtatatag CTATAGACAT....CTTTAAGAAG gtaaccccaa
Exon 7B getgetgtag CAAAGCAGAAGCAGAAGTCG gtaagttgac
Exon 7C aatccatta GGTGCAAAATCT....GGCGGTTTACT gtgagttttt
Exon 8 ttctctgcag ACAGAGCACA....GGGGTATGAG gtgagtttgg
Exon 9 tcaattacag GTCACAGATA....TTGAAGGGCG gtaagtattt
Exon 10 tctccaacag GATATCCATC....TCCAGCTTAG gtaagtcage
Exon 11 acctttacag CGGAAGTTCA....TTCTCCCAAG gtaagcgggt
Exon 12 ccttttccag GTTTTACAAA....ATGTCCTCCG gtaagttatc
Exon 13 cttactttag CAGGAATCAT.... TAATTCACAG gtaagagcac
Exon 14 tttgettcag GGTTCTCAAG....CCGCCAATGA 3’ untranslatierte Sequenz

Tabelle 9: Exon—Intron-Grenzen des CaVP2-Gens (Intronsequenzen in Kleinbuchstaben)

4.1.1.5.3. Betrachtung der Aminotermini der CaVp2-Untereinheit

Wie aus Abbildung 22 ersichtlich, umfasst das CaVB2-Gen von Maus etwa 383.000 bp. Davon

enthalten die ersten 270.000 bp die Sequenzen, welche die verschiedenen Aminotermini ko-

dieren. Die 14 folgenden Exons liegen innerhalb der verbleibenden 113.000 bp. Die vier hier
relevanten N-terminalen CaVp2-Spleilvarianten CaVp2-N1, CaV[p2-N3, CaVp2-N4 und

CaV2-N5 besitzen eine weitgehend konservierte Aminosduresequenz zwischen unterschied-

lichen Spezies (siche Tabelle 10).
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CaVp2a-N1 Aminosiuresequenz

Maus MVQSDTSKSP..PVAA~~VAQE..SQMELLESAA. PAGALG~~AQ..SYGKGARRKN
RFKGSDGSTS SDTTSNSFVRQ

Ratte MVQSDTSKSP..PI..AA~~VAQE..SQMELLESAA..PAGALG~~AQ..SYGKGARRKN
RFKGSDDSTS SDTTSNSFVRX

Schimpanse MVQRDMSKSP..PTAAAAVAQE..IQMELLENVA..PAGALGAAAQ..SYGKGARRKN
RFKGSNGSTS SDTTSNSFVRQ

Mensch MVQRDMSKSP. PTAAAAVAQE.IQMELLENVA. PAGALGAAAQ..SYGKGARRKN
RFKGSNGSTS SDTTSNSFVRQ

CaVp2a-N3 Aminosiuresequenz

Maus MQCCGLVHRRRVRVSY

Ratte MQCCGLVHRRRVRVSY

Mensch MQCCGLVHRRRVRVSY

CaVp2a-N4 Aminosiuresequenz

Maus MLDRQLVSSQ TQSSIPG

Ratte MLDRQLVSSQ TQSSIPG

Mensch MLDRRLI APQ TKYIIPG

CaVp2a-N5 Aminosiuresequenz

Maus MKATWIRLLKRAKGGRLKSSDIC

Ratte MKATWIRLLKRAKGERLKDASDIC

Mensch MKATWIRLLKRAKGGRLKNSDIC

Tabelle 10: AS-Alignment der CaVB2-N1, -N4 und - N4 N-Termini von Maus, Mensch, Ratte und

Schimpanse; Aminoséureaustausche sind griin markiert

Man erkennt aus Tabelle 10, dass fiir CaVB2-N1 und CaVP2-N4 deutliche Sequenzunterschie-

de im Vergleich von Mensch und Maus vorhanden sind. Die Sequenzen von nahe verwandten

Lebewesen wie Maus und Ratte oder Mensch und Schimpanse weisen hingegegen nahezu

identische Aminotermini auf. Die N-terminalen Sequenzen von CaVp2-N5 und CaVf2-N3

sind fiir hier untersuchte Spezies identisch.

4.1.1.5.4. CaVB2-N2

Der N2-Terminus setzt sich zusammen aus Exon 1B und Exon 2A. Das im Maus-CaVp2-Gen

ebenfalls identifizierte, bisher aber nicht aus Mausgewebe als cDNS klonierte Exon 1B zeigt

eine hohe Homologie zu den entsprechenden Sequenzen im CaVf2-Gen von Mensch bzw.

Kaninchen. Fiir Mensch und Kaninchen wurde die Expression des N2-Terminus bereits nach-
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gewiesen (72, 50). Der entsprechende Sequenzabschnitt im CaVp2-Gen von Maus folgt auf
Exon 1A und liegt vor Exon 2A

(Referenz GenBank: NT 039202.7/Mm2 39242 37; Beginn Exon 1A: 11526078, Exon 1B:
11526568, Exon 2A: 11535891).

Aminosiuresequenz CaVp2a-N2
Maus MDQASGLDRLKI
Mensch MNQGSGLDLLKI
Kaninchen MNQASGLDLLKI

Tabelle 11: Vergleich der Aminoséuresequenz des ersten Exons des N2-Terminus unterschiedlicher

Spezies; Aminosdurenaustausche sind griin markiert

Die cDNS fiir die N-terminale Sequenz der CaV2-N2-Spleifivariante, das Exon 1B, wurde in

keinem der aus den cDNS-Bibliotheken isolierten Klone gefunden.

4.1.1.5.5. N-terminale CaVB2-SpleiBvarianten und ihr
Expressionsverhaltnis in Mausherzgewebe unterschiedlicher

Entwickungsstadien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Methode zur Erstellung und zum Screening der
cDNS-Bibliotheken gab Aufschluss iiber in Mausherz exprimierte CaV[p2-Spleiflvarianten
sowie deren Expressionsverhéltnis in verschiedenen Entwicklungsstadien der Maus. Die An-
zahl von Klonen der CaV2-Spleiflvarianten sollte das natiirliche Verhéltnis der im untersuch-
ten Herzgewebe neonataler bzw. adulter Mause vorhandenen CaVp2-Transkripte, das CaV2-

Transkriptom, widerspiegeln.

P7-GSP-cDNS-Bibliothek Adult-GSP-cDNS-Bibliothek
CaVp2a-N1 4727 (15%) 2/13 (15%)
CaVp2a-N3 - 1/13 (8%)
CaVp2a-N4 20/27 (74%) 8/13 (62%)
CaVp2a-N5 3/27 (11%) 2713 (15%)

Tabelle 12: Vergleich der in der P7- bzw. Adult-GSP-cDNS-Bibliothek detektierten CaVp2a-
Spleivarianten; in Klammern die jeweiligen Prozentsétze der Spleivarianten in Bezug auf

die Gesamtheit der analysierten Klone der cDNS-Bibliothek

Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der beiden GSP-cDNS-Bibliotheken im Vergleich. Wie man
der Tabelle entnehmen kann, wurden 27 Klone der P7-GSP-cDNS-Bibliothek analysiert, von
denen 20 auf die Variante CaVp2a-N4, vier auf CaVp2a-N1 und drei auf CaVB2a-N5 entfie-
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len. Die Auswertung der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek ergab ein dhnliches Resultat. Von 13
analysierten Klonen reprisentierten acht die CaVp2a-N4, zwei die CaVp2a-N1, zwei die
CaVp2a-N5 und einer die CaVp2-N3. Die in Klammern stehenden Prozentangaben verdeutli-
chen, dass in beiden cDNS-Bibliotheken die Anzahl der CaVp2a-N4-Klone iiberwiegt, wih-
rend CaVP2a-N1 und CaVp2a-N5 in anndhernd dquivalentem Malle jeweils ungefdahr 14% der
isolierten Klone darstellen. CaVp2a-N3 ist nur einmal in der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek

vertreten.
P7-GSP-cDNS- P7-Random-cDNS-Bibliothek
Bibliothek
CaVp2a-N1 4/27 10/20
CaVp2a-N4 20/27 10/20
CaVp2a-N5 3/27 -

Tabelle 13: Verhéltnis aus den P7-GSP- bzw. -Random-cDNS-Bibliotheken isolierten CaVp2a-

Spleivarianten

Mittels der P7-Random-cDNS-Bibliothek konnten anders als mittels der P7-GSP-cDNS-
Bibliothek die Varianten CaVp2a-N1 und CaVB2a-N4 im Verhiltnis 1:1, jeweils zehn von 20

ausgewerteten Klonen, nachgewiesen werden (Tabelle 13).

Insgesamt zeigt sich, dass CaVp2a-N4 (P7: 30 von 47 isolierten Klonen; Adult: acht von 13
isolierten Klonen) die dominierende Form in Herzmuskelgewebe darstellt, gefolgt von
CaVp2a-N1 (P7: 14 von 47 isolierten Klonen, Adult: zwei von 13 isolierten Klonen). CaVp2a-
N5 wird in geringerem Malle im Herzgewebe exprimiert. Die Expression der CaVp2a-N3 in
Herzmuskelgewebe ist fraglich, da sich bei der Auswertung der Ergebnisse der cDNS-
Bibliotheken nur ein einziger Klon von insgesamt 60 isolierten Klonen fand. Zudem sprechen
frithere Veroffentlichungen dafiir, dass diese Variante vorwiegend in neuronalen Geweben
exprimiert wird (150, 119). In der Literatur wird ihre Expression in Bezug auf Herzgewebe
kontrovers diskutiert (siehe 5.1.3.2). Die Fragestellung nach der Expression der CaVp2a-N3 in
Kardiomyozyten wird in 4.1.2.1 nochmals aufgegriffen.

4.1.2 Polymerase-Kettenreaktion mit isolierten Kardiomyozyten

4.1.2.1 One-Step RT-PCR mit isolierten Kardiomyozyten

Fir die Erstellung der cDNS-Bibliotheken bendtigte mRNS wurde aus dem gesamten Herz-
gewebe gewonnen, also aus Myozyten, Fibroblasten wie auch aus Zellen des Reizleitungssys-

tems und Zellen der Blutgefdl3e, die das Herz versorgen. Das Reizleitungssystem des Herzens
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bzw. die glatte Muskulatur der BlutgefiBe enthalten L-Typ Ca*"-Kanile mit den entsprechen-
den Untereinheiten, unter anderem CaVP2 (141, 154). Da die Zahl der Zellen des Reizlei-
tungssystems und der glatten Muskulatur der Gefdfle im Vergleich zur Zahl der Zellen des
Arbeitsmyokards gering ist, spiegelt das durch die cDNS-Bibliotheken ermittelte Expressions-
verhiltnis der CaVP2-Spleiarianten wesentlich die Verhédltnisse im Arbeitsmyokard wider.
Allerdings besteht die Moglichkeit, dass die Variante CaVp2a-N3, die nur durch einen einzi-
gen Klon in der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek vertreten ist, aus Zellen des Reizleitungsgewe-
bes oder der GefaBmuskulatur stammen konnte. Mittels Amplifikation von DNS-Fragmenten
aus isolierten Kardiomyozyten, die die verschiedenen CaVf2a-Isoformen kodieren, wurde
nachgewiesen, welche der isolierten CaVp2-Spleilvarianten definitiv in Kardiomyozyten
exprimiert werden. Im Einzelnen wurden fiir diese Experimente Kardiomyozyten verwendet,
die akut aus adulten Tieren isoliert wurden, weiter Kardiomyozyten, die aus Mausembryonen
isoliert wurden, sowie embryonale Stammzellen (ES-Zellen) von Maus und Kardiomyozyten,
die sich aus diesen ES-Zellen differenzieren lassen. Die isolierten adulten Kardiomyozyten
wurden uns von Herrn Prof. Dr. Lipp (Institut fiir Anatomie und Zellbiologie, Homburg) zur

Verfiigung gestellt. Aufgrund ihrer Stdbchenform und charakteristischen Anordnung der Myo-

fibrillen waren sie leicht zu identifizieren (Abbildung 23).

Abbildung 23: Isolierte adulte Kardiomyozyten im Lichtmikroskop in unterschiedlicher Vergroerung

Embryonale Kardiomyozyten wurden aufgrund ihrer Kontraktion und Form ausgewéhlt. Fib-
roblasten, die bei der Préparation ebenfalls isoliert werden, kontrahieren nicht und besitzen
eine flachere Form. Jeweils zehn bis zwolf Zellen wurden in einem Reaktionsgefdl vereint
und eine One-Step RT-PCR mit spezifischen Forward-Primern (rot dargestellt in Abbildung
24) durchgefiihrt. Die Primer waren jeweils spezifisch fiir die in den cDNS-Bibliotheken iden-
tifizierten N-terminalen Spleivarianten der CaVB2-Untereinheit. Der Reverse-Primer lag in
der konstanten Region, um ausreichend grof3e Fragmente zu erhalten und wurde fiir alle PCR-

Ansitze verwendet.
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erwartete Grof3e (bp)

= 553

CaVB2-Nl —v—v/
—_
CaVP2-N3 —v 403
—
CaVB2-N4 — 406
—_

CaVB2-N5 — 424

Abbildung 24: Lage der Primer fiir die PCR mit isolierten Kardiomyozyten.

4.1.2.1.1. One-Step RT-PCR mit aus adulten Tieren isolierten

Kardiomyozyten

In Abbildung 25 sind auf einem 2% Agarosegel Aliquots der amplifizierten DNS-Fragmente
aufgetragen. Wie man anhand der Abbildung erkennt, wurden mit den CaVp2a-N4-, CaVp2a-
N1- und CaV[p2a-N5-spezifischen Forward-Primern DNS-Fragmente identischer Linge und
erwarteter GroBen (Abbildung 24) von Kardiomyozyten (m) und Plasmiden (co) amplifiziert,
wohingegen ein CaVp2a-N3-spezifisches Amplifikat mit isolierten adulten Kardiomyozyten
nicht zu erkennen war. Der Befund, dass CaVp2a-N3 mit dieser Vorgehensweise nicht nach-
gewiesen werden konnte, bestétigt die Interpretation der oben beschriebenen Klonierungsex-

perimente; CaV[p2a-N3 ist im Arbeitsmyokard nicht exprimiert.

bp M CaVB2-N4 CaVp2-N3 CaVp2-N1 CaVB2-N5
396 IR L A
m C m C m C m C

Abbildung 25: Elektrophoretisch aufgetrennte DNS-Fragmente, die aus isolierten adulten Kardiomyo-

zyten (m) bzw. mit dem jeweiligen Kontrollplasmid (c) als Matrize amplifiziert wurden.

4.1.2.1.2. One-Step RT-PCR mit Kardiomyozyten, die aus

Mausembryonen (E13.5) isoliert wurden

Abbildung 26 zeigt zwei 2% Agarose-Gele, auf welchen jeweils Proben zweier PCR-Ansétze
von embryonalen Kardiomyozyten fiir jede CaVf2-SpleiBvariante aufgetragen sind. In zwei
Experimenten wurde jeweils die meiste DNS von CaVp2a-N4 amplifiziert. Dies deckt sich mit
den Ergebnissen der cDNS-Bibliotheken, in denen am héufigsten die CaVp2a-N4-
Spleifivariante gefunden wurde. Fiir CaVB2a-N1 und CaVf2a-N5 konnte in zwei Ansétzen
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jeweils ein Amplifikat der erwarteten Grof3e erhalten werden. Dies korreliert mit ihrer geringe-

ren Expression in Herzgewebe: Erneut konnte keine CaV2a-N3-DNS amplifiziert werden.

M CaV2-N3 CaVf2-N5 CaVp2-N4 CaVp2-N1 N

bp
517
396

Abbildung 26: One-Step RT-PCR mit isolierten embryonalen Kardiomyozyten (E13.5), M = GroBen-

standard, N = Negativkontrolle; Experimente 1 und 2

Die angewendete Methode ist bestenfalls semiquantitativ; die Zahl der Zellen oder der Zell-
aufschluss kann variieren, die Menge der amplifizierten DNS wurde nicht gegeniiber einer
Standard-DNS quantifiziert. Dennoch erlaubt sie die qualitative Aussage, dass Transkripte von

CaV2a-N1, -N4 und -N5 exprimiert werden, von CaVp2a-N3 dagegen nicht.

Die PCR-Ansédtze mit isolierten embryonalen Kardiomyozyten wurden als Matrize fiir eine
zweite PCR mit einer jeweils zur ersten PCR identischen Primerkonstellation verwendet, um
DNS-Fragmente, die in den Reaktionsansétzen in geringer Zahl vorhanden waren und deshalb
im Gel nicht detektierbar sind, nochmals zu amplifizieren. Dabei ergab sich als Ergebnis eines
CaVp2a-N1-PCR-Ansatzes ein DNS-Fragment, das etwas langsamer als fiir CaVp2a-N1 er-
wartet lief (Abbildung 27).

Abbildung 27: CaVB2a-N1-Amplifikate unterschiedlicher GroB3e

Nach Isolierung und Subklonierung des Fragments ergab die Sequenzierung, dass es sich um
CaVp2a-N1-DNS handelt, wobei ein unbekanntes 64 bp Insert nach dem von Exon 1A und 2A
gebildeten N-terminus und vor der mit den Aminosdureresten GSA (Exon 3) beginnenden
konstanten Region integriert war. Die entsprechende Sequenz fand sich auf dem CaV[p2-Gen
zwischen Exon 2A und 2B wieder (Tabelle 14). Wie aus Tabelle 14 ersichtlich, ist das Insert
von konventionellen SpleiBdonor- und Akzeptormotiven flankiert (ag-gt). Die amplifizierte
DNS von Exon 1A, Exon 2A und dem 64 bp Insert fiihrt allerdings zu einem Leseraster-

sprung, so dass in Exon 3 ein Stopkodon nach wenigen Aminosiuren folgt. Hinter dem Stop-
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kodon beginnt die Aminosduresequenz zwar wieder mit einem Methionin, allerdings kodiert
die ¢cDNS durch die Rasterverschiebung nach wenigen Aminoséuren bereits fiir das néchste
Stopkodon. Es scheint somit eher unwahrscheinlich, dass ein funktionsfihiges CaV[2-Protein
mit diesem 64 bp Insert entsteht. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse der cDNS-Bibliotheken,

die keinen Hinweis auf die Expression eines Transkripts, welches dieses Insert enthélt, erge-

ben.
Nukleotidsequenz AGT TCT CTC AGT CCT GAG ATG AAG GAA TTG ATG AGA CAT CTC
ATT TCG GAT TGA ATG TTC CAA G
Aminosiuresequenz SSLSPEMKELMRHLISD*MFQGFGRLLHQPPIRFRCVFGRGPGGST*RS*
(Insert + Exon 3) AAGTGTVGKSK
Exon-Intron-Grenzen ctettttgcag AGTTCT.... TCCAAG gtetcettact

Tabelle 14: Insert eines CaVfB2a-N1-Klons; Stopkodons in Rot, Orange kennzeichnet nicht eindeutig

sequenzierte Nukleotide

4.1.2.1.3. One Step RT-PCR mit ES-Zellen von Maus und mit

Kardiomyozyten, die aus ES-Zellen differenziert wurden

Die oben genannten Zellen (83) wurden von Herrn Prof. Dr. Berndt Fleischmann (Institut fiir
Physiologie, Bonn) bereitgestellt. Ausgangsmaterial waren neun Millionen undifferenzierte
ES-Zellen, sogenannte alpha-PIG Zellen. Diese Zellen tragen unter Kontrolle des herzspezifi-
schen Promotors flir die Myosin-schwere-Kette (a-MHC-Promotor) zwei Transgene, das Gen
fiir die Puromycin-Resistenz PAC und nach einer internal ribosomal entry site das Gen fiir das
Griin-fluoreszierende Protein GFP bzw. in diesem Fall das Gen fiir enhanced GFP (eGFP).
Diese Zellen konnen zu Kardiomyozyten differenziert und gleichzeitig in Gegenwart von Pu-
romycin selektioniert werden. Hier verwendete Zellen waren iiber neun Tage in Gegenwart
von Puromycin kultiviert und fiir insgesamt 19 Tage differenziert. In der tiefgefrorenen Zell-
suspension befanden sich etwa zwei Millionen Zellen, von denen aufgrund der genannten Se-

lektion in Gegenwart von Puromycin mindestens 90% Kardiomyozyten waren.

Aus Abbildung 28 lisst sich erkennen, dass DNS-Fragmente von CaVf2a-N1, -N4 und -N5
mit ausdifferenzierten ES-Zellen amplifiziert werden konnten. Im PCR-Ansatz mit Primern
fiir die CaVB2a-N3 ist zwar ein DNS-Fragment zu sehen; es entspricht aber nicht der erwarte-
ten GroBe von 403 bp. Wahrscheinlich handelte es sich um eine unspezifische Amplifikation
einer unbekannten RNS. CaV[2a-N1-, -N4- und -N5-spezifische Fragmente werden auch mit
den Ausgangs-ES-Zellen amplifiziert (Abbildung 28, ES), allerdings in geringerem Ausmaf.
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Abbildung 28: One Step RT-PCR mit zu Kardiomyozyten ausdifferenzierten

bzw. undifferenzierten ES-Zellen

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass auch in diesen Kardiomyozyten dieselben CaV[p2-
Untereinheiten wie in nativen Kardiomyozyten exprimiert werden. Ubereinstimmend mit den
in 4.1.2.1.1 und 4.1.2.1.2 beschriebenen Ergebnissen wird die CaVp2a-N3-Spleiivariante in
den ES-Zell-abgeleiteten Kardiomyozyten nicht exprimiert. Angesichts des identischen
CaVp2-Expressionsmusters iiberrascht es nicht, dass Kolossov et al. (82) vergleichbare Ca”'-
Strome in ES-Zell-abgeleiteten o-PIG-Kardiomyozyten und ,,normalen embryonalen Kardi-

omyozyten finden.

4.1.2.2 One-Step RT-PCR mit einzelnen isolierten Kardiomyozyten

Die Ergebnisse aus 4.1.2.1 zeigen, dass CaVB2-N4 aus jedem untersuchten Kardiomyozyten-
Pool von zehn bis zwolf Zellen amplifiziert werden konnte, wéhrend dies fiir CaV2-N1 bzw.
CaVp2-N5 nur in der Hilfte der PCR-Ansétze der Fall war und CaVp2-N3-spezifische Frag-
mente iiberhaupt nicht detektiert wurden. Unbekannt war die Antwort auf die Frage, ob ein-
zelne Kardiomyozyten mehrere CaV2-Spleilvarianten gleichzeitig exprimieren oder ob je-
weils ein Kardiomyozyt eine bestimmte CaVp2-Spleifivariante exprimiert. So ist denkbar, dass
jeder Kardiomyozyt jeweils nur eine Spleiivariante enthélt, abhdngig von seiner Lokalisation
innerhalb des Herzens (Atrium vs. Ventrikel, Endokard vs. Epikard etc.). Um dies ndher zu
untersuchen, wurden einzelne Kardiomyozyten von adulten Tieren isoliert und jeweils eine
Herzmuskelzelle pro PCR-Ansatz verwendet. Jeder PCR-Ansatz enthielt zwei Forward-Primer
fiir unterschiedliche CaVp2-Varianten. Da der Reverse-Primer in der ersten konstanten Region
bindet, die bei allen CaVP2-Varianten identisch ist, war hier kein zweiter vonnoéten. Die For-
ward-Primer enthielten die Anfangssequenzen der CaVB2a-N1 (erwartete FragmentgrofBe: 553
bp) und CaVp2a-N4 (erwartete Fragmentgrofie: 406 bp) bzw. CaVP2-N5 (erwartete Frag-
mentgrofe: 424 bp), da sich die PCR-Amplifikate der N-Termini dieser Isoformen in ihrer
Lénge ausreichend unterscheiden, um sie spéter im Gel auftrennen zu kénnen. Zudem sind sie
die drei hiufigsten CaVp2-Varianten, die im Rahmen dieser Forschungsarbeiten identifiziert

wurden. Die PCR-Fragmente fiir CaV2a-N3 (403 bp), -N4 (406 bp) und -N5 (424 bp) besit-
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zen untereinander zu geringe GréBenunterschiede; sie konnen mittels ihres Laufverhaltens im
Gel nicht unterschieden werden. Deshalb wurde keine PCR mit Kombinationen dieser For-

ward-Primer durchgefiihrt.

Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse der Einzelzell-PCR: Ansétze identischer Zusammensetzung
(Spuren eins bis drei bzw. eins bis zehn) und jeweils eine Negativkontrolle (Ansatz ohne Kar-
diomyozyt; Spur vier bzw. elf (N)) wurden aufgetragen. Als Forward-Primer dienten CaV2a-
N1-und CaVB2a-N4-N-Terminus-spezifische Primer.

erwartete Grofe (bp)

b -
P CaVB2N1 ——y —— 553
517 -
CaV[32-N3 — e e 403
396 iy
CaVp2-N4 iy —_— 406
CaVp2-N5 —r 424

517
396

Abbildung 29: Einzelzell-PCR mit adulten Kardiomyozyten
(Forward-Primer: CaVf2a-N4 u. CaVf2a-N1)

Man erkennt in Spur eins im oben gezeigten Gel zwei Fragmente, nimlich CaVp2a-N1 (553
bp) und CaV[p2a-N4 (403 bp), in anderen jedoch nur eines der beiden erwarteten Fragmente
(CaVp2a-N4) und zwar jeweils in deutlichen Mengen. Eine Koexpression von CaVf2a-N1
und CaVp2a-N4 ist somit moglich, scheint aber nicht in jeder Zelle der Fall zu sein. Dagegen
wurde CaVp2a-N4 in allen untersuchten Zellen exprimiert. Ein &hnliches Experiment wurde

mit CaVf2a-N1- und CaVp2a-N5-spezifischen Primern durchgefiihrt.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
bp

517
396

Abbildung 30: Einzelzell-PCR mit adulten Kardiomyozyten (CaVp2a-N5 u. CaVp2a-N1)

Man erkennt in Abbildung 30 in den Spuren eins, zwei, fiinf und acht Amplifikate mit der zu
CaVp2a-N5 korrespondierenden Hohe; ein sichtbares Amplifikat fiir CaVp2a-N1 wurde nicht
erzielt, obwohl im vorhergehenden Experiment in Kombination mit dem CaV[p2a-N4-

spezifischen Primer ein Amplifikat erhalten wurde. CaVp2a-N5 scheint somit in einigen, aber
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nicht allen Kardiomyozyten exprimiert zu werden. Die Koexpression von CaVfB2a-N1 und
CaV2a-N5 ebenso wie die Expression von CaVf2a-N1 allein konnten nicht nachgewiesen

werden.

Tabelle 15 fasst die Ergebnisse der einzelnen Untersuchungen hinsichtlich der Expression der
CaVp2-Spleifivarianten in Herz von Maus zusammen. Die Expression im Herzgewebe ist fiir
die CaVp2-Spleiflvarianten CaVP2-N1, -N4 und -N5 eindeutig nachgewiesen, wihrend
CaVP2-N2 und CaVP2-N3 nicht exprimiert werden. Da fiir CaVPB2-N2 kein Klon aus den
cDNS-Bibliotheken isoliert werden konnte, schlossen die sich den ¢cDNS-Bibliotheken an-

schliefenden PCR-Untersuchungen diese Spleif3variante nicht mit ein.

Zellen/Gewebe Klone | CaVp2(a)-N1 CaVp2(a)-N2 CaVp2(a)-N3 | CaVp2(a)-N4 | CaVp2(a)-N5
P7-Random-cDNS- N
Bibliothek S - 20 ’
P7-GSP-cDNS-
Bibliothek 200110 - 10
Adult-GSP-cDNS- .
Bibliothek 13 2 ! 8 -
Einzelne, adulte ositiv Nicht unter- negativ ositiv positiv
Kardiomyozyten pos sucht & pos POt
Emze} ne, embryonale . Nicht unter- . » »
Kardiomyozyten positiv negativ positiv positiv
sucht
E13.5
. Nicht unter- . e .
ES-Zellen positiv sucht negativ positiv positiv
. Nicht unter- - e L
0o-PIG-Zellen positiv sucht negativ positiv positiv

* Amplifikation eines DNS-Fragments, das nicht der erwarteten Grofe entspricht

Tabelle 15: Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse der Expression von CaV[2-

SpleiBvarianten in Herz von Maus

4.1.3 Untersuchung der CaVB2-Varianten auf Proteinebene

Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass im Herz von Maus drei SpleiB3varianten der
CaVp2-Untereinheit exprimiert werden, die sich im Aminoterminus unterscheiden, CaV[32-
N1, -N4 und -N5. Die Variante CaVp2-N3 wird dagegen hochstwahrscheinlich nicht in Kar-
diomyozyten exprimiert. Dafiir sprechen die Ergebnisse der cDNS-Bibliotheken sowie der

Untersuchungen mit einzelnen Kardiomyozyten. Im néchsten Schritt sollte versucht werden,
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die klonierten CaV2-Proteine den im Herzen exprimierten CaVp2-Proteinen mittels Western

Blot mit spezifischen Anti-CaVp2-Antikdrpern zuzuordnen.

Kodierende cDNS (bp) Aminosiurereste Evfzﬁ:l(llI:Ie)t:)s Molekularge-
CaVp2a-N1 1974 658 73,1
CaVp2a-N3 1815 605 68,1
CaVp2a-N4 1818 606 68,0
CaVp2a-N5 1836 612 68,8

Tabelle 16: Lange der Nukleotid- bzw. Aminosduresequenzen sowie Molekulargewichte der CaV2a-

Spleilvarianten

4.1.3.1 Expression der CaVB2-Varianten und Western Blot-

Untersuchungen

Hierzu wurden CaVfp2a-N1, -N4 und -N5 in COS-Zellen exprimiert. Die Proteine der Zellly-
sate wurden einzeln und in verschiedenen Kombinationen vereinigt mittels eines SDS-PAGE-
Gels elektrophoretisch getrennt und auf Nitrocellulosefilter geblottet. Anschlielend wurden
CaVp2-Proteine mit Antikdrpern detektiert. Abbildung 31 zeigt das Ergebnis. In den Spuren
zwel, drei und vier wurden Zelllysate mit je einer der CaVB2-Spleifivarianten aufgetragen, in
den Spuren flinf bis sieben jeweils ein Gemisch aus zwei bzw. drei CaVp2-Varianten und als
Referenzen in Spur eins eine Proteinfraktion von Herzen adulter Miuse sowie in Spur neun

Proteinfraktionen von sieben Tage alten Mausen.

D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 Herz, adult
250 S 2 CaVB2a-N5
0 3 CaVp2a-N4
100 4 CaVp2a-NI
75 N— — i — - 5 CaVp2a-N1 + -N5
6 CaVp2a-N1 + -N4
20 7 CaVP2a-N1 + -N4 + -N5
37

8-

9 Herz, Postnataltag 7

Abbildung 31: Westernblot-Analyse der in COS-Zellen exprimierten CaV2-Varianten

Abbildung 31 zeigt, dass die rekombinanten CaVf2-Proteine in den Spuren zwei und drei das
gleiche Laufverhalten wie das CaVp2-Protein in Proteinfraktionen von Herzen adulter Mause
(Spur eins) aufweisen. Ebenso haben die rekombinanten CaVp2-Proteine in den Spuren fiinf,

sechs und sieben das gleiche Laufverhalten wie das CaVB2-Protein in Proteinfraktionen von
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Herzen sieben Tage alter Mause (Spur neun). Die in den Spuren vier bis acht zu sehende je-
weils obere Bande 148t sich eindeutig der CaVp2a-N1 zuordnen, wéhrend die untere durch
CaVp2a-N4 und/oder CaVp2a-N5 gebildet wird. Die GroBenunterschiede zwischen CaV[2a-
N4 und CaVp2a-N5 sind zu gering, um sie iiber ihr elektrophoretisches Laufverhalten zu un-
terscheiden (Tabelle 16). Zusammen mit den Ergebnissen der cDNS-Klonierung der Spleifiva-
rianten {iber cDNS-Bibliotheken sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass in Herzen von sieben
Tage alten Mdusen CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und / oder CaVB2a-N5 exprimiert werden. Da-
gegen werden in Herzen von adulten Mausen, den Ergebnissen des Western Blots folgend, nur
CaVp2a-N4 und / oder CaVpP2a-N5 exprimiert, obwohl die Auswertung der cDNS-
Bibliotheken ebenfalls eine Expression von CaVB2a-N1 ergibt, die in etwa der von CaVp2a-
NS5 entspricht.

4.1.3.2 Interaktion der CaVB2-Isoformen untereinander

Die Ergebnisse, die in Abschnitt 4.1.2.2 beschrieben sind sprechen dafiir, dass in einer Zelle
mehr als eine CaVP2-Variante exprimiert wird. Es stellt sich die Frage, ob jede einzelne
CaVp2-Variante jeweils eine spezifische Funktion ausiibt, ob beispielsweise die eine den
Membrantransport, die andere die Modulation der Ca*-Kanaleigenschaften reguliert. Es ist
auch vorstellbar, dass miteinander interagierende CaVp2-Untereinheiten Membrantransport
und Kanalmodulation gemeinsam steuern, wobei jedes Protein seinen speziellen Beitrag leis-
tet. Voraussetzung wére eine unmittelbar benachbarte Lokalisation oder eine Zusammenlage-

rung der CaVB2-Untereinheiten und eine direkte Interaktion.

McGee et al. (101) untersuchten eine solche Interaktion mittels CaVp-Proteinen, die eine Mu-
tation entweder der SH3- oder der NK-Doméne besallen, wodurch die intramolekulare Assozi-
ation der SH3- mit der NK-Doméne und eine funktionelle Beeinflussung des CaV2.1-Kanals
nicht mehr moglich war. Nach Co-Expression der reziproken Mutationen in einer zweiten
CaVp-Untereinheit konnte die CaVB-Modulation des Ca**-Stroms rekonstituiert werden. Die-
se Ergebnisse sprechen dafiir, dass es zu intermolekularen Wechselwirkungen von CaV[p2-
Proteinen kommt. Inwiefern allerdings die nicht-mutierten CaVp-Proteine untereinander inter-
agieren wurde bisher nicht gezeigt. Im Folgenden wurde deshalb untersucht, ob native CaVp2-

Untereinheiten miteinander interagieren.

4.1.3.2.1. Co-Immunoprazipitation von CaVB2-SpleiBvarianten

Die Co-Immunoprézipitation ist ein etabliertes Verfahren zur Untersuchung von Proteinwech-

selwirkungen und ist hier Methode der Wahl, um die Interaktion zwischen verschiedenen
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CaVp2a-Untereinheiten zuverldssig nachzuweisen. Dazu wurde CaVp2a-N1 N-terminal mit
einem Epitop fusioniert, das fiir die Co-Immunoprézipitation genutzt wurde (siche linker Teil
der Abbildung 32). Bei dem Epitop handelt es sich um die Aminosduresequenz N-Asp-Tyr-
Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C, die auch als ,,FLAG" bezeichnet wird und die aufgrund ihrer
hohen Hydrophilie eine ideale antigene Determinante représentiert. Aufgrund der Aminoséu-
resequenzverldngerung durch das fusionierte Epitop ergab sich eine Erh6hung des Molekular-
gewichts im Vergleich zu den anderen Spleillvarianten, was als positiven Nebeneffekt eine
verbesserte Trennung der CaVB2a-Proteinbanden in der Western Blot-Analyse zur Folge hat-
te. Untersucht wurde die Interaktion von den in Kardiomyozyten haufigsten Spleiivarianten

CaVp2a-N1 und CaV[2a-N4.

CaVp2a-N4 und FLAG-CaVp2a-N1 wurden in COS-Zellen koexprimiert, die FLAG-CaV2a-
N1 mittels des Anti-FLAG-Antikdrpers prézipitiert, die prézipitierten Proteine auf SDS-PAGE
aufgetrennt und auf Membranen transferiert. Mit Hilfe des Anti-CaVp2-Antikdrpers, der alle
CaVp2-Varianten erkennt, wurden im anschlieBenden Western Blot sowohl FLAG-CaVf2a-
N1 als auch CaVp2a-N4 nachgewiesen (Abbildung 32).

12(]530 1 COS CaVB2a-N1/FLAG
CaVii We FLAG = —_—Tl—: 150 2-
ab flag ab g2 100 3 COS CaVp2a-N4
cavn2 ———a—— M RO
abip2 5 COS CaVp2a-N1/FLAG +
50 COS CaVp2a-N4

Abbildung 32: Co-Immunoprézipitation von CaV2-N1 und -N4-Untereinheiten

Im linken Teil der Abbildung 32 sind die beiden CaVp2-Varianten FLAG-CaVp2-N1 und
CaVp2a-N4 mit dem FLAG-Epitop, den variablen Regionen und den drei konstanten Regio-
nen sowie das Epitop fiir den Anti-CaVp2-Antikérper (ab B2), der alle CaVp2-Varianten er-
kennt, gezeigt. Im rechten Teil der Abbildung 32 ist in Spur eins und drei die Expression der
einzeln exprimierten CaVp2a-Spleilvarianten im Western Blot gezeigt. In Spur 5 ist sind die
Proteine erkennbar, die durch den Anti-FLAG-Antikorper (ab flag) prézipitiert werden: das
CaVp2a-N1-Protein und das CaVp2a-N4-Protein. Da nur das CaVp2a-N1-Protein das FLAG-
Epitop besitzt, muss die CaVp2a-N4 an CaV[p2a-N1 binden, um prézipitiert zu werden.
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Zusammenfassend zeigt das Ergebnis eine Interaktion zwischen CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4
nach Koexpression beider Proteine in COS-Zellen und legt eine Interaktion verschiedener

CaVp2-Untereinheiten in vivo nahe.

4.1.3.2.2. Cross-linking-Experiment mit CaVB2-SpleiBvarianten

Eine unabhingige weitere Methode zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen stellt
die Quervernetzung, das sog. Cross-Linking primédrer Amine von Aminosduren-Seitengruppen
der interagierenden Proteine durch BS® dar (153). BS® ist ein bifunktioneller Hydroxysuccini-

midester, der die primidren Amine von Aminoséureresten benachbarter Proteine kovalent ver-

bindet.
KDy 5 3 4 s
250 4 1 CaVB2a-N1
150 2-
100 ' 3 CaVB2a-N4
75 4—
5 CaVpP2a-N1 + CaVB2a-N4
50

Abbildung 33: Cross-linking von CaVp2a-N1 und -N4-Untereinheiten

Das Ergebnis eines solchen Experiments mit BS® deutet ebenfalls auf eine intermolekulare
Interaktion der CaV2-Untereinheiten hin (Abbildung 33). Zur kovalenten Vernetzung wurden
Zelllysate von COS-Zellen, die CaVB2a-N1 und CaVp2a-N4 koexprimieren mit BS® inkubiert,
die Proteine anschlieBend auf SDS-PAGE aufgetrennt, auf Filter transferiert und mit dem
CaVp2-Antikorper inkubiert. Die Spuren eins und drei zeigen die einzeln aufgetragenen
CaV2-Spleilvarianten CaVp2a-N1 (Spur eins) und CaVp2a-N4 (Spur drei), welche als Refe-
renz dienen. Wie in Spur fiinf zu sehen, detektiert der CaVB2-Antikorper eine prominente
Bande bei 68 bis 85 kDa, was den {liberexprimierten CaVp2-Monomeren entspricht. Des Wei-
teren erkennt der Antikdrper ein Protein bei ca. 150 kDa und ein weiteres bei 260 kDa; diese
Proteine stellen Dimere und héher molekulare Oligomere der beiden CaVB2-Varianten dar.
Das Ergebnis zeigt, dass sich auch mit dieser Methode eine Interaktion von CaV2-Proteinen

nachweisen l4sst.
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4.1.4 Elektrophysiologische Untersuchungen zur funktionellen
Charakterisierung der CaVB2a-SpleiBvarianten als Ca®*-

Kanal-Untereinheiten

Wie in der Einleitung dargestellt, beeinflussen CaVp-Untereinheiten die Spannungsabhéngig-
keit, Kinetik und Stromleitungseigenschaften des L-Typ Ca’’-Kanals (43). Alle CaVp-
Untereinheiten verursachen eine Verschiebung des Schwellenpotenzials in hyperpolarisieren-
der Richtung und erhéhen dadurch die Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals (43). Gleich-
zeitig sind signifikante Unterschiede in den modulatorischen Eigenschaften zwischen ver-
schiedenen CaVp-Untereinheiten beschrieben. Dies wird erklédrt iiber ihre Verteilung im
Gewebe (92, 120), subzelluldre Lokalisation (32) und Auswirkungen auf die L-Typ Ca*'-
Kanal-Inaktivierungseigenschaften (32, 161). Takahashi et al. (146) fanden signifikante Un-
terschiede zwischen den fiinf N-terminalen CaVB2-Spleifivarianten von Mensch hinsichtlich
ihres Einflusses auf die Ca®"-Strome. Die in dieser Arbeit identifizierten Mausproteine sind bis
auf CaVP2a-N5 bisher nicht hinsichtlich der Regulation bzw. Modifikation von Ca**-Strémen
untersucht worden. Im Folgenden sind die elektrophysiologischen Untersuchungen zugéngli-
chen modulatorischen Eigenschaften der aus den cDNS-Bibliotheken isolierten CaV[2a-
SpleiBvarianten beschrieben. Fiir die Messungen wurde CaVa,;1.2 mit der jeweiligen CaV2a-
Variante koexprimiert. Die CaVa,d-Untereinheit wurde nicht koexprimiert, da eine Publikati-
on von Yamada et al. (167) zeigt, dass diese Untereinheit zwar die Zahl funktioneller Kanéle
in der Membran erhoht, jedoch keine Auswirkungen auf die untersuchten Eigenschaften des
Ca’*-Kanals besitzt. Die Klonierung und Charakterisierung der verwendeten CaVa,1.2-
Untereinheit von Maus ist in Teil 2 dieser Arbeit beschrieben. Von den sechs klonierten Voll-
langen-CaV1.2-cDNS (siche Teil 2) wurde CaV1.2a Klon 2 fiir die funktionellen Untersu-

chungen exprimiert.

4.1.4.1 Einfluss der CaVB2a-Varianten auf die Strom-Spannungs-Kurve

Die Strom-Spannungs-Kurve eines Kanals beschreibt dessen Eigenschaft, Strom (hier Calciu-
mionen) in Abhédngigkeit von der Spannung zu leiten. Abbildung 34 zeigt die Strom-
Spannungs-Kurven der CaV2a -Spleiivarianten im Vergleich. Man erkennt, dass alle Kurven
ab etwa -40 mV einen kontinuierlich zunehmenden Ca**-Strom zeigen, der im Bereich um
0 mV sein Maximum erreicht und ab diesem Punkt wieder stetig abfillt, bis das Umkehrpo-
tenzial bei etwa +40 bis +50 mV erreicht ist. Vergleichbare Strome sind in nicht transfizierten

HEK?293-Zellen (schwarze offene Kreise in Abbildung 34) bzw. in HEK293-Zellen, die
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CaV1.2 - aber keine CaVp2-Untereinheit - exprimieren (graue gefiillte Kreise in Abbildung
34), nicht detektierbar.
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Abbildung 34: Strom-Spannungs-Kurven bei Koexpression der CaVa,1.2-Untereinheit mit unterschied-

lichen CaVB2a-Isoformen

Tabelle 17 fasst die Charakteristika der einzelnen Stromkurven der Abbildung 34 zusammen.
Ic, steht dabei fiir die Stromdichte in pA/pF bei einem Potenzial von 0 mV, G, (nS/pF) fiir
die maximale Zellleitfahigkeit, E,., flir das Umkehrpotential in mV, V. fiir dasjenige Po-
tential in mV, bei dem 50% der Kanile aktiviert sind und k die Steilheit der Stromaktivierung,

ein MaB fiir die Abhingigkeit der Leitfahigkeit von der Spannung.

Wie Abbildung 34 und Tabelle 17 veranschaulichen, ist der Ca*'- Strom (Ic,) in Anwesenheit
von CaVp2a-N5 an der iiberwiegenden Zahl der Messpunkte grofler als der I, in Anwesenheit
der anderen CaVp2a-Varianten. Die in Tabelle 17 gezeigten Ic,-Werte wurden bei einem
Testpotenzial von 0 mV ermittelt. Fiir CaVp2a-N1, CaVB2a-N3 und CaV[p2a-N4 erhélt man
hier Ca**- Strome vergleichbarer Groe, die jedoch geringer sind als der Ca**-Strom moduliert
durch CaVP2a-N5. Allerdings ist dieser Unterschied nicht statistisch signifikant. Lediglich in
negativen Bereichen des Testpotenzials (- 30, -20 und -10 mV) ergibt sich ein signifikanter
Unterschied des Ca®'- Stroms zwischen CaVB2a-N1 und CaVB2a-N5, was dafiir spricht, dass
CaVp2a-N5-modulierte CaV1.2-Kanéle bereits bei negativen Potenzialen einen betrachtlichen
Ca”*-Strom leiten. Fiir die maximale Leitfahigkeit G.x besteht, wie aus Tabelle 17 ersichtlich,
kein signifikanter Unterschied zwischen den Spleiivarianten. Das Umkehrpotenzial E.., be-
zeichnet das Membranpotenzial, bei dem kein Nettostromfluss durch den Kanal mehr stattfin-

det und ist die wichtigste Messgrofle zur Bestimmung der lonenselektivitit eines Kanals. Es
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ergeben sich fiir E,., die in Tabelle 17 eingetragenen Werte, die im Vergleich der CaVf2a -
Spleifivarianten keine signifikanten Unterschiede zeigen. Zusétzlich wurde fiir jede Messreihe
die Spannung bestimmt, bei der genau die Hélfte der Kanéle aktiviert wird (V). Die Span-
ne flir Vi, lag zwischen -16.9 mV fiir CaVB2a-N1 und -20.3 mV fiir CaVB2a-N5. Dieser
Unterschied war in der Auswertung signifikant und spiegelt die Unterschiede in der Strom-
dichte bei negativen Potenzialen wider (Abbildung 34). Die Werte der anderen Splei3varian-
ten fir V.« lagen zwischen diesen beiden Werten und ergaben im Vergleich keine signifi-

kanten Unterschiede.

n Icaso my Gax Er Vinact k
(pA/pF) (nS/pF) (mV) (mV) (mV)

CaVp2-N1 24 -9:34 +1:31 0.19 £ 0.03 57.88+1.96 -16.91 +1.02 9.23£0.65
CaVp2-N3 28 -10.52 +1.12 0.22+0.03 53.42 +1.66 -19.39 + 0.60 8.78 £ 0.54
CaVp2-N4 26 -10.03 £ 1.16 0.18 £0.02 5837+ 1.45 -19.79 +£ 0.84 8.98 + 0.60
CaVp2-N5 28 -13.39+1.48 0.26 £0.03 5553+ 1.76 -20.29 +0.79 8.04 +£0.33

N1 vs N3 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

N1 vs N4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

N1 vs N5 n.s. n.s. n.s. p<0.05 n.s.

N3 vs N4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

N3 vs N§ n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

N4 vs N5 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 17: Vergleich der Ca*'-Strom-Eigenschaften bei Koexpression der CaVa,1.2-Untereinheit mit

verschiedenen CaVf2a-Varianten

4.1.4.2 Einfluss der CaVB2a-Varianten auf Aktivierungs- und

Inaktivierungseigenschaften des L-Typ Ca**-Kanals

Takahashi et al. (146) berichten in ihrer Publikation von 2003, dass sich die menschlichen
CaVp2a-Spleiflvarianten nach ihrer subzelluldren Lokalisation in zwei Gruppen gliedern und
jede Gruppe die Aktivierung und Inaktivierung der Ca’*-Stréme unterschiedlich beeinflusst.
Dabei bilden die in der Arbeit von Takahashi et al. als membranassoziiert bezeichneten Iso-
formen CaVp2a-N3 und CaVfp2a-N5 eine Gruppe. Die andere Gruppe setzt sich aus den als
zytoplasmatische Isoformen benannten CaVp2a-N1, -N2 und N4 zusammen. Die postulierte
unterschiedliche Modulation der Inaktivierungs- und Aktivierungseigenschaften des Ca®'-
Kanals durch die verschiedenen CaVp2a-Spleivarianten wurde in den folgenden Experimen-

ten fiir die CaVf2a-Spleilvarianten von Maus untersucht.



104 Ergebnisse

4.1.4.2.1. Einfluss der CaVB2a-SpleiBvarianten auf die Steady-State

Inaktivierung bzw. Aktivierung

Durch depolarisierende Vorpulse und anschlieBende Testspriinge auf ein immer gleiches, weit
depolarisierendes Testpotential kann man die sog. Steady-State Inaktivierung bestimmen, ein

Mal fiir den maximalen Effekt der spannungsabhéngigen Inaktivierung.
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Abbildung 35: Beeinflussung der Steady-State Inaktivierung (links) bzw. Aktivierung (rechts) durch die
CaVp2a-Spleiflvarianten

Die Auswertung des Einflusses der CaVp2a-Spleillvarianten auf die Steady-State Inaktivie-
rung ist in Abbildung 35a graphisch dargestellt. Die Kurven erreichen Vi, bei Testspan-
nungen zwischen -47 und -42 mV und nihern sich beim Ubergang zu positiven Potenzialen
dem Nullwert des Netto-Ca®*-Stroms an. Man erkennt fiir CaVB2a-N4 eine relative Linksver-
schiebung bzw. fiir CaV2a-N3 Rechtsverschiebung der Kurve im Vergleich zu den anderen
beiden Spleifivarianten. Abbildung 35b ldsst erkennen, dass die Aktivierungskurven ausge-
hend von einem Basisstrom von 0,1 1/I,,y ab etwa -40 mV steil ansteigen und bei einem Test-
Potenzial von 0 mV ihr Maximum erreichen. Man sieht, dass unter Einfluss von CaVp2a-N1
eine Rechtsverschiebung der Kurve erfolgt, was einen spiteren Anstieg der Kurve im Ver-
gleich zu den anderen Spleifivarianten bedingt. Diese Experimente sind in Tabelle 18 zusam-

mengefasst.

Aus Tabelle 18 wird deutlich, dass der Wert Vi, ginee fir CaVp2a-N4 im Vergleich zu
CaVp2a-N1 bzw. -N3 um ~ 3,6 bzw. ~ 5,1 mV zu hyperpolarisierenden Potenzialen verscho-
ben ist, wihrend der Wert fiir Vs 2ct als MaB fiir die Steady-State Aktivierung nach Expres-
sion von CaVP2a-N1 signifikant zu weniger negativen Potenzialen im Vergleich zu CaVf2a-

N4 (~3 mV), -N3 (~ 4,1 mV) bzw. -N5 (~ 4,9 mV) verschoben ist.
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Steady-State Steady-State
Inaktivierung, Vi, s.inact (mV) Aktivierung, Vi sact (mV)
CaVp2a-N1 24 -43.47 +1.09 -18.96 +0.58
CaVp2a-N3 28 -41.91+0.71 -23.07 £ 0.47
CaVp2a-N4 26 -47.05+0.72 -21.96 £ 0.75
CaVp2a-N5 28 -44.36 + 0.92 -23.84 +0.57
N1 vs N3 n.s. P<0.001 (N3 um ~ 4,1 mV nach links)
N1 vs N4 P<0.05 (N4 um 3,6 mV nach links) P<0.01 (N4 um ~ 3 mV nach links)
N1 vs N5 n.s. P<0.001 (N5 um ~ 4,9 mV nach links)
N3 vs N4 P<0.001 (N4 um 5,14 mV nach links) n.s
N3 vs N5 ns. n.s
N4 vs N5 n.s. n.s

Tabelle 18: Beeinflussung der Steady-State Inaktivierung bzw. -Aktivierung des L-Typ Ca®’-Kanals
durch die CaVp2a-Spleiflvarianten

4.1.4.2.2. Einfluss der CaVB2a-SpleiBvarianten auf die Inaktivierungs-

und Aktivierungskinetik

Um die Kinetik der Inaktivierung zu bestimmen, wurde anschlieBend der residuale Strom 400

ms nach Beginn der Depolarisation in Prozent der maximalen Stromamplitude als r400 be-

stimmt. Fiir die Aktivierungskinetik wurde die Zeit gemessen, wihrend der der Strom nach

Depolarisation seine maximale Amplitude erreicht, die sogenannte ,,Time-to-peak*.
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Abbildung 36: Residualstrome 400 ms nach Depolarisation in Abhidngigkeit

der CaVp2a-Spleifivarianten

Wie man in Abbildung 36 erkennt, scheinen die CaVp2a-Spleilvarianten in Bezug auf die

Inaktivierungsrate r400 zwei Gruppen mit jeweils dhnlichen r400-Werten zu bilden. Die eine
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Gruppe, bestehend aus CaVP2a-N3 und CaVp2a-N5, zeigt eine geringere zeitabhéngige Inak-

tivierung, als die zweite Gruppe mit CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 19 zusammengefasst.

n Inaktiverungs-

rate bei -10 mV

Inaktiverungs-

rate bei 0 mV

Inaktiverungs-

rate bei +10 mV

CaVp2a-N1 24 24.11£2.17 17.50 £2.03 17.37+2.11
CaVp2a-N3 28 3530+ 1.37 38.47+1.38 40.84 £3.74
CaVp2a-N4 26 17.28 £1.05 13.63 £ 1.58 12.47 £ 1.46
CaVp2a-NS§ 28 33.23+£1.38 34.99 +1.52 3838+ 1.75

N1vs N3 p<0.001 (NI/N3 ~ 11,2 mV)
N1 vs N4 p<0.05 (N1/N4 ~ 6,8 mV)
N1 vs N5 p<0.001 (NI/N5 ~9,1 mV)
N3 vs N4 p<0.001 (N3/N4 ~ 18 mV)
N3 vs N5 n.s. (N3/N5 ~ 2,1 mV)

N4 vs N5 p <0.001 (N4/N5 ~ 16 mV)

p<0.001 (NI/N3 ~21 mV)
n.s.

p<0.001 (NI/N5 ~ 17,5 mV)
p<0.001 (N3/N4 ~ 24,8 mV)
n.s.

p <0.001 (N4/N5 ~ 21,4 mV)

p<0.001 (N1/N3 ~23 mV)
n.s.

p<0.001 (NI/N5 ~21 mV)
p<0.001 (N3/N4 ~28,4 mV)

n.s.

p <0.001 (N4/N5 ~25,9 mV)

Tabelle 19: Vergleich der Inaktivierungsraten r400 der CaVp2a-Spleilvarianten fiir verschiedene Test-

potenziale

Fiir die Aktivierungskinetik des Ca**-Stroms, gemessen als Time-to-peak nach Depolarisatio-

nen auf verschiedene Testpotenziale ergaben sich folgende Ergebnisse (Abbildung 37):

S
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CaVp2a-N1 vs. CaVB2a-N3: ** p<0.01, *** p<0.001; CaVPB2a-N1 vs. CaVp2a-N4: # p<0.05; CaVp2a-N1 vs. CaVp2a-N5: §
p<0.05, §§§ p<0.001; CaVP2a-N3 vs. CaVp2a-N4: {1} p<0.001; CaVB2a-N4 vs. CaVB2a-N5: i+ p<0.01, t11 p<0.001

Abbildung 37: Einfluss der CaVB2a-SpleiBvarianten auf die Aktivierungskinetik der Ca*'-Stréme ge-

messen als Zeit, wahrend der der Strom nach Depolarisation seine maximale Amplitude (peak) erreicht.
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Auch fiir diese Parameter bilden die vier CaVp2a-Spleifivarianten die bereits beschriebenen

Gruppen mit CaVB2a-N1 und CaVfB2a-N4 bzw. CaVB2a-N3 und CaVf2a-N5. In Gegenwart

von CaVp2a-N3 und CaVp2a-N5 erreichen die Strome signifikant rascher ihr Maximum, ins-

besondere nach Depolarisationen auf Potenziale von - 20 bis + 10 mV, als in Gegenwart von

CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4. Tabelle 20 fasst diese Ergebnisse zusammen und zeigt, dass

insbesondere bei Depolarisationen auf - 10 mV ein signifikanter Unterschied im Einfluss der

CaVf2a-Untereinheiten beider Gruppen detektierbar ist.

n time-to-peak  (ms) | time-to-peak (ms) | time-to-peak (ms) | time-to-peak (ms)
bei -20 mV bei -10 mV bei 0 mV bei +10 mV
CaVp2a-N1 24 17.78 £3.73 13.04+£1.83 12.6+1.14 16.28 £1.92
CaVp2a-N3 28 9.51 +0.83 7.49 +£0.34 8.65+0.71 14.07 £ 1.08
CaVp2a-N4 26 14.08 £ 1.69 11.18+0.72 11.54+£0.85 10.71+ 1.19
CaVp2a-N5 28 9.04£0.79 7.42+0.51 8.53+0.76 10.53 + 0.92
N1vs N3 p<0.05 p<0.001 p<0.05 p<0.05
N1 vs N4 n.s. n.s. n.s. n.s.
N1 vs N5 p<0.05 p<0.001 p<0.01 p<0.05
N3 vs N4 n.s p<0.05 n.s n.s
N3 vs N5 n.s. n.s. n.s n.s
N4 vs N5 n.s p<0.05 n.s n.s

Tabelle 20: Vergleich der Time-to-peak-Werte der Ca*'-Stréme in Gegenwart der CaVp2a-

Spleilvarianten bei den angegebenen Testpotenzialen.

Im Folgenden wurden zusitzlich Werte fiir die Aktivierungszeitkonstante der vier CaVp2a-

Spleifivarianten bestimmt:

soivaton (MS)

tau

CaVB2a-N1 CaVB2a-N3 CaVB2a-N4 CaVB2a-N5

* markiert p<0.001

Abbildung 38: Einfluss der CaVp2a-Spleiivarianten auf die Aktivierungszeitkonstante (T,.)
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Die Bestimmung der Aktivierungszeitkonstanten ergibt dhnliche Resultate: Die CaVf2a-
SpleiBvarianten zeigen einen unterschiedlichen Einfluss auf die Aktivierungszeitkonstante T,
des L-Typ Ca**-Kanals, wie in Abbildung 38 dargestellt.Wieder verhalten sich CaVB2a-N1
und CaVp2a-N4 sowie CaVB2a-N3 und CaVp2a-N5 dhnlich; die Zeitkonstanten fiir Strome,
die in Gegenwart von CaV[2a-N3 und CaVp2a-N5 gemessen wurden sind kiirzer als die Kon-
stanten der Strome, die in Anwesenheit von CaV[p2a-N1 und CaVfp2a-N4 gemessen wurden

(Abbildung 38 und Tabelle 21).

n Taet Dei 0 mV (1/ms)
CaVp2a-N1 24 1.81 £0.09 N1vs N3 p<0.001
N1vsN4 ns.
CaVp2a-N3 28 1.08 +£0.04
N1vs N5 p<0.001
CaVp2a-N4 26 1.80%0.09 N3 vsN4 p<0.001
CaVp2a-N5 28 1.08 +0.15 N3vsN5 ns.
N4 vs N5 p<0.001

Tabelle 21: Werte der Aktivierungszeitkonstante 1, fiir Strome, die in Gegenwart der CaVf2a-

SpleiBvarianten durch Depolarisation auf 0 mV aktiviert werden.

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Werte der Aktivierungszeitkonstante T, zwi-
schen CaVf2a-N1 und CaVf2a-N3 bzw. CaVp2a-N5, sowie zwischen CaV[p2a-N4 und
CaVp2a-N3 bzw. CaVp2a-N5. Zwischen CaV[2a-N3 und CaVp2a-N5 bzw. CaVp2a-N1 und
CaVp2a-N4 ergaben sich dagegen keine signifikantenUnterschiede.

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse der elektrophysiologischen Untersuchungen zu-

sammengefasst.

4.1.4.3 Zusammenfassung der in den elektrophysiologischen Messungen

erhaltenen Ergebnisse

Abbildung 34 zeigt, dass nach Expression von CaVa,1.2 alleine nur ein sehr geringer Strom
im Vergleich zu nicht-transfizierten HEK293-Zellen zu detektieren ist. Die Koexpression ei-
ner CaV2-Untereinheit vergroBert den detektierbaren Strom dramatisch (Abbildung 34), un-
abhingig davon, welche der vier CaVp2a-Varianten, die in dieser Arbeit identifiziert wurden,
koexprimiert wurde. Allerdings modulieren die einzelnen CaVp2a-Varianten einzelne Kom-
ponenten der Kanalfunktion und der Stréme signifikant in unterschiedlicher Weise (Tabelle
22), was allein auf die jeweiligen N-Termini zuriickzufiihren ist, in denen sie sich unterschei-

den.
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Icazo mv nein (nur bei negativen Potenzialen signifikant grofere Stromdichte in Gegenwart von
CaVp2a-N5)

Gax nein

E;ev nein

Vinact Spannung zur halbmaximalen Aktivierung bei CaVfB2a-N5 mit signifikant negativerem
Wert als bei CaVp2a-N1

k nein

Steady-State-
Inaktivierung

Vi2ss-inaet fur CaVB2a-N4 vs. CaVB2a-N1 bzw. -N3 signifikant mit ~ 3,6 bis ~5,14 mV
zu hyperpolarisierenden Potenzialen verschoben

Steady-State-

Vijssact fir CaVp2a-N1 vs. CaVP2a-N3, -N4, -N5 signifikant, um ~ 3 bis ~ 4,9 mV zu

Aktivierung weniger positiven Potenzialen verschoben
Inaktivierungsrate Zeitabhéngige Inaktivierung signifikant geringer bei Kanédlen mit CaVfB2a-N3 und -N5
r400 gegeniiber Kanédlen mit CaVf2a-N1 und -N4

Time-to-peak (bei 0
mV)

In Gegenwart von CaV[p2a-N3 und -N5 erreichen die Strome signifikant rascher ihr
Maximum als in Gegenwart von CaVp2a-N1 und -N4

Tact

Die Aktivierungszeitkonstanten 1, sind fiir Stréme, die in Gegenwart von CaVf2a-N3
und -N5 gemessen wurden signifikant geringer als fiir Strome, die in Gegenwart von
CaVp2a-N1 und -N4 gemessen wurden.

Tabelle 22: Kanal- und Stromeigenschaften, die durch einzelne CaVp2a-Spleiflvarianten signifikant

beeinflusst werden

Man erkennt aus Tabelle 22, dass sich entsprechend der Parameter Inaktivierungsrate r400,

Time-to-peak und Aktivierungszeitkonstante 1, eine Gliederung der CaVp2a-Spleiflvarianten

in zwei Gruppen ergibt, die erste mit CaVp2a-N1 und -N4 und die zweite mit CaVp2a-N3 und

-NS5. Fiir weitere Messparameter (beispielsweise Guax, Erevs Viassact) €rgab sich ebenfalls der

Trend zur Aufteilung in diese zwei Gruppen, allerdings waren die Unterschiede statistisch

nicht signifikant. Zudem scheinen einzelne CaVp2a-Spleiflvarianten spezifische Auswirkun-

gen auf manche der Parameter zu haben. So liegt der Wert der halbmaximalen Aktivierung

Vi, sowie der Vi, fiit CaVB2a-N1 bei signifikant positiveren Potenzialen als fiir andere

CaV2a-SpleiBivarianten. Dies spricht fiir eine Aktivierung des CaVp2a-N1-modulierten L-

Typ Ca’"-Kanals bei im Vergleich positiveren Potenzialen. CaVB2a-N4 verschiebt V2 s inact

zu negativeren Potenzialen, als dies fiir die librigen Spleilvarianten der Fall ist, was mit einer

fritheren Inaktivierung des Kanals einhergeht.

4.1.4.4 Einfluss eines CaVB2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins auf die L-

Typ Ca®*-Kanaleigenschaften

In den oben beschriebenen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass CaVp2a-N4 mit CaVp2a-

N1 co-immunoprizipitiert werden kann (Abbildung 32). Die Ergebnisse der Einzelzell-PCR,
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die in Kapitel 4.1.2.2 beschrieben sind, zeigen, dass mehrere CaVp2-Varianten gleichzeitig in
einer Zelle exprimiert sind. Diese Befunde lieBen die Frage aufkommen, ob eventuell mehrere
CaVp2a-SpleiBvarianten gleichzeitig die Ca*'-Kanalfunktion modulieren. Um den Einfluss
parallel exprimierter CaVp2a-Spleivarianten auf den Kanal zu untersuchen, wurde ein Fusi-
onsprotein aus zwei CaV2a-Spleiivarianten hergestellt. Die Methodik zur Herstellung des
Fusionsproteins war angelehnt an eine Publikation von Mori et al. (106), die Calmodulin mit
dem C-Terminus der CaVa,1.2-Untereinheit des L-Typ Ca*"-Kanals iiber Glycinreste unter-
schiedlicher Anzahl (mindestens 24 AS) fusionierten. Der Glycin-Linker verleiht den beiden
gekoppelten Proteinen einen gewissen Freiraum, so dass die Fusion die Funktion der einzelnen
Partner mdglichst wenig beeintrachtigt. Fiir die direkte Fusion zweier Proteine ohne Linker,
wie beispielsweise von Dalton et al. (35) vorgenommen, ist fraglich, ob nicht doch Einschrin-
kungen in der Funktion des N-Terminus der zweiten CaVp2a-Untereinheit entstehen. Aus
diesem Grund wurden die beiden Proteine {iber 14 Glycinreste fusioniert. Die Fusion der Un-
tereinheiten sollte sicherstellen, dass sich bei den spiteren elektrophysiologischen Messungen

beide Varianten in unmittelbarer Kanalndhe und Nachbarschaft befinden.

Fiir das Fusionsprotein wurden CaVp2a-N1 und CaVfp2a-N4 verwendet, da diese nach den
oben beschriebenen Ergebnissen die am hiufigsten vorkommenden CaVf2a-Spleilvarianten
in Herzgewebe von Maus darstellen. Die ¢cDNS beider Varianten, verbunden iiber 42 Basen-
paare, die fiir die 14 Glycinreste kodieren, wurden unter die Kontrolle des B-actin-Promotors
in den eukaryotischen Expressionsvektor pPCAGGS M2 kloniert (Abbildung 39). Indem das
Stopkodon in der CaV[2a-N1-cDNS eliminiert wurde, ergab sich ein durchgéngiger Leserah-
men von Beginn der CaVp2a-N1 bis zum Stopkodon der CaV2a-N4-DNS.

(Glycin), ,-Linker

Abbildung 39: Aufbau des CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins

Das Fusionsprotein wurde fiir die folgenden Messungen zusammen mit der CaVa,;1.2-
Untereinheit in HEK 293-Zellen exprimiert. Parallel wurden Zellen mit den einzelnen cDNS
von CaVB2a-N1 und CaVB2a-N4 mit CaVa, 1.2 kotransfiziert. AnschlieBend wurden die Ca*'-
Strome gemessen und die Messwerte in Gegenwart des Fusionsproteins sowie der Kotransfek-

tion der CaVf2a-Untereinheiten miteinander verglichen. Ebenso wurden die oben beschriebe-
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nen Ergebnisse der Experimente, bei denen nur einzelne CaV2a-Varianten (CaV2a-N1 bzw.

CaVf2a-N4) mit CaVa, 1.2 koexprimiert wurden, in die Auswertung miteinbezogen.

4.1.4.4.1. Auswirkungen des CaVB2a-N1-CaVB2a-N4-Fusionsproteins auf

die Strom-Spannungs-Kurve des L-Typ Ca®*-Kanals

Im Folgenden werden die Abkiirzungen CaVp2a-(N1 + N4) fiir das CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-
Fusionsprotein und CaVfp2a-N1 + CaVp2a-N4 fiir die Kotransfektion von CaVp2a-N1 und
CaVp2a-N4 mit der CaVa, 1.2-Untereinheit verwendet.

Abbildung 40 demonstriert die Strom-Spannungskurven, die nach Expression von CaVa,1.2
mit CaVp2a-N1, CaVp2a-N4, CaVfp2a-N1 + CaVf2a-N4 oder CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-
Fusion erhalten wurden. Man erkennt, dass im Bereich ab - 40mV der Ca®’-Strom deutlich
zunimmt, beim Ubergang zu positiven Testpotenzialen die hochsten Werte zeigt, um bis zum
Erreichen des Umkehrpotenzials bei etwa + 60 mV wieder abzufallen. In Gegenwart des Fusi-
onsproteins erreicht der Strom deutlich niedrigere Werte im Vergleich zu den Stromen, die in
Gegenwart von CaV[p2a-N1 und -N4 gemessen wurden. Die Strome, die in Gegenwart von

CaVp2a-N1 und CaV[p2a-N4 gemessen wurden, sind intermediér.
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CaVp2a-N1 vs. CaVp2a -(N1+N4): * p<0.05; CaVB2a-N4 vs. CaVB2a -(N1+N4): # p<0.05, ## p<0.01; CaVB2a-N4 vs. CaVf2a-
N1 + CaVp2a-N4: & p<0.05

Abbildung 40: Einfluss des CaVp2a-N1-CaVf2a-N4-Fusionsproteins auf die Strom-Spannungs-Kurve

Tabelle 23 fasst die Daten zusammen. Es zeigt sich, dass der Wert fiir Vi, in Anwesenheit
von CaV[2a-N4 signifikant bei mehr hyperpolarisierenden Potentialen liegt als in Gegenwart

des des CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins (~ 4,9 mV Differenz) und CaVp2a-N1 +
CaVp2a-N4 (~ 4,28 mV Differenz).
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n Ica, omv Gax E.V Vinact k
(pA/pF) (nS/pF) (mV) (mV) (mV)

CaVp2-N1 24 -9:34 +1:31 0.19+£0.03 57.88+1.96 -16.91 +1.02 9.23 £0.65
CaVf2-N4 26 -10.03 £ 1.16 0.18 £0.02 58,37+ 1.45 -19.79+0.84 8.98 +0.60
CaVp2-N1 + CaVp2-N4 27 -8.04 £ 0.84 0.17 +0.02 60.22 + 1.44 -15.51£ 1.02 9.55+0.56
CaVp2a(N1 + N4) 26 -5.54+04 0.12+ 0.01 60.18 £2.12 -14.86 +0.89 11.08 £0.55

N1 vs. (N1+N4) p<0.05; n.s. n.s. n.s. n.s.

N4 vs. (N1+N4) p<0.01; n.s. n.s. p<0.01 n.s.

N1 vs. N1 + N4 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

N4 vs. N1 + N4 n.s. n.s. n.s. p<0.01 n.s.

N1+ N4 vs. (N1 +N4) n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.

Tabelle 23: Vergleich der Ca**-Strom-Eigenschaften des CaVB2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins im
Vergleich zu CaVfB2a-N1 + CaVf2a-N4 sowie CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4

In weiteren Experimenten wurden jeweils flir Zellen, die CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4 zu-
sammen mit CaVa,1.2 exprimieren sowie fiir Zellen, die CaVB2a(N1+N4) zusammen mit
CaVa,1.2 exprimieren, Ca*-Strome im Hinblick auf die Steady-State Aktivierung, Steady-
State Inaktivierung sowie Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik untersucht. Die Ergebnisse
wurden verglichen mit den Ergebnissen der Strome, die nach Expression von CaVp2a-N1 und
CaVa,1.2 bzw. von CaVp2a-N4 und CaVa,1.2 erhalten wurden und die in Abbildung 54 bis
56 und Tabelle 35 bis 38 im Anhang 1 am Ende des Ergebnisteils dargestellt sind. Es zeigte
sich, dass sich die Strome, die nach Expression von CaVa,;1.2 und dem CaVp2a(N1+ N4)-
Fusionskonstrukt gemessen wurden, sich hinsichtlich ihrer Steady-State Aktivierung und Inak-
tivierung sehr dhnlich zu Strémen verhielten, die nach Koexpression von CaVa,;1.2 und den
beiden CaVp2a-Varianten CaVp2a-N1 und -N4 gemessen wurden. Strome unter beiden ge-
nannten Bedingungen waren wiederum dhnlicher zu Strémen, die nach Expression von Ca-
Va;1.2 und CaVB2a-N1 gemessen wurden, wohingegen Strome, die in Gegenwart von Ca-
Vo,1.2 und CaVfp2a-N4 gemessen wurden, signifikante Unterschiede aufweisen, z.B. Vi),
Steady-State Aktivierung: CaVp2a-N4: -21.96 + 0.75, n = 26; CaVp2a(N1 + N4): -18.74 +
0.56, n = 26; p < 0.01 (siche Abbildung 55 und Tabelle 36 im Anhang 1). Auch hinsichtlich
der Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik verhalten sich CaVp2a(N1+N4)-Strome eher wie
CaVp2a-N1-Strome; die Inaktivierung ist bei CaVp2a-(N1+N4)- sowie CaVf2a-N1 +
CaVp2a-N4-Stromen am geringsten ausgeprédgt. Die Aktivierungskonstante 7 ist fiir CaVp2a-
(N1+N4) sowie fiir CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 -Strome groBer; dies bedeutet, dass die
CaVp2a-(N1+N4)-Strome und die CaVp2a-N1 + CaV[p2a-N4-Strome langsamer aktivieren
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und insgesamt in geringerem Ausmal inaktivieren, insbesondere im Vergleich zu CaV[f2a-

N4-Stromen.

Teil 2

4.2 Klonierung der CaVa;1.2-Untereinheit

Fiir die in 4.1.4 beschriebenen elektrophysiologischen Untersuchungen und folgende Fluores-
zenzexperimente wurde zusitzlich zu den CaVp2-Untereinheiten die Kanalpore-bildende
CaVa,1.2-Untereinheit bendtigt. Diese wurde hierfiir, wie im Weiteren beschrieben, aus

Mausherz-mRNS adulter Méduse kloniert.

Die CaVa,1.2-Untereinheit wird in hohem Malle im Herzmuskel exprimiert (104, 22) und
bildet den GroBteil der L-Typ- Ca**-Kanal-assoziierten CaVa,-Untereinheiten in Siugerherz
und —gefaBmuskulatur (144). Obwohl ein und dasselbe Gen fiir die CaVa,-Untereinheiten
dieser zwei klinisch wichtigen Gewebe kodiert, differieren die Eigenschaften des kardialen L-
Typ Kanals von dem in glatter Muskulatur exprimierten (5). Eine wichtige Rolle spielt dabei
unter anderem der Aminoterminus der CaVa,1.2-Untereinheit, die vielfiltigen Splei3vorgén-
gen unterworfen ist. In fritheren Arbeiten wurde gezeigt, dass eine Variante mit langem N-
Terminus (CaVa,1.2a) vor einer anderen kurzen N-terminalen Variante (CaVa,;1.2b) der Ca-
Vo, 1.2-Untereinheit in kardialem Gewebe dominiert (104, 14). Kanevsky et al. (78) konnten
nachweisen, dass dieser lange N-Terminus ein N-Terminus-inhibitory (NTI)-Modul enthilt,
welches den CaVpB-induzierten Anstieg des Ca**-Stroms beeinflusst. Zu Beginn dieser Arbeit
war kein vollstindiger CaVa,1.2 ¢cDNS-Klon von Maus - auch von anderen Arbeitsgruppen
im In- und Ausland - verfiigbar. Die Sequenzen in der Datenbank waren virtuell aus EST-
Klonen und publizierten Teilsequenzen zusammengesetzt. Die zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Arbeit einzige beschriebene CaV1.2 cDNS aus Mausgewebe wurde 1992 von der Ar-
beitsgruppe Uhler (93) beschrieben. Die Gesamtldngen-cDNS war aus Teilklonen einer ZNS-
cDNS-Bibliothek zusammengesetzt. Auf Anfrage teilte Herr Uhler mit, dass die cDNS nicht
mehr existieren wiirde. Sowohl CaVa,1.2a als auch CaVo,1.2b wurden deshalb in dieser Ar-
beit mit Erststrang-DNS, die mit Poly(A)'RNS von Mausherz synthetisiert wurde, amplifiziert
und kloniert. Fiir die Untersuchungen in 4.1.4 und 4.3 wurde allerdings nur CaVa,1.2a ver-
wendet, da diese die dominierende Variante in Herzmuskelzellen darstellt (144) und somit zu

den durch native Kanile vermittelten Ca®*-Stromen vergleichbare Ca**-Strom-Eigenschaften
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aufweisen sollte. Auch an anderen Stellen des CaVa,l.2a-Proteins finden Modifikationen
durch alternative Spleilvorginge statt (90). Bisher gibt es allerdings kein eindeutiges Schema,

welches SpleiBmuster in Kardiomyozyten bevorzugt exprimiert wird (148, 90, 147, 41).

Unabhéngig davon wurden im Folgenden die durch PCR-Amplifikation erhaltenen Klone
sequenziert und auf Sequenzunterschiede bzw. alternative Spleilvorgédnge analysiert. Im Mit-
telpunkt des Interesses stand die Frage nach einer herzspezifischen Exonkonfiguration der
CaVa, 1.2-Untereinheit. Bei der Untersuchung auf herzspezifische SpleiBmuster wurden auch
Klone beriicksichtigt, die den CaVa,1.2b-Terminus enthielten, der ebenfalls in kardialem Ge-
webe exprimiert wird, aber, wie bereits erwihnt, dort zahlenméBig eine untergeordnete Rolle

spielt (148).

4.2.1 Klonierungsstrategie

Die N- und C-terminalen Sequenzen von Maus-CaVa,;1.2a bzw. -CaVa,1.2b sind in einer
Veroffentlichung von Murakami et al. beschrieben (107), auf Basis derer die Ableitung spezi-
fischer Primer fiir die verschiedenen N-Termini erfolgte. Ziel war es, Volllangen-cDNS-Klone
der CaVa,1.2a bzw. -b durch PCR-Amplifikation zu erhalten, um so ¢cDNS mit der nativen
Exonfolge zu gewinnen. Da die CaVa,1.2-Untereinheit ein grofles Protein mit einer sehr lan-
gen Nukleotidsequenz von etwa 6400 bp darstellt, wurden in manchen Publikationen jeweils
bestimmte Sequenzabschnitte der CaV1.2a,-Untereinheit getrennt amplifiziert und mogliche
Kombinationen von Exons dargestellt. Ob alle denkbaren Kombinationen, die man durch Zu-
sammenfiligen von Teilfragmenten erhélt, wirklich in vivo exprimiert werden, ist unklar. Des-
halb wurden in dieser Forschungsarbeit Volllingen-cDNS-Klone der CaVa,1.2-Untereinheit
mit einem Gen-spezifischem Primer (GSP) amplifiziert, um aus Erststrang, der mit Po-
ly(A)'RNS aus Mausherz synthetisiert wurde, authentische cDNS-Volllingenklone zu erhal-

ten.

Zur Erststrangsynthese mit einem Gen-spezifischem Primer komplementir zur 3°-
untranslatierten Region von CaVa,;1.2 wurde mRNS aus Herzgewebe adulter Méuse verwen-
det. Die Lénge der zu amplifizierenden Nukleotidsequenz stellte hohe Anforderungen an die
fiir die PCR benétigte hitzestabile Polymerase in Bezug auf moglichst geringe Fehlerrate, ho-
he Prozessivitit und lange Halbwertszeit bei hohen Temperaturen. In dieser Arbeit wurde hier-
fir die Phusion™ -DNA Polymerase (siehe 3.1.7.3.2), aufgrund ihrer besonderen Eignung
hinsichtlich oben genannter Anforderungen verwendet. Durch Heif3start und kontinuierliche

Verlangerung der Elongationszeit um fiinf Sekunden pro Zyklus bei insgesamt 40 Zyklen
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konnte, wie in Abbildung 41 zu erkennen, eine ausreichende Menge DNS > 6000 bp amplifi-

ziert werden.

CaVa,l.2a

CaVa,1.2b

9700 bp
6100 bp
4700 bp
3300 bp

2100 bp

1300 bp
1100 bp

Abbildung 41: Ergebnis der Erststrang-PCR fiir CaVa,1.2b bzw. -a (0,8% Agarose-Gel)

Fiir das Vollldngenamplifikat wurde eine Grofe von ca. 6400 bp erwartet. In Abbildung 41 ist
jeweils eine deutliche Bande in der analytischen Gelelektrophorese sichtbar. Weitere vorhan-
dene Banden konnten durch die Auftrennung in einem 0,8% Agarosegel von den gewiinschten
Banden ausreichend separiert werden. Die DNS-Fragmente wurden aus dem Gel isoliert, in

den pCAGGS_M2-Vektor kloniert und anschlieBend doppelstringig sequenziert.

4.2.2 Ergebnisse der CaVa;l.2-Amplifikation aus Erststrang

Die erhaltenen ¢cDNS kodieren die CaVo,1.2a- und CaVa,1.2b-Proteine. Jeweils drei Klone
wurden vollstidndig sequenziert und hinsichtlich ihrer Exonfolge und moglicher Sequenzfehler
durch die DNS-Polymerase wihrend der PCR-Amplifikation untersucht. Es fanden sich beim
Vergleich der entsprechenden genomischen Sequenzabschnitte
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full report&list_uid
s=12288) mit den Sequenzen der erhaltenen Klone keine Hinweise auf durch die Polymerase
verursachte Basenaustausche. Das Gen fiir CaV1.2 von Maus umfasst ~ 753700 kb und liegt
auf Chromosom 6 (GenBank NT 039353.7). Die Exonfolgen der untersuchten Klone waren
untereinander in keinem Fall identisch (siehe Tabelle 25 und Tabelle 29) und zeigen den auf

Spleiflvorgidnge zuriickzufithrenden Polymorphismus der CaVa,1.2a-Untereinheit auf.
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4.2.2.1 Definition der Exons der CaVa;1.2-Untereinheit

Die Definition der Exons der CaVa,1.2-Untereinheit erfolgte nach Soldatov et al. (140), des-

sen Nomenklatur der Exons des menschlichen L-Typ Ca**-Kanals als Referenz in aktuellen

Publikationen zu diesem Thema dient.

Exon 1A MIRAF....YISPG Exon 1B MVNEN....EENHQ

Exon 2 GSNYG....IVEWK Exon 3 PFEIL.... TNSNL (S oder P); in dieser Arbeit
sequenzierte Klone enthalten den Prolinrest (P)
P: NM_009781.2;
S: NW_001030811.1, Mm6 1111831 36;
NT_039353.7, Mm6 39393 37

Exon 4 ERVEY....IVVVG Exon 5 LFSALI...VSGVP

Exon 6 SLQVV....QEGII Exon 7 DVPAE...DVLYW

Exon 8A MQDAM....GVLSG Exon 8B VNDAV....GVLSG

Exon 9 EFSKE....DKPRN Exon 9A RGAPA....STETH

Exon 10 MSMPT....CGARL Exon 11 AHRISKSKFS (das erste Nukleotid des fiir den
Alaninrest kodierenden Triplets stammt von Exon
10)

Exon 12 RYWRR....LTEVQ Exon 13 DTANK....FKITR

Exon 14 YWNSL....LTVFQ Exon 15 ILTGE....FICGN

Exon 16 YILLN... KKLAR Exon 16* YTNRY....GQPG*

Exon 17 TASPE....PPTTK Exon 17* PARTA....PPTTK

Exon 18 INMDD...NPDTA Exon 19 GEEDE....SPNNR

Exon 20 FRLQC....SFRNH Exon 21 ILFYF....EIALK

Exon 22 ILGNA....EIILK Exon 23 MTAYG....SFGIQ

Exon 24 SSAIN....AKGLK Exon 25 HVVQC....VQLFK

Exon 26 GKLYT....EAECK Exon 27 GNYIT....EGWPE

Exon 28 LLYRS....LDKNQ Exon 29 RQCVE....CLAMQ

Exon 30 HYGQS....AFKPK Exon 31 GYFSD....LSETN

Exon 32 HYFCD....ITEVH Exon 33 PAEHTQCSPSM

Exon 33* PAEHT....VSCAR Exon 34 SAEEN....IKSFQ

Exon 35 ALPYV....VIGMQ Exon 36 VFGKI....LLLFR

Exon 37 CATGE....LCAFL Exon 38 IINLF....DPEAK (E oder K)
Alle hier analysierten Klone enthalten den Glu-
tamatrest E

Exon 39 GRIKH....RVACK Exon 40 RLSVM....RIKTE

Exon 41 GNLEQ....VPPAG Exon 42 DDEVT....ALSLQ

Exon 43 AGLRT....DDIFR Exon 44 RAGGL....LSSKR

Exon 46 CHSRE....LSTDM Exon 47 FSYQE....RSASL

Exon 48 GRRAS....LVHHQ Exon 49 ALAV....SLVEA

Exon 50 VLISE....VSNL#

Tabelle 24: Definition der Exons der CaVa, 1.2-Untereinheit in Maus nach Soldatov et al. (140)

Die Expression von Exon 45 ist fiir den menschlichen L-Typ Ca*"-Kanal von Soldatov et al.

beschrieben, in den Untersuchungen dieser Arbeit zeigte sich jedoch keine Expression des
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Exons in Maus und fehlt deshalb in Tabelle 24. Mit einem Stern sind Exons markiert, die auf
unterschiedliche Weise gespleilit werden, d.h. in ihrer DNS- bzw. Aminosduresequenz hin-
sichtlich der Lange variieren. Der Buchstabe A bzw. B hinter der Zahl des Exons bedeutet,
dass es sich hierbei um ein alternativ gespleiites Exon handelt. Sind von einem Exon die Va-
rianten A und B vorhanden, ist hier mindestens eine der beiden in der CaVa,;1.2-mRNS erhal-
ten, wihrend dies in anderen Arbeiten, in denen die Sequenz von Mensch beschrieben ist,
nicht zwingend der Fall ist (147). Exon 9* bzw. 9A ist ein eigenstidndiges Exon und nicht etwa
eine Verldngerung des Exon 9, wie durch die Kennzeichnung als 9* in der Literatur impliziert
wird. Es kodiert nicht wie Exon 1A und 1B oder Exon 8A und 8B alternativ, sondern zusétz-
lich zu Exon 9 und sollte deshalb mit einer eigenen Zahl - eigentlich Exon 10 - in der Numme-
rierung erscheinen. Um jedoch im Konsens mit der Nomenklatur von Soldatov et al. (140) und
der weiteren Veroffentlichungen zu bleiben, wird dieses Exon hier als Exon 9A bezeichnet.
Der ,,** bei Soldatov et al. wurde durch ein ,,A* ersetzt, da ein ,,** in der Nomenklatur dieser
Arbeit anzeigt, dass es sich um ein und dasselbe auf unterschiedliche Weise gespleifite Exon
handelt, wohingegen mit A bzw. B betitelte Exons jeweils eigene Exon-Intron-Grenzen besit-

zen, wie das bei Exon 9A der Fall ist.

I I Il \%

122 o 28 L)y 3 3333 3 37
20 s x Ve
3/ \25 3
" ” 31/32 9
4 gl 1
1 A 4
18 43

49

rot = alternativ gespeifites Exon; griin = unterschiedliche Spleiivorgénge an ein und demselben Exon

Abbildung 42: Transmembrantopologie von CaV1.2 von Maus mit Darstellung der Exons der Maus-

CaVa,1.2-Untereinheit und der angegebenen Spleiflorte

Abbildung 42 zeigt, dass im Rahmen dieser Arbeit mindestens 13 Exons der CaVa,l1.2-

Untereinheit von Maus Spleiflvorgéngen ausgesetzt sind: drei davon sind unterschiedlichen
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Spleilvorgédngen ausgesetzte Exons, wodurch ihre AS-Sequenz-Lénge variiert (Exons 16, 16*,
17, 17%*, 33, 33%*); acht sind alternativ gespleilite Exons, d.h., dass in der Sequenz nur das eine
oder das andere Exon auftritt (1A/1B, 8A/8B, 21/22, 31/32); Exon 9A und Exon 33 bzw. 33*

konnen auch ganz fehlen.

4.2.2.2 Vergleich der erhaltenen CaVa;1.2-cDNS-Klone

Das in Tabelle 24 beschriebene Exon 16* wurde ausschlie8lich aus einem Klon der cDNS-
Bibliothek isoliert und wird gesondert in Kapitel 5.2.3 besprochen. Alle in Tabelle 25 aufgelis-

teten Klone enthalten Exon 16.

Es wurden jeweils drei Volllingenklone der CaVa,1.2a- bzw. CaVa,1.2b-Spleillvariante kom-
plett sequenziert und ausgewertet. Dabei ergaben sich einige Unterschiede hinsichtlich der

Nukleotidsequenz, die in Tabelle 25 dargestellt sind.

1A/1B 8A /8B 9 [/ 9+ | 17/17* | 21/22 31/32 33/33*
9A

CaVa,1.2a-Klon 2 1A 8A 9 17 21 32 33
CaVag,1.2a-Klon 7 1A 8A 9+9A 17 21 31 33
CaVq1.2a-Klon 15 1A 8A 9 17 21 31 33
CaVa,1.2b-Klon 4 1B 8B 9+9A 17 21 31

CaVa,1.2b-Klon 26 1B 8B 9+9A 17* 21 31

CaVa,1.2b-Klon 29 1B 8B 9+9A 17 22 32 33*

Tabelle 25: Vergleich der erhaltenen CaVa, 1.2 Klone hinsichtlich differeriender Exons

Unterschiede im N-Terminus (Exon 1A bzw. 1B) ergaben sich aufgrund der Auswahl der je-
weils Aminoterminus-spezifischen Sequenz der Forward-Primer und waren somit vorgegeben.

Es fanden sich weitere Unterschiede:

e im Bereich des Segments IS5; hier zeigt sich ein alternatives Spleilen der Exons 8A bzw.
8B abhingig vom Aminoterminus des Klons; auf den CaVa,l.2a-Terminus folgt stets

Exon 8A, auf den CaVa,1.2b-Terminus Exon 8B;

e in der L1-Schleife zwischen IS6 und IIS1; bei allen CaVa,;1.2b-Klonen findet sich zusétz-

lich das Exon 9A, hingegen ist es bei den CaVa,1.2a-Klonen nur einmal vorhanden

e in der L2-Schleife zwischen 1IS6 und IIIS1; bei einem der CaVa,1.2b-Klone ist das Exon
17 um neun Nukleotide verldngert (Exon 17%*); alle anderen CaVa,1.2a- und CaVa,1.2b-
Klone kodieren fiir Exon 17
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e im Ubergang von IIIS1 zu I1IS2 und IIIS2 selbst; einer der CaVa,1.2b-Klone kodiert fiir
Exon 22; alle anderen Klone von CaVa,;1.2a- und CaVa,1.2b tragen die Sequenz von

Exon 21;

e im Bereich des Ubergangs von IVS2 zu IVS3 und IVS3 selbst; bei jeweils einem Klon der
CaVa,1.2a- bzw. CaVa,1.2b-Klone findet sich Exon 32, alle anderen zeigen Exon 31

e im Ubergang von IVS3 zu IVS4; alle CaVa,1.2a-Klone kodieren fiir Exon 33, wohinge-
gen bei zwei der CaVa,;1.2b-Klone Exon 33 vollig fehlt und bei dem dritten Exon 33 um
171 Nukleotide (57 AS) verldngert ist (Exon 33%).

Aus den Ergebnissen bestitigt sich ein gekoppeltes Auftreten der Exons 1A und 8A bzw. 1B
und 8B. Zudem zeigt sich eine vorwiegende Expression der alternativ gespeifites Exons 21
bzw. 31 in Herzgewebe. In Kombination mit dem CaVa,1.2b-N-Terminus scheint Exon 9A
gehauft aufzutreten, wihrend die Expression von Exon 33 mit der Expression des CaVa,1.2a-

N-Terminus korreliert.

Tabelle 26 verdeutlicht nochmals die Variabilitdt von Exon 17/17* und 33/33* durch unter-
schiedliche Spleiflivorgédnge. Fiir die Exons 17* und 33* ergibt sich jeweils eine Verldngerung
der urspriinglichen Aminosduresequenz um drei bzw. 57 Aminosiuren. Im Fall von Exon 17*

bzw. 33* resultiert daraus keine Verschiebung des Leserahmens.

Exon | AS-Sequenz Unterschied zum ,,herkémmlichen“
Exon
17* PARTASPE.. PPTTK Hier ist das Exon zu Anfang um neun

Nukleotide verldngert, der Leserah-
men bleibt erhalten.

33* PAEHTQCSPSMVRTTLQTTFPASVAPPLATHVLS Das Exon 33 ist am Ende um 57 Ami-
noséuren verlingert.

TLISRALGTQPSSCMWPPCPLCALTACAHVSCAR

Tabelle 26: AS-Sequenzen der Exons 17* und 33*; die Unterschiede zu den Exons 17 und 33 sind rot

markiert.

In Tabelle 27 sind die Spleiorte/Exons mit ihren potentiellen Funktionen aufgelistet - inwie-
fern sich die Spleivorgidnge auf Eigenschaften und Funktion der CaVa,1.2-Untereinheit aus-

wirken, wird in 5.5.1 und 5.5.2 ndher erértert.
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Gespleifites Exon Lokalisation Funktion
1A/1B N-Terminus Exon 1A mit ,NT inhibitory (NTI) module*; unterschiedliche
Regulierung des Py ,x durch die CaVB-UE (78)
8A /8B 1S5 Interaktion mit Dihydropyridinen; Exon 8B > 8A (164)
9/9+9A L1-Schleife AID innerhalb Exon 9 lokalisiert (39); Exon 9A liegt 3’ der AID;
wichtig fiir Inaktivierungseigenschaften des Kanals (142)
17/17* L2-Schleife CaV2.2 (N-Typ): Einfluss auf die spannungsabhéngige Inaktivie-
rung, pharmakologische Eigenschaften und Syntaxin-Bindung
(77); fiir CaV1.2 noch Gegenstand der Forschung
21/22 Ubergang 111S1 zu | Einfluss auf die spannungsabhingige Wirkung der Dihydropyri-
IIS2 und II1S2 dine (141) (Exon 22 >21)
selbst
31/32 Ubergang IVS2 zu | Einfluss auf die spannungsabhiingige Aktivierung des Kanals
IVS3 und IVS3 (147); Anderung des Expressionsmusters wihrend der Entwick-
selbst lung (fetales Rattenherz: Exon 31, 32 gleichermaflen exprimiert;
adultes Rattenherz: Exon 32 dominiert) bzw. unter pathophysio-
logischen Bedingungen (54); Yang et al. (170): Exon 31 in
menschlichem adulten Myokard vorherrschend, bei Herzinsuffi-
zienz ist Exon 32 zweimal héaufiger
33/33% Ubergang 1VS3 zu | Einfluss auf die spannungsabhingige Aktivierung des Kanals
Ivs4 (147) - zunehmende Linge des Verbindungsstiicks geht einher
mit Rechtsverschiebung der Aktivierungskurve; allerdings sehen
Soldatov et al. (141) hier keinen Unterschied.

Tabelle 27: Funktionen der jeweiligen Exon-Spleiforte

Man erkennt aus Tabelle 28, dass die CaVa,1.2-Untereinheit in diversen Geweben zahlreichen

SpleiBvorgingen unterworfen ist. Es zeigt sich jedoch kein eindeutiges gewebe- oder entwick-

lungsspezifisches SpleiBmuster. Teilweise sind die publizierten Ergebnisse widerspriichlich

und stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit nicht iiberein, so beispielsweise die Expressi-

onhiufigkeit des Exon 31 / 32 in fetalem bzw. adultem Herzgewebe (147, 170). Ein Grund

dafiir ist sicher die verwendete Spezies (Maus, Ratte, Kaninchen oder Mensch), ein anderer,

dass in der Regel - anders als in dieser Arbeit beschrieben - keine Vollldngentranskripte/cDNS

amplifiziert wurden, sondern lediglich DNS-Teilfragmente.
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Gespleifites Lokalisation Kloniert aus (Auswahl) Vollléingen-

c¢DNS

Exon

1A/ 1B N-Terminus Mausherz adult / neonatal (1A und 1B) (diese Arbeit) | Ja/Nein

Menschliches Herz adult / fetal (1A und 1B) (147) Nein
Menschliches Hirn adult / fetal (1B) (147) Nein
8A /8B IS5 Mausherz adult (8A und 8B) / neonatal (8A) (diese | Ja/Nein
Arbeit)
Nein
Menschliches Herz adult / fetal (1A und 1B) (147) Nei
ein
Menschliches Hirn adult / fetal (1A und 1B) (147)
9A L1-Schleife Mausherz adult (RGAPA) (diese Arbeit) Ja
Glatte Muskulatur (Zelllinie A7Rs, Ratte) (10) -->
beginnt RGTPA: T hier Phosphorylierungssubstrat )
fir Proteinkinase A; in Maus durch A ersetzt | Nein
(RGAPA);
Kaninchenlunge (RGTPA) (8) Nein
Maushirn (RGAPA) (93) Nein
Menschliches adultes Herz (RGTPA) (147) Nein
17* L2-Schleife Mausherz adult/neonatal (diese Arbeit) Ja / Nein
17* kloniert aus Rattenhirn durch Snutch et al. (139)
und Maushirn (Ma et al. (93))

21/22 Ubergang  I1IS1 | Mausherz adult (21 und 22) / neonatal (22) (diese | Ja/Nein
zu I1IS2 und IIIS2 | Arbeit) )
selbst Nein

Menschliches Herz adult (21 und 22) / fetal (21) )
(147) Nein
Menschliches Hirn adult (22) / fetal (21 und 22)

(147)

31/32 Ubergang IVS2 | Mausherz adult (31 und 32) / neonatal (32) (diese | Ja/Nein
zu IVS3 und | Arbeit) )
IVS3 selbst Nein

Menschliches Herz adult / fetal (31 und 32) (147)
Nein
Menschliches Hirn adult / fetal (31 und 32) (147)

33/33% Ubergang  IVS3 | 33* bisher in Literatur nicht beschrieben Ja /Nein

zu IVS4

Mausherz adult / neonatal (33 und 33*) (diese Arbeit)

Tabelle 28: Ubersicht iiber ,,Fundorte* der SpleiBvarianten in verschiedenen Spezies

Die Auswertung der in dieser Arbeit beschriebenen cDNS-Bibliotheken sowie Literaturre-

cherche lasst vermuten, dass die meisten Spleivarianten in mehreren Geweben gewebe- und

entwicklungsspezifisch in unterschiedlichem Ausmall exprimiert werden. Im Folgenden (Ta-

belle 29) ist die Exonfolge der in dieser Arbeit aus Herz von Maus klonierten CaVa,1.2 cDNS
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nocheinmal zusammengefasst. Im Vergleich dazu die Exonfolge der in GenBank hinterlegten

CaVa,1.2 cDNS-Sequenzen (GenBank AY 728090, BC138031, NM 009781, AB259049) von

Maus, die jeweils aus cDNS-Fragmenten zusammengesetzt wurden (Tabelle 30).

Abfolge der Exons
CaVl.2a IA-2-3-4-5-6-7-8A-9-10—-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20 -
Klon 2 21-23-24-25-26-27-28-29-30-32-33-34-35-36-37-38-39-40-41-
42 —43 -44 -46—-47-48-49-50
CaVl.2a 1A—-2-3-4-5-6-7-8A-9-9A-10-11-12-13-14-15-16-17-18—-19-20
Klon 7 —21-23-24-25-26—-27-28-29-30-31-33-34-35-36-37-38-39-40-41
—42-43-44-46—-47—-48—-49-50
CaVl.2a IA-2-3-4-5-6-7-8A-9-10-11-12-13-14-15-16—-17-18-19 20 —
21-23-24-25-26-27-28-29-30-31-33-34-35-36-37-38-39-40-41-
Klon 15
42 —43 -44 - 46 —-47-48-49-50
CaV1.2b IB-2-3-4-5-6-7-8B-9-9A-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20
Klon 4 —21-23-24-25-26-27-28-29-30-31-34-35-36-37-38 - 39-40-41 -
42 —43-44-46—-47-48—-49-50
CaV1.2b IB-2-3-4-5-6-7-8B-9-9A-10-11-12-13-14-15-16—-17*-18-19-20
—21-23-24-25-26-27-28-29-30-31-34-35-36-37-38-39-40-41-
Klon 26
42 —43 -44-46—-47-48-49-50
CaVl1.2b IB-2-3-4-5-6-7-8B-9-9A-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20
—22-23-24-25-26-27-28-29-30-32-33*-34-35-36-37-38-39-40-41
Klon 29

424344 4647 — 48 -49 - 50

Tabelle 29: Komplette Exonfolge der mittels Erststrangamplifikation erhaltenen Klone (in Ergdnzung

zu Tabelle 25)

Man erkennt aus Tabelle 30, dass je zwei Klone den durch Exon 1A (CaVa,1.2a) bzw. 1B

(CaVa,1.2b) kodierten N-Terminus enthalten; allerdings besitzen alle Klone Exon 8A - also

auch die Klone, die Exon 1B enthalten - , welches nach den Ergebnissen dieser Arbeit mit

Exon 1A gekoppelt ist, wihrend Exon 1B mit Exon 8B korreliert. Zieht man bei der Beurtei-

lung den Gewebetyp mit ein, dem der Klon entstammt, zeigt sich die typische vorwiegende

Expression des Exon 1A in Herzgewebe, wihrend Exon 1B in Hirngewebe dominiert. Keiner

der Klone besitzt das Exon 9*, Exon 17* oder 33*. In allen Klonen ist Exon 22 - und nicht

Exon 21 - sowie Exon 33 enthalten. Die CaVa,1.2-Klone beinhalten Exon 31 und nicht Exon

32, wihrend die CaVa,;1.2b-Klone Exon 32 und nicht Exon 31 besitzen.
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Abfolge der Exons

AY728090: IB-2-3-4-5-6-7-8A-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-22-23
Mus musculus | -24-25-26-27-28-29-30-32-33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-44

neuronal CaVv1.2 Z46 - 47 - 48 - 49 - 50
(Gewebetyp : Hirn)

BC138031: IB-2-3-4-5-6-7-8A-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-22-23
Mus musculus | -24-25-26-27-28-29-30-32-33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-44

calcium channel “46 - 47 - 48 - 49 - 50
(Gewebetyp: Hirn)

NM_009781: 1A-2-3-4-5-6-7-8A-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-22-23
Mus musculus | -24-25-26-27-28-29-30-31-33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-44

calcium channel Z46 - 47 - 48 - 49 - 50

(Gewebetyp nicht
niher genannt)

AB259049: 1A-2-3-4-5-6-7-8A-9-10-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-22-23
Mus musculus | -24-25-26-27-28-29-30-31-33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-44

CaVl.2-a -46 -47-48-49-50
(Gewebetyp : Herz)

Tabelle 30: publizierte Exonfolge der aus DNS-Teilfragmenten zusammengesetzten CaVa,1.2-

Untereinheiten

Zusammenfassend wurde die Exonfolge der zusammengefiigten Klone in keinem der mittels
Erststrangamplifikation erhaltenen Klone wiedergefunden. So zeigen die Klone AY 728090
und BC138031 eine Kombination von Exon 1B und Exon 8A, wihrend die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass Exon 1B stets mit Exon 8B gekoppelt auftritt. Die Klone NM_009781 und
AB259049 gleichen weitgehend CaVa,1.2a-Klon 15, jedoch enthilt dieser - wie alle in dieser
Arbeit analysierten CaVa,1.2a-Klone - Exon 21 und nicht Exon 22. Da insgesamt nur sechs
der mittels Erststrangamplifikation erhaltenen Klone durchsequenziert wurden, ist nicht auszu-
schlieflen, dass zumindest teilweise die durch Zusammenfiigen von Teilfragmenten erhaltenen
Exonfolgen auch physiologischerweise vorkommen. Zudem muss beriicksichtigt werden, dass
in dieser Arbeit die Identifikation einer herzspezifischen Exonfolge von Interesse war, wih-
rend dies in den Arbeiten, fiir welche oben genannte Klone hergestellt wurden, nicht der Fall
war und auch nicht ausschlieBlich Herzgewebe zur Gewinnung der fiir die Klonierung beno-

tigten mRNS verwendet wurde.
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Exon 1A / 1B
CaVv1l.2b-Klon26 -——-MVNENTRMYVPEENHQ---— === === === — - GSNYGSPRPAHANM 30
CaVv1l.2b-Klon29 ———-MVNENTRMYVPEENHQ---—-—=—= === e —— GSNYGSPRPAHANM 30
AY728090 —-——-MVNENTRMYVPEENHQ---—== === === = e~ GSNYGSPRPAHANM 30
CaVvl.2a-Klonl5 MIRAFVQPSTPPYQPLSSHSSEETERKFKGKVVHEAQLNCFY ISPGGSNYGSPRPAHANM 60
AB259049 MIRAFVQPSTPPYQPLSSHSSEETERKFKGKVVHEAQLNCFY ISPGGSNYGSPRPAHANM 60
: * : ~ * * * ~ * ~ E o
CaVl.2b-Klon26 NANAAAGLAPEH I PTPGAALSWQAAIDAARQAKLMGSAGNAT ISTVSSTQRKRQQYGKPK 90
CaVl.2b-Klon29 NANAAAGLAPEH I PTPGAALSWQAAIDAARQAKLMGSAGNAT ISTVSSTQRKRQQYGKPK 90
AY728090 NANAAAGLAPEH I PTPGAALSWQAAIDAARQAKLMGSAGNAT ISTVSSTQRKRQQYGKPK 90
CaVvl.2a-Klonl5 NANAAAGLAPEH IPTPGAALSWQAAIDAARQAKLMGSAGNAT ISTVSSTQRKRQQYGKPK 120
AB259049 NANAAAGLAPEH IPTPGAALSWQAAIDAARQAKLMGSAGNAT ISTVSSTQRKRQQYGKPK 120
CaVv1l.2b-Klon26 KQGGTTATRPPRALLCLTLKNPIRRACISIVEWKPFEI I ILLTIFANCVALAIYIPFPED 150
CaVvl.2b-Klon29 KQGGTTATRPPRALLCLTLKNPIRRACISIVEWKPFEI I ILLTIFANCVALAIYIPFPED 150
AY728090 KQGGTTATRPPRALLCLTLKNPIRRACISIVEWKPFEI I ILLTIFANCVALAIYIPFPED 150
CaVl.2a-Klonl5 KQGGTTATRPPRALLCLTLKNPIRRACISIVEWKPFEI I ILLTIFANCVALAIYIPFPED 180
AB259049 KQGGTTATRPPRALLCLTLKNPIRRACISIVEWKPFEI I ILLTIFANCVALAIYIPFPED 180
CaVv1l.2b-Klon26 DSNATNSNLERVEYLFLIIFTVEAFLKVIAYGLLFHPNAYLRNGWNLLDFIIVVVGLFSA 210
CaV1l.2b-Klon29 DSNATNSNLERVEYLFLIIFTVEAFLKVIAYGLLFHPNAYLRNGWNLLDFIIVVVGLFSA 210
AY728090 DSNATNSNLERVEYLFLIIFTVEAFLKVIAYGLLFHPNAYLRNGWNLLDFIIVVVGLFSA 210
CaVl.2a-Klonl5 DSNATNSNLERVEYLFLIIFTVEAFLKVIAYGLLFHPNAYLRNGWNLLDFI1VVVGLFSA 240
AB259049 DSNATNSNLERVEYLFLIIFTVEAFLKVIAYGLLFHPNAYLRNGWNLLDFIIVVVGLFSA 240
CaVvl.2b-Klon26 1LEQATKADGANALGGKGAGFDVKALRAFRVLRPLRLVSGVPSLQVVLNSIIKAMVPLLH 270
CaVvl.2b-Klon29 I LEQATKADGANALGGKGAGFDVKALRAFRVLRPLRLVSGVPSLQVVLNSITIKAMVPLLH 270
AY728090 I1LEQATKADGANALGGKGAGFDVKALRAFRVLRPLRLVSGVPSLQVVLNSIIKAMVPLLH 270
CaVvl.2a-Klonl5 I1LEQATKADGANALGGKGAGFDVKALRAFRVLRPLRLVSGVPSLQVVLNS I IKAMVPLLH 300
AB259049 1LEQATKADGANALGGKGAGFDVKALRAFRVLRPLRLVSGVPSLQVVLNSITIKAMVPLLH 300
CaV1l.2b-Klon26 TALLVLFVITIYATIGLELFMGKMHKTCYNQEG I IDVPAEEDPSPCALETGHGRQCQONGT 330
CaVvl.2b-Klon29 TALLVLFVITIYAL IGLELFMGKMHKTCYNQEG I IDVPAEEDPSPCALETGHGRQCQNGT 330
AY728090 TALLVLFVITIYAL IGLELFMGKMHKTCYNQEG I IDVPAEEDPSPCALETGHGRQCQNGT 330
CaVvl.2a-Klonl5 TALLVLFVITIYAL IGLELFMGKMHKTCYNQEG I IDVPAEEDPSPCALETGHGRQCQNGT 360
AB259049 TALLVLFVITIYATIGLELFMGKMHKTCYNQEG I IDVPAEEDPSPCALETGHGRQCQNGT 360
Exon 8A / 8B
CaV1l.2b-Klon26 VCKPGWDGPKHG I TNFDNFAFAMLTVFQC I TMEGWTDVLYWVNDAVGRDWPWIYFVTLIT 390
CaVl.2b-Klon29 VCKPGWDGPKHG I TNFDNFAFAMLTVFQC I TMEGWTDVLYWVNDAVGRDWPWIYFVTLIT 390
AY728090 VCKPGWDGPKHG I TNFDNFAFAMLTVFQC I TMEGWTDVLYWMQDAMGYELPWVYFVSLVI 390
CaVl.2a-Klonl5 VCKPGWDGPKHG I TNFDNFAFAMLTVFQC I TMEGWTDVLYWMQDAMGYELPWVYFVSLVI 420
AB259049 VCKPGWDGPKHG I TNFDNFAFAMLTVFQC I TMEGWTDVLYWMQDAMGYELPWVYFVSLVI 420
CaV1l.2b-Klon26 IGSFFVLNLVLGVLSGEFSKEREKAKARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPE 450
CaVvl.2b-Klon29 IGSFFVLNLVLGVLSGEFSKEREKAKARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPE 450
AY728090 FGSFFVLNLVLGVLSGEFSKEREKAKARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPE 450
CaVvl.2a-Klonl5 FGSFFVLNLVLGVLSGEFSKEREKAKARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPE 480
AB259049 FGSFFVLNLVLGVLSGEFSKEREKAKARGDFQKLREKQQLEEDLKGYLDWITQAEDIDPE 480
Exon 9A
CaVvl.2b-Klon26 NEDEGMDEDKPRNRGAPAGLHDQKKGKFAWFSHSTETHMSMPTSETESVNTENVAGGDIE 510
CaVv1l.2b-Klon29 NEDEGMDEDKPRNRGAPAGLHDQKKGKFAWFSHSTETHMSMPTSETESVNTENVAGGDIE 510
AY728090 NEDEGMDEDKPRN==—== === === e~ MSMPTSETESVNTENVAGGDIE 485
CaVvl.2a-Klonl5 NEDEGMDEDKPRN====—=—————— e~ MSMPTSETESVNTENVAGGDIE 515
AB259049 NEDEGMDEDKPRN== === === — e e e e MSMPTSETESVNTENVAGGDIE 515
R R

CaVl.2b-Klon26 GENCGARLAHR I SKSKFSRYWRRWNRFCRRKCRAAVKSNVFYWLV IFLVFLNTLTIASEH 569
CaVl.2b-Klon29 GENCGARLAHR I SKSKFSRYWRRWNRFCRRKCRAAVKSNVFYWLVIFLVFLNTLTIASEH 569
AY728090 GENCGARLAHR I SKSKFSRYWRRWNRFCRRKCRAAVKSNVFYWLVIFLVFLNTLTIASEH 545
CaVvl.2a-Klonl5 GENCGARLAHR I SKSKFSRYWRRWNRFCRRKCRAAVKSNVFYWLVIFLVFLNTLTIASEH 574
AB259049 GENCGARLAHR I SKSKFSRYWRRWNRFCRRKCRAAVKSNVFYWLV IFLVFLNTLTIASEH 575
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CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaV1l.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaV1l.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaV1l.2b-Klon26
CaVv1l.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaV1l.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

YNQPHWLTEVQDTANKALLALFTAEMLLKMYSLGLQAYFVSLFNRFDCFIVCGGILETIL
YNQPHWLTEVQDTANKALLALFTAEMLLKMYSLGLQAYFVSLFNRFDCFIVCGGILETIL
YNQPHWLTEVQDTANKALLALFTAEMLLKMYSLGLQAYFVSLFNRFDCFIVCGGILETIL
YNQPHWLTEVQDTANKALLALFTAEMLLKMYSLGLQAYFVSLFNRFDCFIVCGGILETIL
YNQPHWLTEVQDTANKALLALFTAEMLLKMYSLGLQAYFVSLFNRFDCFIVCGGILETIL

VETKIMSPLGISVLRCVRLLRIFKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIASLLLLLFLFITIF
VETKIMSPLGISVLRCVRLLRIFKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIASLLLLLFLFITIF
VETKIMSPLGISVLRCVRLLRIFKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIASLLLLLFLFITIF
VETKIMSPLGISVLRCVRLLRIFKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIASLLLLLFLFITIF
VETKIMSPLGISVLRCVRLLRIFKITRYWNSLSNLVASLLNSVRSIASLLLLLFLFITIF

SLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDG IMAYGGPSFP
SLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDG IMAYGGPSFP
SLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDG IMAYGGPSFP
SLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDG IMAYGGPSFP
SLLGMQLFGGKFNFDEMQTRRSTFDNFPQSLLTVFQILTGEDWNSVMYDG IMAYGGPSFP

629
629
605
634
635

689
689
665
694
695

749
749
725
754
755

Exon 17*

GMLVCIYFIILFICGNYILLNVFLAIAVDNLADAESLTSAQKEEEEEKERKKLARPARTA
GMLVCIYFIILFICGNY ILLNVFLATAVDNLADAESLTSAQKEEEEEKERKKLAR---TA
GMLVCIYFIILFICGNY ILLNVFLATAVDNLADAESL TSAQKEEEEEKERKKLAR---TA
GMLVCIYFIILFICGNY ILLNVFLAIAVDNLADAESLTSAQKEEEEEKERKKLAR---TA
GMLVCIYFIILFICGNYILLNVFLAIAVDNLADAESLTSAQKEEEEEKERKKLAR---TA

*xk

SPEKKQEVMEKPAVEESKEEK IELKS I TADGESPPTTKINMDDLQPSENEDKSPHSNPDT
SPEKKQEVMEKPAVEESKEEK IELKS I TADGESPPTTKINMDDLQPSENEDKSPHSNPDT
SPEKKQEVMEKPAVEESKEEKIELKS I TADGESPPTTK INMDDLQPSENEDKSPHSNPDT
SPEKKQEVMEKPAVEESKEEKIELKS I TADGESPPTTKINMDDLQPSENEDKSPHSNPDT
SPEKKQEVMEKPAVEESKEEK IELKS I TADGESPPTTK INMDDLQPSENEDKSPHSNPDT

AGEEDEEEPEMPVGPRPRPLSELHLKEKAVPMPEASAFFIFSPNNRFRLQCHRIVNDTIF
AGEEDEEEPEMPVGPRPRPLSELHLKEKAVPMPEASAFF IFSPNNRFRLQCHRIVNDTIF
AGEEDEEEPEMPVGPRPRPLSELHLKEKAVPMPEASAFF IFSPNNRFRLQCHRIVNDTIF
AGEEDEEEPEMPVGPRPRPLSELHLKEKAVPMPEASAFF IFSPNNRFRLQCHRIVNDTIF
AGEEDEEEPEMPVGPRPRPLSELHLKEKAVPMPEASAFF I FSPNNRFRLQCHRIVNDTIF

Exon 31 / 32

TNLILFFILLSSISLAAEDPVQHTSFRNHILFYFDIVFTTIFTIEIALKMTAYGAFLHKG
TNLILFFILLSSISLAAEDPVQHTSFRNHILGNADYVFTSIFTLEIILKMTAYGAFLHKG
TNLILFFILLSSISLAAEDPVQHTSFRNHILGNADYVFTSIFTLEI ILKMTAYGAFLHKG
TNLILFFILLSSISLAAEDPVQHTSFRNHILFYFDIVFTTIFTIEIALKMTAYGAFLHKG
TNLILFFILLSSISLAAEDPVQHTSFRNHILGNADYVFTSIFTLEIILKMTAYGAFLHKG

* Kkk - kkk - kh Ak hRkkh kA AA Ak

SFCRNYFNILDLLVVSVSLISFGIQSSAINVVKILRVLRVLRPLRAINRAKGLKHVVQCV
SFCRNYFENILDLLVVSVSLISFGIQSSAINVVKILRVLRVLRPLRAINRAKGLKHVVQCV
SFCRNYFNILDLLVVSVSLISFGIQSSAINVVKILRVLRVLRPLRAINRAKGLKHVVQCV
SFCRNYFNILDLLVVSVSLISFGIQSSAINVVKILRVLRVLRPLRAINRAKGLKHVVQCV
SFCRNYFNILDLLVVSVSLISFGIQSSAINVVKILRVLRVLRPLRAINRAKGLKHVVQCV

FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQTEAECKGNY ITYKDGEVD
FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQTEAECKGNY ITYKDGEVD
FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQTEAECKGNY ITYKDGEVD
FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQTEAECKGNY ITYKDGEVD
FVAIRTIGNIVIVTTLLQFMFACIGVQLFKGKLYTCSDSSKQTEAECKGNY ITYKDGEVD

HP 1 1QPRSWENSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRS IDSHTEDKGP I'YNYRVEI
HP 1 1QPRSWENSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGP I'YNYRVEI
HP I 1QPRSWENSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRS IDSHTEDKGP IYNYRVEI
HP I IQPRSWENSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRSIDSHTEDKGP 1'YNYRVEI
HP 1 1QPRSWENSKFDFDNVLAAMMALFTVSTFEGWPELLYRS IDSHTEDKGP I'YNYRVEI

809
806
782
811
812

869
866
842
871
872

929
926
902
931
932

989
986
962
991
992

1049
1046
1022
1051
1052

1109
1106
1082
1111
1112

1169
1166
1142
1171
1172
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CaVl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
Cavl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVvl.2b-Klon26
CaVl.2b-Klon29
AY728090
CaVl.2a-Klonl5
AB259049

CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29
AY728090
CaVvl.2a-Klonl5
AB259049

SIFFLIYIITIAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYKNCELDKNQRQCVEYALKARPLRRY
SIFFITYTITTAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYKNCELDKNQRQCVEYALKARPLRRY
SIFFLIYTTTTAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYKNCELDKNQRQCVEYALKARPLRRY
SIFFLIYTTTTAFFMMNIFVGFV IVTFQEQGEQEYKNCELDKNQRQCVEYALKARPLRRY
SIFFIIYTITTIAFFMMNIFVGFVIVTFQEQGEQEYKNCELDKNQRQCVEYALKARPLRRY

IPKNQHQYKVWYVVNSTYFEYLMFVLILLNT ICLAMQHYGQSCLFKIAMNILNMLFTGLF
IPKNQHQYKVWYVVNSTYFEYLMFVLILLNT ICLAMQHYGQSCLFKIAMNILNMLFTGLF
IPKNQHQYKVWYVVNSTYFEYLMFVLILLNT ICLAMQHYGQSCLFKITAMNILNMLFTGLF
ITPKNQHQYKVWYVVNSTYFEYLMFVLILLNT ICLAMQHYGQSCLFKITAMNILNMLFTGLF
IPKNQHQYKVWYVVNSTYFEYLMFVLILLNT ICLAMQHYGQSCLFKIAMNILNMLFTGLF

Exon 33 / 33*

TVEMILKLIAFKPKGYFSDPWNVFDFLIVIGSIIDVILSETN--——————=——————————
TVEMILKLIAFKPKHYFCDAWNTFDAL IVVGSIVDIAITEVHPAEHTQCSPSMVRTTLQT
TVEMILKL IAFKPKHYFCDAWNTFDAL IVVGSIVDIAITEVHPAEHTQCSP--———————
TVEMILKLIAFKPKGYFSDPWNVFDFLIVIGSIIDVILSETNPAEHTQCSP——-—=———-
TVEMILKL IAFKPKGYFSDPWNVFDFLIVIGSIIDVILSETNPAEHTQCSP-——————--

Khkhkhkhhkhdkhkhhkh hk h hk Kk kAhk-kkk-k- - -k -

___________________________________________________ SAEENSRIS
TFPASVAPPLATHVLSTLISRALGTQPSSHCMWPPCPLCALTACAHVSCARSAEENSRIS
_________________________________________________ SMSAEENSRIS
_________________________________________________ SMSAEENSRIS
_________________________________________________ SMSAEENSRIS

FhkKkkhk Ak ok

I TFFRLFRVMRLVKLLSRGEG IRTLLWTFIKSFQALPYVALL IVMLFFIYAVIGMQVFGK
ITFFRLFRVMRLVKLLSRGEGIRTLLWTFIKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGK
I TFFRLFRVMRLVKLLSRGEGIRTLLWTFIKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGK
ITFFRLFRVMRLVKLLSRGEGIRTLLWTFIKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGK
ITFFRLFRVMRLVKLLSRGEGIRTLLWTFIKSFQALPYVALLIVMLFFIYAVIGMQVFGK

TALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQD IMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGE
TALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQD IMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGE
ITALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQD IMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGE
IALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQD IMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGE
TALNDTTEINRNNNFQTFPQAVLLLFRCATGEAWQD IMLACMPGKKCAPESEPSNSTEGE

TPCGSSFAVFYFISFYMLCAFLI INLFVAVIMDNFDYLTRDWS ILGPHHLDEFKR IWAEY
TPCGSSFAVFYFISFYMLCAFL I INLFVAVIMDNFDYLTRDWS I LGPHHLDEFKR IWAEY
TPCGSSFAVFYFISFYMLCAFL I INLFVAVIMDNFDYLTRDWS I LGPHHLDEFKR IWAEY
TPCGSSFAVFYFISFYMLCAFLI INLFVAVIMDNFDYLTRDWSILGPHHLDEFKR IWAEY
TPCGSSFAVFYFISFYMLCAFL I INLFVAVIMDNFDYLTRDWSILGPHHLDEFKR IWAEY

DPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKLCPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFNATLFA
DPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKLCPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFNATLFA
DPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKLCPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFNATLFA
DPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKLCPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFNATLFA
DPEAKGRIKHLDVVTLLRRIQPPLGFGKLCPHRVACKRLVSMNMPLNSDGTVMFENATLFA

LVRTALRIKTEGNLEQANEELRAI IKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKFYATFLI
LVRTALRIKTEGNLEQANEELRAT IKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKFYATFLI
LVRTALRIKTEGNLEQANEELRAT IKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKFYATFLI
LVRTALRIKTEGNLEQANEELRAT IKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKFYATFLI
LVRTALRIKTEGNLEQANEELRAT IKKIWKRTSMKLLDQVVPPAGDDEVTVGKFYATFLI

QEYFRKFKKRKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHD IGPEIRRAISGDLTAEEELDKAMK
QEYFRKFKKRKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHD IGPEIRRAISGDLTAEEELDKAMK
QEYFRKFKKRKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHD IGPEIRRAISGDLTAEEELDKAMK
QEYFRKFKKRKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHDIGPEIRRAISGDLTAEEELDKAMK
QEYFRKFKKRKEQGLVGKPSQRNALSLQAGLRTLHD IGPEIRRAISGDLTAEEELDKAMK

1229
1226
1202
1231
1232

1289
1286
1262
1291
1292

1331
1346
1313
1342
1343

1340
1406
1324
1353
1354

1400
1466
1384
1413
1414

1460
1526
1444
1473
1474

1520
1586
1504
1533
1534

1580
1646
1564
1593
1594

1640
1706
1624
1653
1654

1700
1766
1684
1713
1714
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Cavi.2b-Klon26 EAVSAASEDD I FRRAGGLFGNHVTYYQSDSRGNFPQTFATQRPLH INKTGNNQADTESPS 1760
CaVvl.2b-Klon29 EAVSAASEDD I FRRAGGLFGNHVTYYQSDSRGNFPQTFATQRPLHINKTGNNQADTESPS 1826
AY728090 EAVSAASEDD I FRRAGGLFGNHVTYYQSDSRGNFPQTFATQRPLH INKTGNNQADTESPS 1744
Cavi.2a-Kloni15 EAVSAASEDD I FRRAGGLFGNHVTYYQSDSRGNFPQTFATQRPLHINKTGNNQADTESPS 1773
AB259049 EAVSAASEDD I FRRAGGLFGNHVTYYQSDSRGNFPQTFATQRPLH INKTGNNQADTESPS 1774
caVvi.2b-Klon26 HEKLVDSTFTPSSYSSTGSNANINNANNTALGRFPHPAGYSSTVSTVEGHGPPLSPAVRV 1820
CaVvi.2b-Klon29 HEKLVDSTFTPSSYSSTGSNAN INNANNTALGRFPHPAGYSSTVSTVEGHGPPLSPAVRV 1886
AY728090 HEKLVDSTFTPSSYSSTGSNAN INNANNTALGRFPHPAGYSSTVSTVEGHGPPLSPAVRYV 1804
cavi.2a-Kloni15 HEKLVDSTFTPSSYSSTGSNAN INNANNTALGRFPHPAGYSSTVSTVEGHGPPLSPAVRYV 1833
AB259049 HEKLVDSTFTPSSYSSTGSNANINNANNTALGRFPHPAGYSSTVSTVEGHGPPLSPAVRY 1834
cavi.2b-Klon26 QEAAWKLSSKRCHSRESQGATVNQE I FPDETRSVRMSEEAEYCSEPSLLSTDMFSYQEDE 1880
CaVi.2b-Klon29 QEAAWKLSSKRCHSRESQGATVNQE | FPDETRSVRMSEEAEYCSEPSLLSTDMFSYQEDE 1946
AY728090 QEAAWKLSSKRCHSRESQGATVNQE I FPDETRSVRMSEEAEYCSEPSLLSTDMFSYQEDE 1864
cavi.2a-Kloni15 QEAAWKLSSKRCHSRESQGATVNQE | FPDETRSVRMSEEAEYCSEPSLLSTDMFSYQEDE 1893
AB259049 QEAAWKLSSKRCHSRESQGATVNQE I FPDETRSVRMSEEAEYCSEPSLLSTDMFSYQEDE 1894
Cavi.2b-Klon26 HRQLTCPEEDKRE I QPSPKRSFLRSASLGRRASFHLECLKRQKDQGGD I SQKTALPLHLY 1940
CaVvi.2b-Klon29 HRQLTCPEEDKRE I QPSPKRSFLRSASLGRRASFHLECLKRQKDQGGD I SQKTALPLHLY 2006
AY728090 HRQLTCPEEDKRE 1QPSPKRSFLRSASLGRRASFHLECLKRQKDQGGD I SQKTALPLHLY 1924
Cavi.2a-Klonil5 HRQLTCPEEDKRE I QPSPKRSFLRSASLGRRASFHLECLKRQKDQGGD I SQKTALPLHLY 1953
AB259049 HRQLTCPEEDKRE I QPSPKRSFLRSASLGRRASFHLECLKRQKDQGGD I SQKTALPLHLY 1954
CaVvi.2b-Klon26 HHQALAVAGLSPLLQRSHSPTTFPRPCPTPPVTPGSRGRPLRP IPTLRLEGAESSEKLNS 2000
cavi.2b-Klon29 HHQALAVAGLSPLLQRSHSPTTFPRPCPTPPVTPGSRGRPLRP IPTLRLEGAESSEKLNS 2066
AY728090 HHQALAVAGLSPLLQRSHSPTTFPRPCPTPPVTPGSRGRPLRP I PTLRLEGAESSEKLNS 1984
cavi.2a-Kloni15 HHQALAVAGLSPLLQRSHSPTTFPRPCPTPPVTPGSRGRPLRP I PTLRLEGAESSEKLNS 2013
AB259049 HHQALAVAGLSPLLQRSHSPTTFPRPCPTPPVTPGSRGRPLRP IPTLRLEGAESSEKLNS 2014
caVvi.2b-Klon26 SFPSIHCSSWSEETTACSGSSSMARRARPVSLTVPSQAGAPGRQFHGSASSLVEAVLISE 2060
CaVi.2b-Klon29 SFPSIHCSSWSEETTACSGSSSMARRARPVSLTVPSQAGAPGRQFHGSASSLVEAVLISE 2126
AY728090 SFPSIHCSSWSEETTACSGSSSMARRARPVSLTVPSQAGAPGRQFHGSASSLVEAVLISE 2044
cavi.2a-Klon15 SFPSIHCSSWSEETTACSGSSSMARRARPVSLTVPSQAGAPGRQFHGSASSLVEAVLISE 2073
AB259049 SFPSIHCSSWSEETTACSGSSSMARRARPVSLTVPSQAGAPGRQFHGSASSLVEAVLISE 2074
Cavi.2b-Klon26 GLGQFAQDPKF I EVTTQELADACDMT I EEMENAADN I LSGGAQQSPNGTLLPFVNCRDPG 2120
cavi.2b-Klon29 GLGQFAQDPKF I EVTTQELADACDMT I EEMENAADN I LSGGAQQSPNGTLLPFVNCRDPG 2186
AY728090 GLGQFAQDPKF I EVTTQELADACDMT I EEMENAADN I LSGGAQQSPNGTLLPFVNCRDPG 2104
Cavi.2a-Kloni15 GLGQFAQDPKF I EVTTQELADACDMT | EEMENAADN I LSGGAQQSPNGTLLPFVNCRDPG 2133
AB259049 GLGQFAQDPKF I EVTTQELADACDMT I EEMENAADN I LSGGAQQSPNGTLLPFVNCRDPG 2134

CaVl.2b-Klon26
CaVvl.2b-Klon29

QDRAJAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL 2155
QDRAVAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL 2221

AY728090 QDR PEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL 2139
CaVvl.2a-Klonl5 QDRAVAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL 2168
AB259049 QDRAVAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL 2169

Fhkk

Der einzige Sequenzunterschied zwischen Klon AY728090 (V, Valin) und den anderen Klonen (A, Alanin), der

nicht durch eine differierende Exonabfolge erkldrt werden kann, ist schwarz umrandet (siche auch Abbildung 44)

Abbildung 43: Alignment der aus Firststrand von Maus isolierten CaVa,; 1.2-cDNS dieser Arbeit mit

den in GenBank publizierten CaVa,1.2-cDNS-Sequenzen

Abbildung 44 verdeutlicht, dass sowohl die Aminosdure Valin als auch die Aminosédure Ala-

nin an Position 2126 in CaV1.2-Transkripten vorkommen und kein Klonierungsfehler - bei-



128 Ergebnisse

spielsweise durch die DNS-Polymerase bei der Vervielfiltigung des cDNS-Fragments - die

Ursache fiir den Unterschied in der Aminosduresequenz zwischen den Klonen ist.

AAA62612 murine erythroleukemia cardiac calcium channel, alpha 1C subunit

QDRAVVPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL

AAV59464 neuronal voltage-gated calcium channel alpha 1C subunit [Mus musculus]

QDRAVVPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL

NP_033911 voltage-dependent calcium channel splice variant 1.2-a [Mus musculus]

QDRAVAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL

EDK99601 calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1C subunit, isoform CRA_a [Mus

musculus]

QDRAVAPEDESCAYALGRGRSEEALADSRSYVSNL

Abbildung 44: unterschiedliche Aminosidurenzusammensetzung des Exon 50 mit Valin bzw. Alanin (in

Ergénzung zu Abbildung 43); alpha 1C und CaV1.2 werden hier synonym verwendet.

4.2.3 Screening der zufallsgeprimten P7-cDNS-Bibliothek auf
CaVail.2-Klone

Die zufallsgeprimte P7-cDNS-Bibliothek wurde mittels dreier Sonden auf die CaVa,l.2-
c¢DNS hin gescreent. Um moglichst alle Klone zu erfassen, waren die Sonden komplementér
zu der 5’-kodierenden cDNS, dem mittleren Teil der CaVa,1.2-cDNS und der 3’-kodierenden
c¢DNS. Die 5’-Sonde (610 bp) war komplementir zu einem Sequenzabschnitt 3’ von Exon 1
und 2 und umfasste einen Teil von Exon 3 sowie die Exons 4 bis 7, die mittlere Sonde (634
bp) Teile von Exon 24, die Exons 25 bis 28 sowie Teile von Exon 29 und die 3’-Sonde (1517
bp) Teile von Exon 42 sowie die Exons 43 bis 50.

Nach insgesamt 142 erhaltenen positiven Signalen beim ersten Screening wurden 38 Kolonien
isoliert, einem zweiten Screening unterzogen und 18 Klone fiir eine Analyse mittels Mini-Prep
ausgewdhlt. Die Klone mit den ldngsten cDNS-Fragmenten wurden weiter untersucht. Insge-
samt wurden elf ¢cDNS sequenziert; ein Volllingenklon wurde bei dieser Vorgehensweise

nicht erhalten; die lingsten der elf Klone umfassten 20 (Klon 57-1) bzw. 19 Exons
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(Klon 50-1), mit etwa 2400 bzw. 2000 Basenpaaren, die kiirzesten umfassten drei (Klon 59-2)
bzw. sechs Exons (Klon 37-1) mit ~ 600 bzw. 1000 Basenpaaren .

Bezeichung des Klons

Abfolge der Exons

Klon 30-1 IA-2-3-4-5-6-7-8A

Klon 36-2 1A-2-3-4-5-6-7

Klon 37-1 1A-2-3-4-5-6

Klon 59-2 1A -2 -3 (Exon 3 langer am 3’ Terminus ; evtl. nicht korrekt gespleif3t)

Klon 57-1 10-11-12-13-14-15-16%-17*-18—-19-20—-22-23 -24-25
-26-27-28-29 -30

Klon 50-1 17-18-19-20-22-23-24-25-26—-27-28-29-30-32-33 -
34-35-36-37

Klon 63-3 33%*-34-35-36—-37-38-39-40—-41-42-43-44

Klon 51-1 36-37-38-39-40-41-42-43-44

Klon 46-1 37-38-39-40-41-42-43-44

Klon 66-1 40—-41-42—-43-44-46—-47-48-49-50

Klon 55-1 40-41-42-43-44-46-47

Tabelle 31: Exonfolge der aus der zufallsgeprimtern P7-Bank erhaltenenen cDNS-CaVa,;1.2-Klone;

Exons, die Spleivorgéngen unterliegen, sind rot markiert, nicht eindeutig sequenzierte

Exons in orange.

1A/1B | 8A/8B | 9/9+ 16/16% | 17/17* | 21/22 | 31/32 | 33/33* | Exon
9A 45
Klon 30-1 | 1A 8A
Klon 36-2 | 1A
Klon 37-1 | 1A
Klon 59-2 | 1A
Klon 57-1 16* 17* 22
Klon 50-1 17 22 32 33
Klon 63-3 33
Klon 51-1
Klon 66-1 nein
Klon 55-1 nein

Tabelle 32: Vergleich der P7-CaVal1.2-Klone in Bezug auf spleifirelevante Exons

Die in der amplifizierten Volllingen-cDNS vorhandenen Exons 1B, 21 und 31 (Tabelle 25)

fanden sich in den P7-cDNS-Klonen nicht wieder. Exon 1A wurde in allen Klonen, die die N-

terminale Sequenz beinhalteten, identifiziert, im Fall von Klon 30-1, der ein DNS-Fragment

ausreichender Lénge enthielt, das beide Exons umfasste, gekoppelt mit Exon 8A (sieche Tabel-

le 32). Weiterhin fanden sich ausschlieBlich Exon 22 bzw. 32; keiner der analysierten Klone

besal} die entsprechende Sequenz fiir Exon 21 bzw. 31. Die beiden Klone, die den Sequenzab-
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schnitt um Exon 33 enthielten, kodierten entweder fiir Exon 33 oder 33*; eine Sequenz ohne
Exon 33 wurde nicht identifiziert. Bei einem Klon, Klon 57-1, fand sich ein ldngeres Exon
16*, durch welches ein Stopkodon in der Nukleotidsequenz entsteht, wodurch eine verkiirzte
CaVa, 1.2-Untereinheit kodiert werden konnte (Tabelle 33), wie sie von Fan et al. (46) in der
CaVa,1.2 ¢cDNS von Herz von Ratte und von Yang et al. (170) in Herz von Mensch bereits

beschrieben ist. Darauf wird in 5.5.2.1 néher eingegangen.

Exon | AS-Sequenz Unterschied zum ,,herkommlichen* Exon

16* YTNRYPTECVLGHCGGQPG* Das Exon 16 ist um zehn Nukleotide verldngert (ctttaagagtg-
gACACAAACAG), was zu einer Leserasterverschiebung und
zum Translationsstop in Exon 16* durch das Codon TGA
fithrt.

Tabelle 33: AS-Sequenz des Exon 16*

Exon 16* beginnt zehn Nukleotide (ACACAAACAG) 5’ vor Beginn der reguldren Sequenz
des Exon 16. Ein Thymin von Exon 15 ist Teil des Triplets, das die erste Aminoséure Tyrosin
(Y) von Exon 16 kodiert; nach weiteren 18 Basentriplets entsteht ein Stopkodon; dies bedingt
bei Expression dieser Exons ein trunkiertes Protein. Die 3’-Intron-Sequenz 5’ von Exon 16*
lautet ,,ctttaagagtge® und besitzt somit nicht die typische 3’-Spleifisequenz ag, weshalb nicht
ausgeschlossen werden kann, dass Klon 57-1 einen in dieser Form nicht exprimierten Se-
quenzabschnitt beinhaltet. Allerdings sprechen die oben genannten Befunde aus Ratte (46) und

Mensch (170) dafiir, dass eine solche Spleivariante tatsdchlich existiert.

Teil 3

4.3 Fluoreszenzexperimente

Um Vorginge des CaVp-Untereinheit-getriggerten Membrantransports der CaVa,;1.2-
Untereinheit in vivo untersuchen zu konnen, wurden die CaVa;1.2- und die CaVp2-
Untereinheit jeweils mit einem Fluoreszenzprotein fusioniert, um diese Untereinheiten in der
Zelle sichtbar zu machen. Der Vorteil dieser Vorgehensweise liegt darin, dass die Untereinhei-
ten aufgrund des fusionierten Fluoreszenzproteins in lebenden Zellen sichtbar sind. Andere
Methoden zum Nachweis - beispielsweise mit Antikorpern - kdnnen zu Artefakten fiihren, sei
es aufgrund von Unzugénglichkeit des Epitops oder der unspezifischen Bindung an Proteine,

die mit der CaVa,1.2- oder der CaVB2-Untereinheit nichts zu tun haben.
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4.3.1 Klonierung von fluoreszenzmarkierten CaVa;1.2- und CaVp2-

Untereinheiten

Um spéter bei Beobachtungen in der lebenden Zelle die CaVa;1.2- von der CaVp2-
Untereinheit differenzieren zu kdnnen, wurde die CaVf2- mit einem roten Fluoreszenzprotein,
dem monomeren rot-fluoreszierenden Protein (mRFP) (20) und die CaVa,1.2-Untereinheit mit
einem griin fluoreszierenden pH-sensitiven Protein, dem superekliptischen bzw. ratiomeri-

schen griin fluoreszierenden Protein, s- bzw. r-pHluorin (102, 3), fusioniert.

Das mRFP hat den Vorteil, im Gegensatz zu vielen anderen Fluoreszenzproteinen keine Dime-
re zu bilden, welche die regelhafte funktionelle Expression der CaVp2-Untereinheit und ihre
Interaktion mit der CaVa,1.2-Untereinheit behindern konnten. Von den pH-sensitiven Fluo-
reszenzproteinen wurde erhofft, anhand der pH-abhéngigen Fluoreszenz auf die Zellkompar-
timent-Lokalisation der CaVa,;1.2-Untereinheit in der Zelle schlieBen zu konnen. Das s-
pHluorin ergibt das stérkste Signal im neutralen bis basischen Milieu und erfahrt eine kontinu-
ierliche Signalabschwichung bei Abfall des pH-Wertes, bis das Signal bei einem pH-Wert von
sechs erlischt. Im Gegensatz dazu absorbiert das r-pHluorin wie Fura-2 (152) auf zwei ver-
schiedenen Wellenlédngen Licht, wobei mit fallendem pH-Wert die Absorption des Lichts der
einen Wellenldnge zu- und der anderen abnimmt. Da das Intra- bzw. Extrazelluldrmilieu sowie
die verschiedenen Zellkompartimente innerhalb der Zelle unterschiedliche pH-Werte besitzen,
wurden Anderungen der Signalstirke der Fluoreszenzproteine erwartet, die einen Aufschluss
tiber die Lokalisation und den Transportweg der CaVa,1.2-Untereinheit zur Membran mit und

ohne Einfluss der CaV2 geben sollten.

Man erkennt aus Abbildung 45, dass die CaVa,1.2-Untereinheit auf ihrem Weg zur Membran
verschiedene Zellkompartimente durchwandert, beginnend im endoplasmatischen Retikulum
(ER), pH 7.2, iiber den Golgi-Apparat, pH 6.4, und die Transportvesikel, pH 5.4, bis hin zur
Plasmamembran, wo die pHluorin-markierte Extrazelluldrschleife (siche 4.6.1.1) im Extrazel-
luldrmilieu, pH 7.4, zu liegen kommt. Der pH-Wert des ER ist noch im neutralen Bereich,
wihrend er im Golgi-Apparat und Transportvesikeln doch deutlich im sauren Bereich liegt.
Erst bei Einbau in die Plasmamembran steigt der pH-Wert wieder an auf pH 7.4. Somit sollte
sich fiir das s-pHluorin ein starkes Signal der CaVa,1.2-Untereinheit im ER zeigen, wohinge-
gen dieses im Golgi-Apparat nur noch sehr schwach und in den Transportvesikeln nicht mehr
detektierbar ist. Erst mit dem Einbau in die Plasmamembran ergébe sich erneut ein starkes
CaVa,1.2-Signal. Fiir das r-pHluorin erfolgt eine Messung der Fluoreszenzintensitét auf zwei

Wellenldngen.
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Abbildung 45: Transportweg der CaVa, 1.2-Untereinheit zur Plasmamembran (grau unterlegte Kompar-
timente) und der den Zellkompartimenten zugehorigen pH-Werte modifiziert nach Grabe et al. (56)

Mit einem Lichtmikroskop sind solche feinen Beobachtungen zwar prinzipiell moglich, jedoch
ist die Aufldsung begrenzt. Eine Moglichkeit, diese Vorgénge besser darzustellen, ist die Kon-
fokalmikroskopie, mit der das Bild in einer Ebene fokussiert werden kann und somit genauere
in vivo-Studien dieses Transportweges durchgefiihrt werden konnen. Diese soll fiir die geplan-

ten Betrachtungen zum Zuge kommen.

4.3.1.1 Klonierungsstrategie zur Fusion der Fluoreszenzproteine mit den

Untereinheiten

Da sich die Sequenzunterschiede der CaVp2-Varianten jeweils im Bereich des N-Terminus
zeigen, wurde das mRFP mit dem C-Terminus fusioniert, um die vermutete spezifische Funk-
tion der N-termini so wenig wie moglich zu beeinflussen. Takahashi et al. (146) fusionierten
im Rahmen ihrer Publikation von 2003 ein griin fluoreszierendes Protein C-terminal der
CaVp2-Untereinheit, was keine Synthese- und/oder Funktionsbeeintrachtigung beider Proteine
mit sich brachte. Somit schien C-terminal die optimale Lokalisation fiir die Fusion des Fluo-

reszenzproteins zu sein.

Es erfolgte die Herstellung von CaVp2a-N1-, CaVB2a-N4- als auch CaVp2a-N5 - Fusionspro-
teinen, indem jeweils das Stopkodon der CaVf2-Untereinheiten entfernt und das mRFP in
dem nun offenen Leserahmen an die CaVp2a angefiigt wurde. Als Vektor wurde der

pCAGGS M2 - Vektor verwendet, in dem unter Kontrolle des starken B-actin-Promotor eine
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Expression der cDNS in HEK293-Zellen, aber auch in pritidiren Mauskardiomyozyten mdglich
ist (64). Die Integration des pH-sensitiven Fluoreszenzproteins in die CaVa,1.2-Untereinheit
erfolgte im Bereich der Extrazellularschleife zwischen IIS5 und I11S6 (113). Das Fluoreszenz-
protein sollte nach Einbau der CaVa,1.2-Untereinheit in die Plasmamembran extrazellular zu
liegen kommen. Der korrekte Membraneinbau sollte iiber die Anderung des pH-Wertes auf-
grund Differenz der pH-Werte von Transportvesikeln und Extrazelluldrmilieu nachgewiesen
werden. Ein weiterer positiver Aspekt des Fluoreszenzproteineinbaus in eine Extrazellulér-
schleife ist, dass man auf diese Weise den Weg der CaVa,1.2-Untereinheit durch die ver-
schiedenen Kompartimente bis zum Einbau in die Membran verfolgen kann. Die Orientierung
von Membranproteinen im endoplasmatischen Retikulum, Golgi-Apparat und Transportvesi-
keln ist entgegengesetzt der Orientierung in der Plasmamebran: Die extrazelluldre Seite ragt in
das Kompartiment hinein (,,innen*), wéahrend die zytosolische Seite mit dem Zytosol in Kon-
takt ist (,,auBen). So kann anhand der oben beschriebenen pH-abhéngigen Signalstérkenénde-

rungen auf spezifische Kompartimente geschlossen werden.

In einer Verdffentlichung von Obermair et al. (113) wurde ein Fremdepitop, das von einem
Antikorper erkannt wird, in die IIS5-1IS6 Schleife eingefiigt und gezeigt, dass dadurch keine
Funktionsunterschiede zum nativen Konstrukt entstehen und das Epitop in dieser Lokalisation
fiir den Antikorper gut zuginglich ist. Allerdings war das hier verwendete Fluoreszenzprotein
mit einem Molekulargewicht von ~ 25 kDa wesentlich grofler als das Epitop fiir den Antikor-
per. Es konnte deshalb nicht sicher davon ausgegangen werden, dass das eingefiigte Fluores-
zenzprotein die CaVa,;1.2-Untereinheit in ihrer Funktion nicht beeintrachtigen wiirde. So wur-
den als Alternativen zwei weitere Fusionsproteine mit einem C-terminal an die CaVa,;1.2-
Untereinheit fusionierten r- bzw. s-pHluorin angefertigt. Vorarbeiten (106, 35) legten nahe,
dass die C-terminale Fusion eines Proteins an die CaVa,;1.2-Untereinheit wenig Einfluss auf
Faltung, Transport und Membraneinbau der CaVa, 1.2-Untereinheit zu haben scheint. Eine N-
terminale Fusion wurde aufgrund der Variabilitdt des N-terminus nicht in Betracht gezogen,
um sequenzspezifische Eigenschaften mdglichst wenig zu beeintrichtigen. Auch die cDNS der
CaVa,1.2-pHluorin-Fusionsproteine wurden wie die cDNS der CaVp2a-mRFP-
Fusionsproteine in einen pPCAGGS_M?2 Vektor kloniert.

4.3.1.2 Transfektion, Expression und Lichtmikroskopie

Die erhaltenen Konstrukte wurden in HEK293-Zellen exprimiert und die Zellen im Lichtmik-
roskop untersucht, um Informationen {iber die effektive Expression der Konstrukte zu erhal-

ten. Zundchst wurde tiberpriift, ob die fluoreszenzmarkierten Untereinheiten einzeln exprimiert
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werden kdnnen, in welchem MaB die Expression erfolgt und welche Lokalisation die Proteine
in der Zelle haben. In weiteren Versuchen wurden die Fusionsproteine dann mit der jeweils
zugehorigen nicht-fluoreszenzmarkierten Untereinheit koexprimiert, d.h. das CaVp2a-mRFP-
Fusionsprotein mit der CaVa,1.2-Untereinheit, das CaVa,1.2-pHluorin-Fusionsprotein mit der

CaVp2-Untereinheit und anschlieend beide Fusionsproteine miteinander.

Um zu entscheiden, welches der beiden pH-sensitiven Fluoreszenzproteine fiir die Versuche in
Bezug auf die Auswirkungen des Proteins auf die Zellen wie beispielsweise ihre Vitalitiat und
die Signalstirke des GFP geeigneter war, wurden die Fluoreszenzproteine als Kontrolle vor
Beginn der eigentlichen Versuche allein in HEK293-Zellen transfiziert. Abbildung 46 zeigt
das Ergebnis einer solchen Transfektion. Die Transfektionseffizienz war zufriedenstellend und
die Zellen zeigten keine Verdnderung ihrer Morphologie im Vergleich zu den benachbarten
untransfizierten Zellen. Beide Fluoreszenzproteine entwickelten eine intensive griine Fluores-

zenz. Aufgrund der einfacheren Messmethode wurde im Weiteren zunéchst das CaVa,1.2-s-

pHluorin-Fusionsprotein exprimiert.

Abbildung 46: Expression von s- bzw. r-pHluorin in HEK293-Zellen; rechts, Griinfluoreszenz; links
Durchlicht mit tiberlagerter Fluoreszenz. Links und Mitte links, s-pHluorin allein exprimiert in

HEK?293-Zellen; Mitte rechts und rechts, r-pHluorin allein exprimiert in HEK293-Zellen

4.3.1.2.1. Expression des CaVB2a-mRFP-Fusionsproteins in HEK293-
Zellen

Die Bilder in Abbildung 47 zeigen stellvertretend fiir alle mRFP-markierten CaVf2a-
Untereinheiten die Expression des CaV[p2a-N1-mRFP-Fusionsproteins in HEK293-Zellen.
Man erkennt eine homogene intensive Rotfarbung der gesamten Zelle mit Aussparung des
Kerns. Die Zellen erschienen vital und von gleicher Morphologie wie benachbarte nicht-
transfizierte Zellen. Dies zeigt, dass das CaVp2a-N1-mRFP-Fusionsprotein in den HEK293-

Zellen gut exprimiert wird und die Zellen unter dieser Bedingung nicht beeinflusst erscheinen.
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Abbildung 47: Expression des CaVB2a-N1-mRFP-Fusionsproteins in HEK293-Zellen in Abwesenheit
einer CaVa,1.2-Untereinheit. Links Mitte, mRFP-Fluoreszenz und korrespondierende Durchlichtbilder

(links). Rechts, VergroBerung von Zellen mit mRFP-Fluoreszenz.

4.3.1.2.2. Expression des CaVa;1.2-s-pHluorin-Fusionsproteins in
HEK293-Zellen

Die Transfektion des CaVa,1.2- s-pHluorin-Fusionsproteins in HEK293-Zellen brachte in
Abbildung 48 dargestelltes Ergebnis:

Abbildung 48: Expression des CaVa,1.2a-s-pHluorin-Fusionsproteins in HEK293-Zellen. Das pHluorin
ist in die extrazelluldre I1S5-1IS6-Schleife der CaVa, 1.2a-Untereinheit integriert. Links Durchlicht,

Mitte links Zellen mit Griinfluoreszenz, Mitte rechts und rechts Griinfluoreszenz.

Die Zellen zeigen eine intensive griine Farbung im Bereich der gesamten Zelle. Eine Ausspa-
rung des Zellkerns ist nicht zu erkennen. Zudem erscheinen die Zellen klein und abgerundet

im Vergleich zu den benachbarten Zellen. Die Transfektionseffizienz war gering



136 Ergebnisse

4.3.1.2.3. Expression des CaVp2a-N4-mRFP-Fusionsproteins in HEK293-
Zellen in Anwesenheit einer nicht fluoreszenzmarkierten
CaVail.2-Untereinheit

Man erkennt in Abbildung 49, dass sich die mit dem CaVp2a-N4-mRFP-Fusionsprotein und
der nicht fluoreszenzmarkierten CaVa,1.2-Untereinheit transfizierten Zellen in ihrem gesam-
ten Bereich rot anférben. Gleichzeitig sind Unterschiede in der Fluoreszenzintensitét sichtbar.
Besonders intensives Rot zeigt sich im Bereich der Plasmamembran sowie in einigen teils
rundlichen, teils langlichen Strukturen im Zytoplasma der Zellen. Eine Aussparung des Zell-
kerns ldsst sich in diesen Aufnahmen nicht eindeutig erkennen. Die Zellen sahen vital aus, sie
unterschieden sich in Form und GréBe nicht von den umgebenden nicht-transfizierten Zellen.

Insgesamt war die Transfektionseffizienz leider gering.

Abbildung 49: Expression des CaVp2a-N4-mRFP-Fusionsproteins in HEK293-Zellen in Anwesenheit

der nicht fluoreszenzmarkierten CaVa, 1.2-Untereinheit

Es fallt auf, dass sich die Bilder deutlich von denen der allein transfizierten CaVp2a-
Untereinheit in Abbildung 47 unterscheiden, in denen eine gleichméBige Rotfarbung mit Aus-
sparung des Kern zu erkennen war. Die Abbildung zeigt eine schwerpunktméBige Umvertei-
lung der Fluoreszenz von gleichmédfBiger Verteilung im Zytoplasma hin zu Akkumulation im
Bereich der Plasmamembran und bestimmten Strukturen im Zytosol. Dies korreliert mit dem
durch die CaVp2a-Untereinheit vermittelten Einbau der CaVa,1.2-Untereinheit in die Plas-
mamembran, wo CaVf2a-und CaVa,1.2-Untereinheit in unmittelbarer Nachbarschaft mitein-
ander interagieren sowie der Co-Lokalisation beider Untereinheiten in Strukturen des en-
doplasmatischen Retikulums, wo die CaVp2a-Untereinheit eine fiir den Membrantransport der
CaVa,1.2-Untereinheit wichtige Chaperonfunktion (siehe Kapitel 2.4) besitzt. Somit geben
diese Bilder Hinweise auf Interaktion der CaVa,1.2- und CaVp2a-Untereinheiten, die durch
die Fusion der CaVp2a-Untereinheit mit mRFP nicht beeintriachtigt wird.
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4.3.1.2.4. Expression des CaVa;1.2-s-pHIluorin-Fusionsproteins in
HEK293-Zellen in Anwesenheit einer nicht

fluoreszenzmarkierten CaVB2a-Untereinheit

Bei der Kotransfektion des CaVa,l.2-s-pHluorin-Fusionsproteins mit der nicht-
fluoreszenzmarkierten CaVp2a-N4-Untereinheit (Abbildung 50) zeigt sich die Akkumulation
eines intensiv griinen Farbsignals besonders in zentralen Bereichen der Zelle, wihrend peri-
phere nur schwach oder nicht fluoreszierend sind. Eine verstirkte Signalintensitdt der Plas-
mamembran ist nicht sichbar, wie dies bei der Kotransfektion des CaVP2a-N4-mRFP-
Fusionsproteins mit der nicht-fluoreszenzmarkierten CaVa,1.2-Untereinheit der Fall war. Der

Zellkern kann auch hier nicht deutlich abgegrenzt werden.

Abbildung 50: Expression des CaVa, 1.2a-s-pHluorin-Fusionsproteins, s-pHluorin im Extrazelluldrloop,

in HEK293-Zellen in Anwesenheit der nicht fluoreszenzmarkierten CaV2-N4-Untereinheit

Fiir diesen Versuch wurde das s-pHluorin verwendet. So konnten schwicher fluoreszierende
Bereiche auch mit einem saureren pH-Wert korrelieren. Um dies genauer beurteilen zu kon-
nen, reicht jedoch die Auflosung des Lichtmikroskops nicht aus. Insgesamt waren die Zellen
relativ klein und abgerundet im Vergleich zu den vorherigen betrachteten Zellen. Die Trans-

fektionseffizienz war niedrig. Bei Betrachtung der Bilder scheint es, als wiirde der GroBteil
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der fluoreszenzmarkierten CaVa,1.2-Untereinheit in Strukturen des endoplasmatischen Reti-
kulums akkumulieren, wéhrend als Folge eines geringen Transports nur ein kleiner Teil der

CaV1.2-Proteine die Plasmamembran erreicht.

4.3.1.2.5. Koexpression der CaVB2a-N4-mRFP- und CaVa;1.2a-s-
pHIuorin-Fusionsproteine in HEK293-Zellen

Fiir die Bilder in Abbildung 51 wurden die beiden mit einem Fluoreszenzprotein fusionierten
Untereinheiten koexprimiert. Bei Uberlagerung roter und griiner Farbsignale ergibt sich eine

gelbe Farbung. Es wurden drei verschiedene Zellen jeweils unter einem spezifischen Filter im

- - o
n - - o

E - - o

Lichtmikroskop betrachtet.

Abbildung 51: Koexpression des CaVB2a-N4-mRFP- mit dem CaVa,1.2a-s-pHluorin-Fusionsprotein in
HEK?293-Zellen

Man erkennt fiir die zwei oberen Zellen im jeweils rechten Bild der Abbildung 51 eine sehr
intensive rote Farbung (CaVp2a-N4-mRFP) der gesamten Zelle. Ein Zellkern ldsst sich nicht
abgrenzen. Die Griinfarbung (CaVa,1.2a-s-pHluorin, mittlere Bilder) hingegen verteilt sich
zwar auch iiber die gesamte Zelle, allerdings zeigen sich deutliche Intensitdtsunterschiede mit
einer Akkumulation von Griinfluoreszenz in vorwiegend zentralen Bereichen des Zellkorpers.
Auch hier wurde das s-pHluorin verwendet, was einen Einfluss auf die Signalstdrke abhiangig
vom pH-Wert zur Folge hat. Dieser Einfluss ist anhand lichtmikroskopischer Bilder schwer zu

beurteilen, da die einzelnen Kompartimente nicht voneinander abgegrenzt werden kénnen.
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In den Bereichen maximaler Fluoreszenz des pHluorins zeigt sich bei Uberlagerung mit der
Fluoreszenz von mRFP eine Gelbfarbung. Prinzipiell miisste diese im Bereich der gesamten
Zelle zu finden sein, allerdings scheint die hohe Signalstirke des mRFP die Signale des pHlu-
orins in weiten Bereichen der Zelle zu iiberdecken. Die dritte Zelle in der unteren Reihe der
Abbildung scheint auf den ersten Blick im linken Bild ausschlieBlich griin zu fluoreszieren.
Bei nédherer Betrachtung zeigt sich eine zusitzliche Gelbfarbung in vielen Bereichen der Zelle.
Die griine Fluoreszenz verteilt sich hier iiber die ganze Zelle mit Fluoreszenzmaxima am lin-
ken sowie rechten Pol der Zelle, wiahrend der zentrale Teil des Zellkdrpers schwécher fluores-
ziert. Diese Zelle zeigt eine Dominanz der griinen Fluoreszenz im Vergleich zur Fluoreszenz
des mRFP. Betrachtet man das rechte Bild der untersten Zeile, erkennt man eine deutlich
sichtbare Rotfarbung der Zelle, jedoch wesentlich schwiécher, als dies bei den oberen beiden
Zellen der Fall ist. Interessanterweise ist hier die rote Fluoreszenz nicht gleichmiBig tiber die
Zelle verteilt, sondern folgt der schwerpunktmiBigen Intensitdtssteigerung des pHluorin-
Signals an den beiden Zellpolen. Diese Beobachtung deutet auf eine Interaktion der CaVa,1.2-
und der CaVp2a-Untereinheit hin, was bedeuten wiirde, dass die Fluoreszenzmarkierung der

beiden Proteine ihre Interaktion nicht beeintrachtigt.

Die Morphologie der transfizierten Zellen war in Bezug zu benachbarten nicht-transfizierten
Zellen kaum verédndert; die Zellen erschienen etwas kleiner als die nichttransfizierten. Insge-

samt war auch in diesem Versuch die Transfektionseffizienz sehr gering.

4.3.1.3 Konfokalmikroskopische Aufnahmen des CaVa;1.2-s-pHluorin-

Fusionsproteins in HEK293-Zellen

Um die Verteilung der CaVa,1.2-Untereinheit in Kompartimenten der Zelle sowie Interaktio-
nen zwischen CaVa,1.2- und CaVp2a-Untereinheit besser auflosen zu konnen, wurde nun die
Konfokalmikroskopie benétigt. Um einen ersten Eindruck vom Auflosungsvermogen des
Konfokalmikroskops unter hier gegebenen Bedingungen zu erlangen, wurden zunéchst Zellen
einer einfachen Transfektion mit dem CaVa,1.2-s-pHluorin-Fusionsprotein betrachtet (Abbil-

dung 52).
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Abbildung 52: Konfokalmikroskopische Aufnahmen des CaVa, 1.2a-s-pHluorin-Fusionsproteins in
HEK293-Zellen

In Abbildung 52 zeigt sich eine Anfarbung der gesamten Zelle, wobei der Zellkern ausgespart
bleibt. Innerhalb der Zelle befinden sich scharf begrenzte, rundliche Bereiche intensiver Fér-
bung. Insgesamt haben Zellen mit starkem Signal eine rundliche Form, wohingegen Zellen mit
schwicherem, aber deutlich sichtbarem Signal eine eher ovale Form mit Zellauslaufern zeig-
ten. Die Transfektionseffizienz war insgesamt gering, so dass es nicht moglich war, eine hohe-
re VergroBerung zu wihlen, da dann die weit auseinanderliegenden fluoreszierenden Zellen
nicht mehr im Fokus zu finden waren. Diese geringe Transfektionsquote war bei allen gezeig-
ten Fluoreszenzbetrachtungen ein Problem und scheint nicht spezifisch fiir ein bestimmtes
Konstrukt. Somit muss vor Weiterfilhrung dieser vielversprechenden Fluoreszenzuntersu-
chungen eine Verbesserung der Transfektionseffizienz voranzustellen sein, moglicherweise

durch Verwendung viraler Transfektionssysteme.

Erste elektrophysiologische Untersuchungen der mit Fluoreszenzproteinen fusionierten

CaVa,1.2a- und CaVp2-Untereinheiten sind im Anhang 2 zusammengefasst.
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4.4 Anhang 1

4.4.1 Auswirkungen des CaVp2a-N1-CaVB2a-N4-Fusionsproteins
auf die Steady-State Inaktivierung bzw. Aktivierung im
Vergleich zu CaVB2a-N1, CaVB2a-N4 und CaVB2a-N1 +
CaVp2a-N4

Die Steady-State Inaktivierung in Gegenwart des CaV[p2a-N1-CaV[2a-N4-Fusionsproteins ist
im linken Teil der Abbildung 53a graphisch dargestellt. Man erkennt eine relative Rechtsver-
schiebung der Kurve in Gegenwart des Fusionsproteins im Vergleich zu den anderen Kurven.
Die Stromkurve in Anwesenheit von CaVB2a-Nlund CaVf2a-N4 liegt eng der durch CaVp2a-
N1 modifizierten Kurve an, unterscheidet sich aber von der unter Einfluss des CaVp2a-N1-
CaVp2a-N4-Fusionsproteins. Abbildung 53b zeigt, dass in Gegenwart des Fusionsproteins bei
negativen Testpotenzialen von -70 bis -30 mV ein gréBerer Ca*"-Strom als mit den anderen
CaVp2a-Konstrukten erreicht wird. Bei -35 mV kreuzt die Stromkurve unter Einfluss von
CaVp2a-N4 die in Gegenwart des Fusionsproteins erreichte Kurve und steigt im Folgenden
steiler als diese an, wihrend letztere sich immer mehr den Kurven in Gegenwart von CaVp2a-
N1 und CaVp2a-N1 + CaV[p2a-N4 anndhert. Die Ergebnisse sind nochmals in Tabelle 34 zu-

sammengefasst.
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Abbildung 53: Beeinflussung der Steady-State Inaktivierung (links) bzw. Aktivierung (rechts) des
CaV1.2-Kanals in Gegenwart des CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins im Vergleich zu CaV2a-
N1, CaVp2a-N4 und CaVfp2a-N1 + CaVp2a-N4
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n Steady-State Steady-State
Inaktivierung, Vi, s.inact (mV) Aktivierung, Vi ss.act (mV)

CaVp2a-N1 24 -43.47£1.09 -18.96 + 0.58

CaVp2a-N4 26 -47.05+0.72 -21.96 £0.75

CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 27 -43.62 +0.74 -18.3 +£0.70

CaVp2a-(N1+N4) 26 -41.54 £ 1.66 -18.74 £ 0.56

N1 vs. (N1+N4) n.s n.s.

N4 vs. (N1+N4) p<0.01 p<0.01

N1 vs. N1+ N4 n.s n.s.

N4 vs. N1 + N4 n.s. p <0.001

N1+ N4 vs. (N1 + N4) n.s. n.s.

Tabelle 35: Beeinflussung der Steady-State Inaktivierung bzw. -Aktivierung des L-Typ Ca**-Kanals
durch das Fusionsprotein im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und CaVf2a-N1 +
CaVp2a-N4

Aus Tabelle 34 wird deutlich, dass der Wert V|, o mact in Gegenwart von CaV[2a-N4 signifi-
kant bei negativeren Potentialen liegt als in Gegenwart des CaVP2a-N1-CaVp2a-N4-
Fusionsproteins. Vs sac 15t in Anwesenheit von CaVp2a-N4 im Vergleich zu CaVp2a-N1 +
CaVp2a-N4 und dem CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsprotein signifikant um 3.66 mV bzw.

3.22 mV zu hyperpolarisierenden Potenzialen verschoben.

4.4.2 Auswirkungen des CaVB2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins
auf die Inaktivierungs- und Aktivierungskinetik im Vergleich
zu CaVB2a-N1, CaVp2a-N4 und CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4

Abbildung 54 zeigt, dass das Fusionsprotein hinsichtlich der Inaktivierungsrate r400 in Kapitel
4.1.4 beschriebenen Gruppe von CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4 zugeordnet werden kann. Im
Verlauf zeigt sich eine signifikante Abweichung der Kurve des Fusionsproteins von der in
Gegenwart von CaVp2a-N4. Die Stromkurve in Gegenwart von CaV[p2a-N1 + CaVp2a-N4
gleicht ab -10 mV zunehmend der Kurve unter Einfluss von CaV[p2a-N1. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 35 zusammengefasst.
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Abbildung 54: Residualstrome 400 ms nach Depolarisation in Abhangigkeit von dem CaV[p2a-N1-
CaVp2a-N4-Fusionsprotein im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und CaV2a-N1 + CaVp2a-N4

Inaktiverungs-

rate bei -20 mV

Inaktiverungs-

rate bei -10 mV

Inaktiverungs-

rate bei 0 mV

Inaktiverungs-

rate bei +10 mV

CaVp2a-N1 24 32.20+2.04 24.11+£2.17 17.5+2.04 17.37+2.11
CaVp2a-N4 26 30.55+1.61 17.28 £ 1.05 13.63 + 1.58 12.47 + 1.46
CaVp2a-N1 + 27 36.91+1.77 2291+ 1.76 18.44 +1.25 17.79 £ 1.43
CaVp2a-N4
CaVp2a-(N1+N4) 26 36.07 £ 1.48 23.62 +0.90 19.2+1.30 20.43 +1.94
N1 vs. (N1+N4) n.s n.s n.s ns
N4 vs. (N1+N4) n.s p<0.05 n.s p<0.01
N1 vs. N1+ N4 ns. n.s n.s n.s
N4 vs. N1 + N4 p<0.05 n.s n.s n.s

n.s n.s n.s n.s

N1+ N4 vs. (N1 + N4)

Tabelle 35: Vergleich der Inaktivierungsraten r400 fiir verschiedene Testpotenziale unter Einfluss des
CaVp2a-N1- CaVp2a-N4-Fusionsproteins im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und
CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4

Fiir die Aktivierungskinetik des Ca**-Stroms ergaben sich die in Abbildung 55 und Tabelle 36

dargestellten Ergebnisse: In Gegenwart von CaVp2a-N4 erreichen die Strome signifikant ra-

scher ihr Maximum nach Depolarisation auf 0 mV als in Gegenwart des CaVp2a-NI-

CaVp2a-N4-Fusionsproteins. Das Ergebnis ist in Tabelle 36 zusammengefasst.
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Abbildung 55: Einfluss des CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins auf die Aktivierungskinetik der
Ca”"-Stréme im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVB2a-N4 und CaVp2a-N1 + CaVB2a-N4 gemessen als

die Zeit, wihrend der der Strom nach Depolarisation seine maximale Amplitude erreicht.

n

Time-to-peak bei 0 mV (ms)

N4 vs. (N1+ N4): p<0.05

CaVp2a-N1 24 12.6+1.14
CaVp2a-N4 26 11.54 +0.85
CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 27 13.61 +0.68
CaVp2a-(N1+N4) 26 15+0.88

Tabelle 36: Vergleich der Time-to-peak-Werte der Strome bei 0 mV Testpotenzial in Gegenwart des
CaVp2a-N1- CaVp2a-N4-Fusionsproteins im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und
CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4

Das CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsprotein zeigt einen signifikant unterschiedlichen Ein-
fluss auf die Aktivierungszeitkonstante t,. im Vergleich zu CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4 (Ab-

bildung 56). Dabei ist die Aktivierungszeitkonstante in Gegenwart von CaVp2a-N1 +
CaVp2a-N4 signifikant kiirzer als in Gegenwart des CaV2a-N1-CaV[2a-N4-Fusionsproteins.

Dieses Ergebnis ist in Tabelle 37 nochmals zusammengefasst.
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2.5+ I 1

(ms)

‘auactivation

t

0.0

CaVB2a-N1 CaVB2a-N4 CaVB2a-Ni+ -N4 CaVB2a-(N1+N4

* markiert p<0.05

Abbildung 56: Einfluss des CaV[2a-N1-CaV[2a-N4-Fusionsproteins auf die Aktivierungszeitkonstante
T, im Vergleich zu CaVp2a-N1, CaVp2a-N4 und CaVf2a-N1 + CaVp2a-N4

n Tact bei 0 mV Signifikanter Unterschied bei 0 mV?
CaVp2a-N1 24 1.81 +0.09 N1 vs (N1+N4): p <0.05
CaVp2a-N4 26 1.80 +0.09 N4 vs (N1+N4): p < 0.05
CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 27 2.03+£0.07
CaVp2a-(N1+N4) 26 2.17+0.09

Tabelle 37: Werte der Aktivierungszeitkonstante t,., fiir Strome, die durch Depolarisation auf 0 mV
aktiviert werden, in Gegenwart des CaVp2a-N1-CaVp2a-N4-Fusionsproteins im Vergleich
zu CaVf2a-N1, CaVB2a-N4 und CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4

4.4.3 Zusammenfassung der in den elektrophysiologischen

Messungen erhaltenen Ergebnisse

Zusammenfassend wird deutlich, dass das Fusionsprotein im Vergleich zu CaVB2-N1 bzw.
CaVp2a-N4 bei verschiedenen Testpotenzialen einen signifikant geringeren Ic, aufweist und
dass sich die CaVp2a-(N1+N4)-Strome als auch CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 -Strome in Bezug
auf Vi, der Steady-State Aktivierung bzw. der Aktivierungs- und Inaktivierungskinetik signi-
fikant von CaVP2a-N4-Stromen unterscheiden. Insgesamt betrachtet, verursachen das Fu-
sionsprotein CaVp2a-(N1+N4) und die Kotransfektion CaVp2a-N1 + CaVfp2a-N4 dhnliche
Veranderungen der untersuchten Parameter (siche Tabelle 38). Allerdings sind diese Verdnde-

rungen fiir das Fusionsprotein stirker ausgeprigt als bei der Kontransfektion, da durch die
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Fusion der beiden CaVB2-Varianten eher ein gleichzeitiges Wirken am Kanal geschieht als bei

der Expression der einzelnen Proteine.

Ica:omv CaVp2a-N1 vs. CaVB2a-(N1+-N4) signifikant
CaVp2a-N4 vs. CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4 signifikant

Gmax nein

| D nein

Vinact CaVp2a-N4 vs. CaVf2a-(N1+-N4) signifikant
CaVp2a-N4 vs. CaVB2a-N1 + CaVp2a-N4 signifikant

k nein

Steady-State-
Inaktivierung

CaVp2a-N4 vs CaVp2a-(N1+-N4) signifikant

Steady-State-

Vinssact fir CaVB2a-N4 vs. CaVp2a -(N1+N4) signifikant

Aktivierung . o

Vinssact fur CaVp2a-N4 vs.. CaVp2a-N1 + CaVf2a-N4 signifikant
Inaktivierungsrate | r400 fiir CaVB2a-N4 vs. CaVB2a-(N1+-N4) signifikant (bei -10, +20 mV)
r400

r400 fiir CaVB2a-N4 vs.. CaVP2a-N1 + CaVp2a-N4 signifikant (bei -20 mV)

time-to-peak

Time-to-peak fiir CaVp2a-N4 vs.. CaVB2a-(N1+ N4) signifikant

Tact

Tyt flir CaVPB2a-N1 vs. CaVB2a-(N1+N4) signifikant

Tyt flir CaVB2a-N4 vs. CaVB2a-(N1+N4) signifikant

Tabelle 38: Kanal- und Stromeigenschaften, die durch das CaV2a-Fusionsproteins im Vergleich zu

CaVp2a-N1 + CaVp2a-N4, CaVp2a-N1 und CaVp2a-N4 unterschiedlich beeinflusst wer-

den
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4.5 Anhang 2

4.5.1 Elektrophysiologische Untersuchungen der mit einem
Fluoreszenzprotein fusionierten CaVa;1l.2a- und CaVp2-

Untereinheiten

Um unabhéngig von den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen die korrekte Funktion
des CaVB2a-mRFP- bzw. des CaVajl.2a- pHluorin-Fusionsproteins zu iiberpriifen, wurden

elektrophysiologische Messungen durchgefiihrt.

Elektrophysiologische Messungen an HEK293-Zellen nach Kotransfektion des CaVp2a-N1-
bzw. CaVf2a-N4-mRFP-Fusionsproteins mit der nicht-fluoreszenzmarkierten CaVajl.2a-

Untereinheit ergaben folgende in Tabelle 39 und Tabelle 40 dargestellte Ergebnisse.

g:s\l](')jlf:plli)]tel::lR(EZS) CaVp2a-N1 (n=24) lglz:s‘iltl)}z:[;?olt-elit:lRFP- vs.
CaVp2a-N1

Ica,0mv -11.21 +3.18 -9.34+1.31 ns

Ginax 0.26 +0.07 0.19+0.03 p <0.036
Erev 49.39 +£2.27 57.88 +1.96 n.s

Vin, act -16.94 £ 1.25 -16.91 £1.02 n.s

k 10.35+1.54 9.23+0.65 n.s

Tact 2.51+047 1.81+0.09 p <0.0001
Visseact -22.31+0091 -18.96 £ 0.58 n.s
Vin,ss-inact -45.74 +£2.25 -43.47 + 1.09* n.s

r400 -10mV 15.4+2.05 24.11+2.17 n.s

r400 0OmV 8.27+1.13 17.50 +2.03 p <0.0025
r400 10 mV 7.48 +1.98 17.37+2.11 ns.

Time to peak -10 mV 1423+ 14 13.04+1.83 p<0.019
Time to peak 0 mV 13.38 £ 1.65 12.6+1.14 n.s.

Time to peak 10 mV 17.15+1.10 16.28 +1.92 p <0.0029

Tabelle 39: Vergleich der gemessenen Parameter in Gegenwart des CaVp2a-N1-mRFP-Fusionsproteins

und CaVayl.2a bzw. CaVB2a-N1 und CaVail.2a
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gss‘l’fj:pljo“te‘l‘;l‘(ﬂi 8 CaVp2a-N4 (n=26) lgl?s‘:(l)}r?:pljoé‘telll:leI;P
CaVp2a-N4

Ica, 0 mv -9.92+£1.33 -10.03 £ 1.16 n.s

Gax 0.18 +£0.02 0.18 £0.02 n.s

Eiev 61.25+1.78 58.37+1.45 n.s

Vi, act -15.73 £ 1.03 -19.79 +£0.84 n.s

k 9.83+£0.78 8.98 £ 0.60 n.s

Tact 2.00£0.1 1.80 +0.09 n.s

Vi ss-act -18.91 +0.86 -21.96 +£0.75 n.s
V1/2,ss-inact -43.15+1.19 -47.05+0.72 p <0.026
r400 -10mV 16.57 +2.85 17.28 +1.05 p <0.0001
r400 0mV 1252 +£2.12 13.63 £ 1.58 n.s.

r400 10 mV 1233 £ 1.67 12.47 £ 1.46 n.s.

Time to peak -10 mV 13.57+0.91 11.18 £0.72 n.s.

Time to peak 0 mV 13.49+1.39 11.54+£0.85 p<0.02
Time to peak 10 mV 1525+ 1.46 10.71 £ 1.19 n.s.

Tabelle 40: Vergleich der gemessenen Parameter in Gegenwart des CaVB2a-N4-mRFP-Fusionsproteins
und CaVa,1.2a bzw. CaVB2a-N4 und CaVa,1.2a

Die Tabellen 39 und 40 zeigen, dass die Fusion des Fluoreszenzproteins mRFP sowohl bei C-
terminaler Fusion mit CaVp2a-N1 als auch CaV[2a-N4 Auswirkungen auf die Modulation der
Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken des Kanals in Gegenwart der Untereinheiten be-
sitzt. Dabei zeigt der Kanal eine teils signifikant frithere Inaktivierung und spitere Aktivie-
rung. In Bezug auf die anderen gemessenen Parameter Ic,, Gnax (fiir CaVP2a-N4), Eey, Vi.act

und k ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Kotransfektion des CaVa,1.2a-s-pHluorin- (Fusion des pHluorins in der Extrazellulér-
schleife) und CaVp2a-N4-mRFP-Fusionsproteins fiir die Patch-clamp-Experimente zeigte -
wie auch unter 4.3.1.2.4 beschrieben - leider nur eine sehr geringe Transfektionseffizienz.
Einzelne Zellen wiesen eine rote, nicht aber eine griine oder gelbe Farbung auf. Zum Teil
konnte in den rot fluoreszierenden Zellen ein kleiner Ca**-Strom gemessen werden. Das Er-
gebnis ist in Tabelle 41 im Vergleich zum gemessenen Ic, in Gegenwart der nichtfluoreszenz-

markierten CaVa,;1.2a und CaVp2a-N4 gezeigt.
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CaVag,1.2a-s-pHluorin + CaVp2a-N4-mRFP (n=6) | CaVa,1.2a + CaVp2a-N4 (n=26)

Icoomv | -1.86£0.29 -10.03 + 1.16

Tabelle 41: Vergleich des I¢, omv in Gegenwart des CaVa, 1.2a-s-pHluorin- (Fusion des pHluorins in der
Extrazellularschleife) und CaVp2a-N4-mRFP-Fusionsproteins bzw. CaVo,1.2a und
CaVp2a-N4
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5 Diskussion

Die Diskussion dieser Arbeit gliedert sich in sechs Abschnitte, die im Folgenden einzeln dis-
kutiert werden. Die ersten vier Abschnitte beziehen sich auf Teil 1 der Ergebnisse und umfas-

sen:

1. Identifizierung von CaVp2-SpleiBvarianten in Mausherz unterschiedlicher Entwick-

lungsstadien

2. Amplifizierung von cDNS-Fragmenten aus isolierten Kardiomyozyten mittels Poly-

merase-Kettenreaktion
3. Interaktion von CaVf2-Proteinen

4. Elektrophysiologische Untersuchungen zur Charakterisierung der verschiedenen

CaVp2-Spleivarianten
Der fiinfte und sechste Abschnitt beziehen sich auf Ergebnisteil 2 und Ergebnisteil 3:
5. Klonierung und Sequenzanalyse der CaVa,1.2-Untereinheit

6. In vivo-Betrachtungen fluoreszenzmarkierter CaVa,1.2- und CaVp2-Untereinheiten

5.1 Identifizierung von CaVB2-SpleiBvarianten

5.1.1 Western Blot-Analyse - Vergleich mit den Ergebnissen von
Haase et al. (61)

Die schon beschriebene Westernblot-Analyse (sieche Kapitel 2.6 und 4.1.1.2) im linken Teil
der Abbildung 57 zeigt, dass die CaVp2-Untereinheit im Verlauf der Herzentwicklung eine
Modifikation unbekannter Art erfahrt. Man sieht, dass die Antikdrper-markierten CaV[2-
Proteine wihrend frither Entwicklungsstadien im Gel deutlich héher bzw. langsamer laufen,
als dies fiir die korrespondierenden in adulten Mausherzen (P28) der Fall ist. Im Ubergang von
fetalen zu postnatalen Stadien (E17.5 bis P7) sind beide Protein-Banden nebeneinander sicht-
bar. Bereits ab E11.5 ist ein Signal fiir die CaVp2-Untereinheit bei ca. 74 kDa sichtbar. Ab

E12.5 lasst sich zudem eine im Vergleich tiefer liegende Protein-Bande im Gel bei ca. 68 kDa
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erkennen. An PO zeigt sich eine in etwa dquivalente Signalstirke der beiden Banden, wéhrend
an P7 bereits die Signalstérke der unteren Bande {iberwiegt und an P28 nur noch die urspriing-

lich tiefer liegende Bande sichtbar ist.

Eine dhnliche Western Blot-Analyse wurde bereits im Jahr 2000 von Haase et al. (61) mit
Proteinfraktionen aus Mausherzgewebe durchgefiihrt. Haase et al. konnen allerdings an E15
noch kein CaVP2-Signal detektieren. An P1 bis 3 zeigen sich dagegen vier Banden unter-
schiedlicher Intensitit, die stdrkste bei etwa 85 kDa und zwei weitere schwache Banden bei
etwa 90 bzw. 100 kDa sowie eine weitere bei etwa 50 kDa (siehe mittlerer Teil der Abbildung
57). Der rechte Teil der Abbildung 57 zeigt einen Western Blot von Haase et al. mit Protein-
fraktionen aus Rattenherzgewebe unterschiedlichen Alters. An Tag E14 wurde noch kein
CaVp2-Signal identifiziert. An E20 sieht man wie im mittleren Teil der Abbildung 57 drei
Banden unterschiedlicher Signalstirke, wobei die 85 kDa-Bande die stérkste Signalintensitét
aufweist. Ab P14 sind nur noch die 85 kDa und 90 kDa Bande sichtbar. Letztere nimmt an

Signalstérke kontinuierlich ab, bis sie an P72 kaum mehr erkennbar ist.

e <9 o, o, o)
NN \ \ Q’ A Q) Mausherz Rattenherz
'b f<, <<, ‘o < ‘o VR Q
kD protein stain anti-B2 Ab
g
B 2051 )
205~ 35 day 12 14 20 1-3 14 28 72
116 o - ) tal | tnatal
1%9 - o7 ‘ N =~ . prenata postnata
w S L e t
66 — 8:5
1 2 3 1 23

1 Embryonaltag 15
2 Postnataltag 1 — 3
3 Adult

[ig] ]

Abbildung 57: Vergleich der Western Blot-Analyse dieser Arbeit (links) mit denen der Publikation von
Haase et al. (61) (Mitte und rechts)

Durch parallele Proteinfarbungen wie im mittleren Teil der Abbildung 57 zu sehen, versuchten
Haase et al. die Signalstiarke der Banden im Western Blot mit der Proteinexpression zu korre-
lieren. Der Vergleich zeigt, dass der in der hier vorgelegten Arbeit verwendete Antikorper
wesentlich sensitiver ist, die CaVp2-Untereinheit deutlich frither erkennt und diese somit
nicht, wie von Haase et al. beschrieben, erst ab E15 bzw. postnatal (P1-3), sondern bereits an

E11.5 detektiert.
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Auf die Proteine, die in den Untersuchungen von dem Anti-CaVp2-Antikdrper erkannt wer-
den, gehen Haase et al. nicht ndher ein. Sie spekulieren lediglich tiber die Expression unter-
schiedlicher CaVp2-Transkripte in fetalen und neonatalen Herzen im Vergleich zu adulten, in
Anlehnung an eine Publikation von Diebold et al. (41), welche die Existenz entwicklungsab-

héngiger Expression zweier CaVa,1.2-Spleifivarianten aufzeigte.

Die unter 4.1.1.4 in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Untersuchung schliefit die Expres-
sion einer spezifischen neonatalen Spleif3variante aus (siehe auch 5.1.1.2) und weist auf eine
andere Ursache fiir die entwicklungsabhingige Verdnderung des Proteinmusters im Western
Blot hin (siche 4.1.3.1 und 4.1.1.5). In dieser Arbeit dargestellte Ergebnisse zeigen, dass
Spleivarianten der CaVf2-Untereinheit existieren und dass sich dndernde Expressionsver-
héltnisse der CaVB2-SpleiBvarianten eine plausible Erklarung fiir beobachtete Verdnderungen
des Proteinmusters sind. Andere Moglichkeiten sind auszuschlieBen und werden in den Ab-

schnitten 5.1.1.1 und 5.1.1.2 diskutiert.

5.1.1.1 Einfluss posttranslationaler Modifikationen auf die Western Blot-

Analyse

Laufunterschiede von Proteinen im SDS-Gel sind meist durch unterschiedliche Aminosaure-
sequenzlidngen oder posttranslationale Modifikationen bedingt. CaVp2-Untereinheiten sind
Substrate fiir eine dynamische und reversible Phosphorylierung durch eine groe Zahl von
Proteinkinasen (43). Hullin et al. (72) identifizierten in der CaVp2-Untereinheit von Kanin-
chen eine Phosphorylierungsdoméine der Proteinkinase A (Substratmotiv R/K X S/T, wobei S
oder T phosphoryliert wird) unmittelbar vor Beginn der zweiten variablen Region sowie vier
potentielle Proteinkinase C-Phosphorylierungsstellen (Substratmotiv: Ser/Thr-X-Lys/Arg),
eine im Bereich der ersten konstanten Region, drei im Bereich der zweiten konstanten Region
und vier Caseinkinase II -Konsensussequenzen (Substratmotiv: Ser/Thr-X-X-Asp/Glu), zwei
in der ersten konstanten Region, zwei in der zweiten konstanten Region. Inzwischen sind noch
weit mehr Phosphorylierungskonsensus-Stellen der CaVB2-Untereinheit bekannt, z.B. in der
CaVp2-Untereinheit von Hund (60), Ratte (57, 17) und Kaninchen (169). Jiingste Publikatio-
nen weisen beispielsweise eine Phosphorylierung der CaVf2-Untereinheit durch die
Ca*"/Calmodulin-abhingige Kinase II (57) sowie die Proteinkinase G (169) nach und zwar

ebenfalls in Regionen des Proteins, die keinen alternativen Spleilvorgingen unterworfen sind.

Die Konsensusstellen befinden sich alle innerhalb von Regionen der CaVp2-Untereinheit, fiir
welche alle in dieser Arbeit identifizierten CaV2-Klone identische Sequenzen aufweisen und

somit kein entsprechendes Korrelat fiir unterschiedliche Phosphorylierungsmuster der
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CaVp2a-Spleiflvarianten bieten. Tatsédchlich sind die genannten Phosphorylierungssequenz-
motive in der Sequenz der CaVP2-Untereinheit von Maus konserviert. In den variablen N-
terminalen Sequenzabschnitten, die - wie in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt - durch alter-
natives Spleilen entstehen, lassen sich nur in der Sequenz des N1-Terminus drei Phosphory-
lierungssequenzmotive vorhersagen (Tabelle 42), fiir die tibrigen N-Termini sind keine ent-

sprechenden Konsensusstellen zu finden.

CaVp2-Isoform N-terminale Sequenz

CaVp2a-N1 MVQSDTSKSPPVAAVAQESQMELLESAAPAGALGAQSYGKGARRK
NRFKGSDGSTSSDTTSNSFVRCAG GSA

CaVp2a-N3 MQCCGLVHRRRVRVSY GSA

CaVp2a-N4 MLDRQLVSSQTQSSIPG GSA

CaVp2a-N5 MKATWIRLLKRAKGGRLKSSDIC GSA

Tabelle 42: Aminosduresequenzen der N-Termini der CaVp2a-Spleiflvarianten mit farbig markierten
Phosphorylierungskonsensusstellen (orange, Proteinkinase C; griin, Caseinkinase II); GSA

(blau) kennzeichnet die ersten drei AS-Reste der ersten konstanten Region.

Ob ecine vorhergesagte Konsensusregion allerdings wirklich einer in vivo-Phosphorylierung
unterliegt, ist z.B. davon abhéngig, ob die entsprechende Kinase Zugang zu diesem bestimm-
ten Sequenzabschnitt besitzt. Somit kann {iber eine modgliche Phosphorylierung des N1-
Terminus nur spekuliert werden, zumal eine spezifische Phosphorylierung nicht nachgewiesen

wurde und auch die dreidimensionale Struktur dieses Proteinabschnitts unbekannt ist (155).

Die elektrophoretischen Laufeigenschaften im SDS-Gel von CaV[fp2a-N1 und den iibrigen
Spleilvarianten lassen sich mit den errechneten Molekulargewichten (74 zu 68 kDa) der in
dieser Arbeit identifizierten und klonierten cDNS erkldren, konnten aber durch eine zusatzli-
che Phosphorylierung der CaVp2a-N1 noch verdndert werden. Primir verantwortlich fiir den
beobachteten Unterschied beziiglich der Laufeigenschaften im Gel sind demnach die alternati-

ven Spleilvorginge, wobei CaVB2a-N1 das deutlich hochste Molekulargewicht besitzt.

Vom N3-Terminus der CaVp2-Untereinheit ist bekannt, dass er einer posttranslationalen Pal-
mitoylierung unterliegt (11), die die Laufeigenschaften des Proteins im SDS-Gel beeinflussen
konnte. Das Ergebnis der PCR mit isolierten Kardiomyozyten in dieser Arbeit (sieche 4.1.2)
zeigt jedoch, dass diese Spleiflvariante in Kardiomyozyten nicht exprimiert wird. Eine ge-
ringgradige Expression kann trotz der eindeutigen PCR-Resultate nicht vollstindig ausge-
schlossen werden; fiir den Fall einer solchen geringen Expression wére ein Proteinnachweis

im Western Blot eher nicht zu erwarten.
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5.1.1.2 Existenz einer unbekannten fetalen CaVB2-SpleiBvariante

Die Existenz einer im fetalen und neonatalen Herz exprimierten unbekannten Spleivariante
konnte aufgrund der Ergebnisse des systematischen Screenings der P7-cDNS-Bibliotheken
ausgeschlossen werden. Die Methodik zur Erstellung cDNS-Bibliotheken und Analyse der
erhaltenen Transkripte war so gewdhlt, dass auch Spleifivarianten unbekannter Sequenz mit
groBBer Wahrscheinlichkeit detektiert werden konnten, indem die Hybridisierungssonden kom-
plementdr zu den konstanten Regionen der CaVP2-Untereinheit waren (sieche 5.1.2.5 und
4.4.1.1.4.5). Die in den P7-cDNS-Bibliotheken als auch in der Adult-cDNS-Bibliothek isolier-
ten CaVp2-Transkripte/cDNS-Klone enthielten Sequenzabschnitte, die homolog zu Sequenz-

abschnitten waren, die als Teil von CaV2-Proteinen anderer Spezies identifiziert sind.

5.1.2 Systematische Untersuchung von CaVB2-SpleiBvarianten -
Methodik

Zwar waren in Bezug auf die CaVp2-Untereinheit zahlreiche Splei3varianten bereits bekannt;
eine systematische Untersuchung der in Mausherzgewebe vorkommenden Varianten und die
Untersuchung deren Expressionsverhéltnisses stand jedoch aus. Auch die im Rahmen dieser
Forschungsarbeiten verwendete Methodik zur Erstellung und Durchmusterung der cDNS-
Bibliotheken war bisher auf diese Fragestellung nicht angewendet worden. So griinden die
jingsten der in der Literatur dieses Thema betreffenden Verdffentlichungen auf der Methode
der PCR-Amplifizierung von CaVp2-Fragmenten aus cDNS. Diese Arbeiten werden in den
folgenden Abschnitten hinsichtlich Methodik und Ergebnisse kurz vorgestellt und die jeweili-

ge Vorgehensweise mit der in dieser Arbeit angewendeten Methode verglichen.

5.1.2.1 Takahashi et al. (146)

Takahashi et al. amplifizierten die CaVp2-Spleillvarianten CaVp2a-N1, -N2, -N3, -N5 bzw.
CaVp2a-N4 aus cDNS-Bibliotheken die mit mRNS von menschlichem Hirn- bzw. Herzgewe-

be von der Firma Clontech hergestellt waren.

Dabei wihlte die Arbeitsgruppe folgendes Vorgehen: Die High Throughput Genomic Sequen-
ces (HGTS-) Datenbank enthilt unvollstindige DNS-Sequenzen, die fiir BLAST homology
searches zur Verfiigung stehen und diese Datenbank wurde mittels der Nukleotidsequenzen
der fiinf bekannten, aus unterschiedlichen Spezies klonierten CaV[p2-Splei3varianten nach
entsprechenden menschlichen Sequenzabschnitten hin durchsucht. Anhand der gefundenen

Sequenzen wurde ein Forward-Primer entsprechend der 5° kodierenden Sequenz jeder CaV2-
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Spleifvariante hergestellt. Die Reverse-Primer waren jeweils komplementér zum 3’ Ende der
kodierenden Sequenzen. Mit diesen Primern wurden cDNS von CaV2-Spleiflvarianten mit-
tels PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert. Der Schwerpunkt dieser Verdffentlichung lag
weniger auf der Identifizierung neuer CaVp2-Spleilvarianten als mehr auf deren elektrophy-
siologischer Charakterisierung. Das Ergebnis der Publikation von Takahashi et al. zeigte aber
erstmals, dass alle fiinf identifizierten N-terminalen CaV2-Spleifivarianten innerhalb einer

Spezies, in dieser Studie Mensch, vorkommen.

5.1.2.2 Foell et al. (50)

Foell et al.(50) untersuchten die Expression von CaVp2-Spleilvarianten in menschlichem
Ventrikelmyokard. Die Arbeitsgruppe benutzte fiinf verschiedene Forward-Primer fiir die
bekannten CaVp2-SpleiBvarianten. Die Reverse-Primer wurden stets so gewihlt, dass sie die
zweite variable Region mitumfassten. Nach Amplifikation und Sequenzierung der Fragmente
konnten Foell et al. zeigen, dass eine Amplifizierung von vier der fiinf Aminotermini in men-
schlichem Herzgewebe exprimiert sind. CaVP2-N3-spezifische Fragmente konnten nicht
amplifiziert werden. Zusétzlich konnte die Arbeitsgruppe cDNS-Fragmente amplifizieren, die

sich in der Sequenz der V2-Region unterschieden.

5.1.2.3 Herzig et al. (67)

Wie Foell et al. (50) gingen auch Herzig et al. von aus menschlichem Ventrikelmyokard iso-
lierter mRNS aus. Um Informationen iiber die quantitative Expression der CaV[f2-
Spleifivarianten zu gewinnen, wurde eine Real-Time-PCR mit jeweils einem der fiinf N-
Terminus-spezifischen Forward-Primer durchgefiihrt. Der Reverse-Primer war komplementér
zu einem Sequenzabschnitt der ersten konstanten Region. Es konnten alle fiinf bekannten N-
Termini der CaVp2-Untereinheit mit dieser Vorgehensweise amplifiziert werden. Zudem er-
folgte die Klonierung von Volllingenkonstrukten aus zwei Teilfragmenten. Eines umfasste
jeweils die kodierende Sequenz des N-Terminus bis zum Ende der zweiten konstanten Region,
das andere die kodierende Sequenz des C-Terminus (V3-Region) der CaVpB2-Untereinheit.
Herzig et al. beschreiben keine Unterschiede in der V2-Region. Alle Klone enthielten das
Exon 7A.

5.1.2.4 Harry et al. (63)

Harry et al. untersuchten CaVB2-SpleiBvarianten mittels Poly(A)'RNS von menschlichem

Herz, die von BD Biosciences Clontech vertrieben wird. Die Arbeitsgruppe verwendete zur
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cDNS-Synthese einen Primer komplementér zur 3’-untranslatierten Region der CaV[2-
Untereinheit. Fiir die PCR-Amplifikation von CaVp2-Spleilvarianten aus der cDNS wurden
spezifische Primer fiir die 5’-kodierende Sequenz der CaVP2-N1 bzw. -N4-Spleilvariante
gewihlt. Der Reverse-Primer lag 5° zum Erststrang-Primer innerhalb der 3’-untranslatierten
Region. Nach Durchfithrung der PCR wurden die einzelnen Ansétze einer zweiten Amplifika-
tionsrunde unterzogen, wobei der Reverse-Primer jetzt komplementiar zum 3’-Ende der kodie-
renden Sequenz gewéhlt wurde. Die erhaltenen Volllingenklone wurden kloniert und sequen-
ziert. Dabei identifizierte die Arbeitsgruppe zwei bisher unbekannte CaVp2-Transkripte, in
denen die fiir die SH3- und NK-Dominen kodierenden Exons weitgehend bzw. vollstindig

fehlten.

5.1.2.5 Methodenvergleich der vorgestellten Arbeiten

In Tabelle 43 sind die in den vorgestellten Publikationen verwendeten Vorgehensweisen im
Hinblick auf die mdgliche Interpretation der erzielten Daten im Vergleich zur Vorgehensweise

im Rahmen dieser Arbeit dargestellt.

Spezies Erfassung Erfassung von | Erfassung von | Erfassung von | Erfassung des
nicht bekann- alternativen alternativen Vollidngen- zahlen-
ter N-Termini Spleifl- Spleifl- klonen mifligen
(V1-Region) vorgiingen der | vorgingen der Verhiltnisses
V2-Region V3-Region der Varianten
zueinander
diese Maus Ja Ja Ja Ja Ja
Arbeit
Taka- Mensch Nein Ja Ja/Nein* Ja Nein
hashi et
al. (146)
Foell et | Mensch Nein Ja Ja/Nein* Nein Nein
al. (50)
Harry et | Mensch Nein Ja Ja/Nein* Ja Nein
al. (63)
Herzig et | Mensch Nein Ja/Nein Nein Nein Ja
al. (67)

* eingeschrankt moglich, s.u.

Tabelle 43: Aussagen, die aufgrund der gewédhlten experimentellen Vorgehensweise in den gesamten

Untersuchungen moglich sind

Im Unterschied zu den publizierten Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Forschungsar-
beit keine PCR-Amplifikationen zur Identifizierung von Spleiflvarianten verwendet, sondern
Hybridisierungssonden zum Screening der cDNS-Bibliotheken eingesetzt, die zu den konstan-
ten Regionen der CaVf2-Spleilvarianten komplementir waren. Das Durchmustern der cDNS-
Bibliotheken mit diesen Sonden erlaubte es, alle exprimierten CaVp2-Spleilvarianten zu iso-

lieren, ohne dass eine Notwendigkeit zur Kenntnis der Sequenz der variablen Regionen oder
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des N-Terminus bestand. Die einzige Einschrinkung ergab sich aus den Hybridisierungsson-
den, die die konstanten Regionen umfassten. Weiter erlaubte die hier verwendete Methode, ein
zahlenmiBiges Verhiltnis der CaV[p2-Spleiivarianten zu erhalten. Die Zahl der aus den
cDNS-Bibliotheken isolierten Klone einzelner Varianten sollte deren Expressionsverhiltnis
widerspiegeln. So sollten Transkripte, die in grofer Zahl in der Zelle vorkommen, entspre-
chend héaufiger in der cDNS-Bibliothek représentiert sein und als Klone isoliert werden. Zu-
sammenfassend bietet nur die Vorgehensweise der hier vorliegenden Arbeit die ,,un-biased
Identifizierung von unabhingigen cDNS-Klonen und eine Abschitzung der Haufigkeit ihrer

Transkripte in vivo.

Einen alternativen Ansatz zur Untersuchung des Expressionsverhéltnisses auf Transkriptebene
bietet die Real-Time-PCR, welche von Herzig et al. (67) durchgefiihrt wurde. Allerdings ist
diese Vorgehensweise auf definierte Primerpaare angewiesen: Ein Vergleich der Ergebnisse

von Herzig et al. (67) mit den Resultaten dieser Arbeit erfolgt in 5.1.4.3.

Da die CaVf2-Untereinheiten in Herzgewebe im Bereich der den N-Terminus und die V2-
Region-kodierenden Sequenzen variieren (50), war es leicht mdglich, mit Hilfe von cDNS-
Bibliotheken beide Regionen parallel zu untersuchen. Hierzu wurde der Primer zur Erstellung
des Erststranges komplementér zur zweiten konstanten Region gewéhlt, so dass so die Mehr-
zahl der Klone sowohl die kodierende Sequenz der N-terminalen variablen Region als auch
der V2-Region beinhaltete. Dadurch war die Beantwortung der Frage mdglich, ob in kardialen
CaVp2-Untereinheiten alternative Spleilvorgénge der V2-Region stattfinden und in welcher
Haufigkeit sie stattfinden. Die Moglichkeit allein zur Erfassung potentieller SpleiBvorgéinge

der V2-Region bestand bei allen Vorgehensweisen der in Tabelle 43 aufgelisteten Arbeiten.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode bot im Gegensatz zu den anderen Methoden weiter-
hin auch die Moglichkeit zur Isolierung unbekannter Spleilvarianten der V3-Region. Durch
die Verwendung von Zufallsprimern war es moglich, die C-terminale Region unabhingig von
einer bestimmten Primersequenz zu amplifizieren. Die Untersuchung der V3-Region war mit
der von den Arbeitsgruppen Foell et al. (50), Harry et al. (63) und Herzig et al. (67) gewéhl-
ten Methodik nur in begrenztem Mal} moglich, da die jeweiligen Reverse-Primer komplemen-
tdr zum 3’-Ende der V3-Region waren, die den C-Terminus der CaVp2-Untereinheit kodiert.
Von der Primersequenz abweichende Sequenzen konnen somit nicht erfasst werden. Die Un-
tersuchung der V3-Region war nicht Schwerpunkt dieser Arbeit, da fiir die CaVp2-
Untereinheit keine Sequenzunterschiede in dieser Region bisher beschrieben sind. Trotzdem
galt es, die C-terminalen Sequenzen der erhaltenen Klone systematisch zu analysieren, da

beispielsweise fiir die CaVB1-Untereinheit SpleiBvorginge der V3-Region bekannt sind (50,
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70). Alle mittels der cDNS-Bibliotheken isolierten CaV2-Spleifivarianten besallen eine iden-
tische V3-Region.

Ein kleiner Teil des GSP kann durchaus an mRNS-Transkripte binden, die nicht exakt kom-
plementér sind. Es konnten aus den GSP-cDNS-Bibliotheken wie auch aus der P7-Random-
cDNS-Bibliothek CaVpB2-Volllangenklone erhalten werden, die weiteren Aufschluss iiber die
Exonabfolgen der CaVp2-Untereinheit gaben. Insgesamt wurden drei Klone, die Sequenzab-
schnitte 3> des GSP enthalten, aus den GSP-cDNS-Bibliotheken identifiziert - im Vergleich zu
36 spezifisch geprimten Klonen. Auch in den Arbeiten von Takahashi et al. (146) und Harry
et al. (63) wurden Volllingenklone analysiert, Foell et al. (50) sowie Herzig et al. (67) dage-
gen amplifizierten nur DNS-Fragmente, die die Sequenz des N-Terminus bis hin zur zweiten

konstanten Region kodierten.

5.1.3 Vergleich identifizierter CaVB2a-SpleiBvarianten in Mausherz

Es wurden vier verschiedene CaVf2-Spleivarianten identifiziert, die sich untereinander aus-
schlieBlich in ihrem Aminoterminus unterscheiden. Diese wurden anhand der Aminoséurese-
quenz ihres N-Terminus bzw. ihrer V2-Region nach der an Foell et al. (50) orientierten No-

menklatur als CaVB2a-N1, CaVp2a-N3, CaVB2a-N4 und CaVf2a-N5 benannt.

Bislang ist unklar, welche CaVB2-Spleiflvarianten in Herzgewebe koexprimiert sind und in
welchem Verhiltnis sie zueinander stehen. Teils kontroverse Resultate zu diesem Thema wur-
den in den letzten Jahren publiziert (168, 167, 50, 63). So sind beispielsweise die von Harry et
al. (63) beschriebenen CaVp2-Spleiflvarianten (siehe 4.1.1.5.2) mit Hilfe zweier aufeinander-
folgender PCR-Reaktionen identifiziert worden; wenn iiberhaupt, werden sie nur in sehr ge-
ringen Mengen in Herzgewebe exprimiert. Die identifizierten Spleilvarianten besitzen keine
C1- und C2-Regionen, die fiir viele Funktionen der CaVB2-Untereinheit eine essentielle Rolle
spielen (siche 2.4.2.1.1 und 2.4.2.1.2); andere besitzen nur einen Anteil der C1- und C2-
Region. Die von Harry et al. (63) als CaVB2g bezeichnete Variante enthielt erst nach nach-
traglicher Deletion der ersten 91 Aminosduren einen durchgingigen Leserahmen. Somit bleibt
fraglich, ob die Spleifivarianten in dieser Form tatsichlich in vivo existieren und fiir funktio-
nelle CaVP2-Untereinheiten kodieren. Im Weiteren werden deshalb die Publikationen von
Foell et al. (50) und Herzig et al. (67) zum Vergleich der Expression bestimmter CaV[2-
Spleiflvarianten in Herzgewebe herangezogen. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass Herzgewebe

von Hund (50) und Mensch (50, 67) diesen Untersuchungen zugrunde lag.
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Foell et al. (50) isolierten aus menschlichem Ventrikelmyokard vier der fiinf bekannten
CaVp2-N-Termini. CaVB2-N3 konnte nicht amplifiziert werden. Alle vier N-Termini kamen
in Kombination mit Exon 7A vor. Zusitzlich fanden Foell et al. noch drei weitere Splei3vari-
anten der V2-Region. Hierbei trat Exon 7B ausschlieBlich zusammen mit dem N4-Terminus
auf, wihrend Exon 7C jeweils in Kombination mit dem N1-, N2- oder N4-Terminus gefunden
wurde. Ein Klon mit N4-Terminus enthielt kein Exon 7. Herzig et al. (67) hingegen konnten
alle fiinf N-terminalen CaVP2-Spleiflvarianten aus menschlichem Ventrikelmyokard isolieren.
Auch wurde das Expressionsverhéltnis der Spleiflvarianten bestimmt. Dabei war CaVB2-N3
die am geringsten exprimierte Variante, wohingegen die Expression von CaVp2-N4 vor
CaVp2-N2 an erster Stelle stand. Die V2-Region wurde bei allen Klonen durch Exon 7A rep-

rasentiert.

In dieser Arbeit an Mausherz fanden sich beim Screening der cDNS-Bibliotheken vier der fiinf
bekannten CaVB2-N-Termini. Fiir den N2-Terminus konnte kein Klon isoliert werden. Auch
fiir den N3-Terminus wurde lediglich ein Klon gefunden. Alle sequenzierten Klone enthielten

einheitlich das Exon 7A unabhingig von ihrem N-Terminus.

5.1.3.1 N2-Terminus

Der Vergleich der Resultate von Foell et al. (50), Herzig et al. (67) und der Untersuchungen
dieser Arbeit deutet darauf hin, dass speziesspezifische Unterschiede in Bezug auf die Expres-
sion verschiedener CaVp2-Spleiflvarianten vorhanden sind. So scheint der N2-Terminus in
Herzgewebe von Maus nicht oder nur in sehr geringem Malle exprimiert zu sein, da ein sol-
cher Klon aus unseren cDNS-Bibliotheken nicht isoliert werden konnte und auch in der Litera-
tur kein Hinweis auf die Identifizierung des N2-Terminus in Mausgewebe existiert. Im Gegen-
satz dazu gibt es mehrere Publikationen, die eine Expression dieser N-terminalen

Spleiflvariante in Gewebe von Mensch und Kaninchen zeigen (67, 146, 72).

5.1.3.2 N3-Terminus

Die Frage nach der Expression des N3-Terminus in Herzgewebe bleibt weiterhin strittig. Beim
Vergleich der Literatur gelang es Arbeitsgruppen, diese Spleifivariante aus Herzgewebe zu
isolieren (67, 168, 119), wihrend andere negative Amplifikationsergebnisse erzielten (121,
50). Mittels der cDNS-Bibliotheken wurde ein einziger Klon fiir CaVp2-N3 gefunden, was fiir
eine Expression in Herzgewebe auf sehr niedrigem Niveau oder in einem anderen Gewebe,

z.B. in GefiBBmuskulatur oder Nerven spricht, da zur mRNS-Gewinnung das gesamte Herz
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verwendet wurde. Allerdings lies sich mit einem &dhnlichen methodischen Ansatz CaV2-N3

auch aus Kaninchenherz nicht isolieren (72, 121).

5.1.3.3 V2-Region

Auch die Frage nach CaVP2-Spleiflvarianten der V2-Region ist nicht eindeutig geklért. So-
wohl bei Herzig et al. (67) als auch in der vorliegenden Arbeit konnte nur Exon 7A aus Herz-
gewebe isoliert werden, wohingegen Foell et al. drei weitere Spleilvarianten der V2-Region
(Exon 7B oder 7C oder kein Exon 7) nachweisen. Exon 7B wurde in fritheren Veroffentli-
chungen bereits beschrieben, dabei allerdings ausschlieBlich aus neuronalen Geweben isoliert
und zwar aus Kaninchen- (72), Maus- (96) und Rattenhirn sowie Hippocampus von Mensch
(130). Ebenso wurde die Exon 7C-cDNS bereits 1993 von Rosenfeld et al. (130) mit Hilfe von
mRNS aus menschlichem Hirn isoliert. AuBer in der Untersuchung von Foell et al. (50) wur-
den Exon 7B und 7C bisher nicht im Herzen identifiziert. Das Herausspleilen des Exon 7
wurde ebenfalls bisher nur von Foell et al. beobachtet. Diese Arbeitsgruppe verwendete zur
mRNS-Herstellung keine isolierten Kardiomyozyten, sondern intaktes Ventrikelgewebe, von
Hunden oder von humanen Spenderherzen, die fiir eine Transplantation nicht mehr geeignet
waren (vgl. 5.1.2.2). Moglicherweise enthielt dieses Ausgangsmyokard auch nicht-kardiale

Gewebsanteile wie Nerven, Binde- und Fettgewebe.

Aufgrund der Ergebnisse in der vorgelegten Arbeit ist davon auszugehen, dass Exon 7A das
dominierende Exon der V2-Region im Herz von Maus darstellt. Eine geringgradige Expressi-

on der anderen beschriebenen Spleivarianten kann allerdings nicht ausgeschlossen werden.

5.1.3.4 V3-Region

Hinsichtlich der V3-Region scheint kein alternatives Spleifien der CaVp2-Untereinheit stattzu-

finden, da sich weder in dieser Arbeit noch in der Literatur Hinweise darauf ergaben.

5.1.3.5 Kopplung von SpleiBvorgangen der V1- und V2-Region

Hinsichtlich einer moglichen Kopplung von alternativen Spleilvorgdngen zwischen N-
Terminus und V2-Region ergibt sich weder in dieser Arbeit noch in der Publikation von Her-
zig et al. (67) eine Korrelation zwischen den Exons. Alle fiinf CaVp2-N-Termini werden zu-
sammen mit Exon 7A der V2-Region exprimiert. Foell et al. (50) zeigen, dass der N4-
Terminus zusdtzlich zusammen mit Exon 7B, 7C oder ohne Exon 7 auftritt und der N1-
Terminus mit Exon 7C. Ob die anderen N-Termini nicht mit diesen Spleilvarianten zusam-

men exprimiert werden, bleibt unklar, da der N4-Terminus entsprechend der hier aufgefiihrten
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Resultate im Herz von Maus sowie der Verdffentlichung von Herzig et al. (67) im Herz von
Mensch den am haufigsten exprimierten N-Terminus in diesen Geweben darstellt. Dadurch
steigt die Wahrscheinlichkeit, Splei3varianten mit diesem N-Terminus zu entdecken. Es ist
denkbar, dass in geringerem Mal3e exprimierte Spleilvarianten, die wiederum ein zu Exon 7A,
nach unseren Ergebnissen das hdufigste Exon der V2-Region in Herzgewebe, differierendes
Exon besitzen, durchaus vorhanden sind, nur in sehr geringer Anzahl und bisher nicht detek-

tiert wurden.

Insgesamt scheint somit keine Korrelation der Spleiivorginge zwischen V1- und V2-Region

zu bestehen.

5.1.3.6 AbschlieBende Bemerkungen zu in Herzgewebe vorhandenen
CaVp2-SpleiBvarianten

Nach Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit sowie der oben aufgefiihrten Veréffentlichun-
gen kann davon ausgegangen werden, dass die hier verwendete Methode, die Erstellung von
cDNS-Bibliotheken und Durchmusterung mit Hybridisierungssonden durchaus geeignet ist,
um die dominierenden CaVP2-Spleilvarianten in Herzgewebe sowie ihre relative Expressi-
onshdufigkeit zu bestimmen. Ein wesentlicher Vorteil gegeniiber der in den anderen Studien
verwendeten Methode der PCR-Amplifikation ist, dass keine limitierenden Vorgaben iiber die
Wahl der Primer erfolgte und dass das relative Expressionsverhiltnis der Spleifivarianten er-
halten blieb. Bei alleiniger PCR-Amplifikation werden dagegen auch Transkripte, die physio-

logischerweise kaum in der Zelle exprimiert sind, vervielfaltigt.

Das néchste Ziel wire CaVp2-SpleiBvarianten als Vollléngen-cDNS in einzelnen Kardiomyo-
zyten zu identifizieren. Ein erster Schritt wurde in dieser Arbeit, wie in den Abbildungen 25,
26 sowie 28 bis 30 gezeigt, bereits durchgefiihrt, in dem - allerdings gezielt - mittels PCR
einzelne CaVB2-DNS-Fragmente aus isolierten Kardiomyozyten und aus zu Kardiomyozyten

differenzierten embryonalen Stammzellen amplifiziert und sequenziert wurden.

5.1.4 Expressionsverhaltnis der CaVB2-SpleiBvarianten in Mausherz

5.1.4.1 Untersuchung des entwicklungsabhangigen

Expressionsverhaltnisses der CaVB2-SpleiBvarianten

In Abschnitt 5.1.3 wurden die nach dem Ergebnis der cDNS-Bibliotheken in Maus-
Herzgewebe exprimierten CaVp2-Spleilvarianten dargestellt. Es ergab sich hierbei kein Hin-
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weis auf eine spezifische fetale bzw. adulte Spleifivariante, die das sich verindernde Protein-
muster des oben beschriebenen Western Blots erklidren konnte. Da das gleichzeitige Vorkom-
men verschiedener CaVB2-Spleiivarianten in Herzgewebe beschrieben ist (50, 67) und durch
die Ergebnisse des Screenings der cDNS-Bibliotheken bestitigt wurde, wurde davon ausge-
gangen, dass diese in einem bestimmten Expressionsverhdltnis zueinander stehen, das sich

altersabhingig dndert und zu dem im Western Blot sichtbaren Proteinmuster fiihrt.

5.1.4.1.1. Zusammensetzung in der Western Blot-Analyse sichtbarer

Banden erldutert anhand der Ergebnisse der cDNS-Bibliotheken

Es wurde erwartet, dass sich bei Analyse der cDNS-Klone aus den P7-cDNS-Bibliotheken ein
verhéltnisméfBig hoheres Vorkommen einer CaVB2-Spleillvariante 1dngerer Nukleotidsequenz
ergibt, die dem in diesem Entwicklungsstadium sichtbaren 74 kDa-Protein entspricht. Dage-
gen sollte in der cDNS-Bibliothek aus adulter mRNS eher eine CaVp2-Variante mit hoherer
elektrophoretischer Mobilitit (68 kDa) identifiziert werden. Dies bedeutet, dass eine Variante
mit kiirzerer Nukleotidsequenz eher dominierend sein sollte. CaV[32a-N1 ist ein Kandidat fiir
die in fetalen und neonatalen Stadien dominierende Variante, da diese Variante ein entspre-
chendes Molekulargewicht von 74 kDa besitzt und mittels der cDNS-Bibliotheken isoliert
werden konnte. Die in adultem Herzgewebe dominierende Form konnten CaVfp2a-N3 (68,1
kDa), CaVB2a-N4 (68,0 kDa) oder auch CaVP2a-N5 (68,8 kDa) darstellen; alle drei
Transkripte dieser Spleilvarianten wurden in den cDNS-Bibliotheken nachgewiesen. CaVp2a-
N3 scheidet allerding als mdglicher Kandidat aufgrund des Befunds aus, dass nur einer von 13
c¢DNS-Klonen, die aus der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek isoliert wurden, den CaVf2a-N3
spezifischen N-Terminus kodierte. Dieses Ergebnis spricht gegen ein dominierendes Vor-
kommen der CaVp2a-N3 in Mausherzgewebe, zumal auch in weiteren Versuchen mit isolier-

ten Kardiomyozyten diese Variante nicht amplifiziert werden konnte.
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P7-GSP-cDNS-Bibliothek P7- Random-cDNS- Adult-GSP-cDNS-

Bibliothek Bibliothek
CaVp2a-N1 4/27 10/20 2/13
CaVp2a-N3 - - 1/13
CaVp2a-N4 20/27 10/20 8/13
CaVp2a-N5 3/27 - 2/13

Tabelle 44: Vergleich der mittels cDNS-Bibliotheken erhaltenen fiir CaVB2-Spleilvarianten kodieren-

den Klone

Wie Tabelle 44 zeigt, wurden fiir die beiden P7-cDNS-Bibliotheken etwas unterschiedliche
Ergebnisse erhalten. So zeigt sich in der P7-Random-cDNS-Bibliothek ein dquivalentes Ver-
héltnis fiir ein Protein mit 74 kDa Molekulargewicht (CaVp2a-N1) sowie eines mit 68 kDa
Molekulargewicht (CaVB2a-N4). Andere Varianten konnten nicht isoliert werden. Die Zu-
sammenfassung der Ergebnisse der P7-GSP-cDNS-Bibliothek dagegen zeigt die dominierende
Expression der CaVp2a-N4 mit 20 von 27 analysierten Klonen; es folgen CaVp2a-N1 bzw.
CaVp2-N5, die mit vier bzw. drei Klonen vertreten sind. CaV[p2a-N3 wurde nicht gefunden.
Insgesamt wurden in dieser Bibliothek 23 von 27 Klonen, die fiir ein Protein von 68 kDa-
kodieren sowie vier von 74 kDa Molekulargewicht, isoliert. Im Vergleich mit den Ergebnissen
der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek zeigt sich ein dhnliches Expressionsverhdltnis der CaVp2a-
Spleivarianten wie bei der P7-GSP-cDNS-Bibliothek mit CaVB2a-N4 als dominierende
Spleiflvariante vor CaVB2a-N1 und CaVp2a-N4. Die Splei3varianten, die in der Western Blot-
Analyse die untere Bande darstellen konnten (CaVp2a-N3, CaVB2a-N4, CaVp2a-N5), zeigen
auch hier eine zahlenméflige Dominanz von 11 von 13 analysierten Klonen. CaVf2a-N1 als

,lange* Variante ist lediglich mit zwei von 13 Klonen représentiert.

Das in der Western Blot-Analyse zu erkennende Proteinmuster der CaVB2-Varianten wurde
somit von der Adult-GSP-cDNS-Bibliothek nur teilweise bestétigt. Es wurde zwar eine Domi-
nanz von Transkripten gefunden, die fiir das 68 kDa-Protein im Western Blot verantwortlich
sind. Es wurden allerdings auch zwei CaVB2a-N1-Klone isoliert, die flir ein Protein von 74
kDa Molekulargewicht kodieren. Mdglicherweise reicht die Expression von CaVf2a-N1 nicht
aus, um im Western Blot vom Antikorper erkannt zu werden. Da aus der P7-GSP-cDNS-
Bibliothek aber ebenfalls nur vier von 27 Klonen CaV[p2a-N1-Klone reprisentieren, zum Zeit-
punkt P7 das 74 kDa-Protein jedoch gut sichtbar ist, kann dieser Erkldrungsansatz nur mit
Vorbehalt in Betracht gezogen werden. Das Ergebnis des Western Blots hiangt ab von der Ex-

pressionsrate des Proteins und der Sensitivitdt und Spezifitit des verwendeten Antikorpers. Da
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fiir die gezeigten Western Blots der gleiche Antikdrper verwendet wurde, ldsst sich aus der
Haufigkeit der gefundenen Klone moglicherweise nicht auf die relative Expressionsrate
schlieBen. Moglicherweise spiegelt die zufallsgeprimte Bibliothek die tatsdchlichen Expressi-
onsverhiltnisse wider. Die ,,Zufallsprimer” sind ein Gemisch aus Hexanukleotiden in den
moglichen 4096 Kombinationen, die idealerweise in einem dquimolaren Verhéltnis vorliegen
und mit denen das Transkriptom représentativ in Erststrang umgeschrieben werden kann. Da-
gegen ist der Gen-spezifische Primer ein einziges Molekiil, das komplementir zu einem Teil
der CaVB2-Sequenz ist, die allen CaVp2-Varianten gemeinsam ist, das aber eventuell nicht in
gleicher Weise an die komplementére Sequenz gelangt - sei es wegen unterschiedlicher drei-
dimensionaler Struktur der RNS einzelner CaV[2-Varianten, sei es wegen der gleichzeitigen

Kreuzhybridisierung mit anderen Sequenzen.

5.1.4.1.2. Veranderung des in der Western Blot-Analyse sichtbaren

CaVpB2-Bandenmusters

Ordnet man die gefundenen cDNS-Klone dem 74 kDa- (CaV[2a-N1) und dem 68 kDa-Protein
(CaVP2a-N4 bzw. -N5) zu, berechnet dann das relative Verhéltnis zueinander (Tabelle 45),
sollte - entsprechend der Ergebnisse der zufallsgeprimten cDNS-Bibliothek - die beiden Pro-
teinbanden im Western Blot identisch sein. Richtet man sich dagegen nach dem aus der P7-
GSP-cDNS-Bibliothek erhaltenen Verhéltnis, miisste das Signal der unteren Bande 5,7-fach
starker sein (0,85/0,15). Tatsdchlich ist an P7 das 68 kDa-Protein deutlich stirker exprimiert.
Entsprechend scheinen die Ergebnisse der P7-GSP-cDNS-Bibliothek eher das Proteinmuster
der Western Blot-Analyse widerzuspiegeln, als die Ergebnisse des zufallsgeprimten P7-
Ansatzes. Das Ergebnis der GSP-cDNS-Bibliothek-Adult ergibt ein deutliches Uberwiegen
der Anzahl der Klone, die firr das 68 kDa-Protein verantwortlich sind. Hier berechnet sich die
Intensitdt der unteren Bande (0,77/0,15) 5,1-fach stirker als diejenige der oberen Bande. Im
Vergleich zur zufallsgeprimten P7-cDNS-Bibliothek hitte die 68 kDa-Bande im Verlauf an
Signalstirke gewonnen, wéhrend sich eine deutliche Abnahme der Signalstirke der 74 kD-
Bande ergébe. Dies korreliert gut mit der in Abbildungen 7 und 15 dargestellten Western Blot-
Analyse, bei der die obere Bande an P28 nicht mehr sichtbar ist. Fiir die Ergebnisse der P7-
GSP-cDNS-Bibliothek hingegen ergébe sich bei Vergleich mit den Ergebnissen der GSP-
cDNS-Bibliothek-Adult keine Verdnderung des Proteinmusters, da sich das zahlenméBige
Verhiltnis der Spleiivarianten, die die obere bzw. untere Bande bilden, im Verlauf kaum é&n-
dert. Dies entspricht nicht dem Ergebnis des wiederholt durchgefiihrten Western Blots (Abbil-
dungen 7 und 15).
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68 kDa Bande 74 kDa Bande
P7 Zufallsprimer 10/20=0,5 10/20=0,5
P7 GSP 23/27=0,85 4/27=0,15
Adult GSP 10/13 =0,77 2/13=0,15

Tabelle 45: Relativer Anteil der in den cDNS-Bibliotheken gefundenen Klone an dem 68 kDa- bzw. 74
kDa-Protein

Aufgrund dieser Resultate bewegt sich das reale Expressionsverhéltnis an Tag sieben (P7)
zwischen den Ergebnissen der zufallsgeprimten cDNS-Bibliothek und der GSP-cDNS-
Bibliotheken.

5.1.4.2 Vergleich des aus den cDNS-Bibliotheken erhaltenen
Expressionsverhaltnisses der CaVB2-SpleiBvarianten mit der

Publikation von Haase et al. (61)

Die Arbeitsgruppe von Haase et al. (61) prasentierte in ihrer Veroffentlichung aus dem Jahr
2000 Western Blot-Ergebnisse zur CaVp2-Expression wéhrend verschiedener Entwicklungs-
stufen von Ratte (Abbildung 57, rechts). Insgesamt vier Proteine wurden von dem Antikorper,
den diese Arbeitsgruppe benutzte, erkannt, wovon drei moglicherweise CaVp2-Untereinheiten
reprasentieren. Haase et al. fokussieren auf zwei Proteine von 90 und 85 kDa, die mit den 74
und 68 kDa Proteinen dieser Arbeit korrespondieren konnten. Hierzu setzten sie die Signalin-
tensitidt des Western Blots zur aufgetragenen Gesamtproteinmenge in Beziehung, definierten
die grofite Signalstirke der jeweiligen Bande zu einem bestimmten Zeitpunkt densiometrisch
als optische Dichte 1 und setzten sie zu den weiteren Signalstdrken ins Verhiltnis. Daraus

ergaben sich die in Tabelle 46 und Abbildung 58 dargestellten Werte (aus Haase et al. (61)).

85 kDa Bande 90 kDa Bande
Optische Dichte P1-3 1 (100%) 1 (100%)
Optische Dichte P28 ~0,9 (90%) ~ 0,35 (35%)
Optische Dichte P72 ~ 0,9 (90%) ~ 0,25 (25%)

Tabelle 46: Relative Signaldichte der 90 und 85 kDa Proteine im Western Blot nach Haase et al. (61)

Haase et al. (61) verglichen nicht die Signalintensitdt des 90 und 85 kDa Proteins im Western
Blot, sondern stellten nur eine Verlaufsbeobachtung der jeweiligen Signalstirke der beiden

Banden dar.
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Abbildung 58: graphische Darstellung des Verlaufs der Signalstirken der beiden Banden
in der Western Blot-Analyse

Es wurde jeweils eine maximale optische Dichte von 1 fiir beide Banden an P1 bis P3 be-
stimmt, was bedeutet, dass beide Varianten zu diesem Zeitpunkt maximal exprimiert sind. Im
Verlauf verringert sich die Signalstirke fiir die untere Bande mit zunehmendem Alter der Rat-
ten kaum, wéhrend die optische Dichte fiir die obere Bande auf einen Wert von 0,2 abnimmt.
Man erkennt, dass die untere Bande an Tag E20 erst 60% ihrer maximalen optischen Dichte
besitzt im Gegensatz zur oberen Bande, die schon an E20 ihre maximale optische Dichte er-
reicht. Vergleicht man diese Ergebnisse mit den im Rahmen dieser Arbeit gefundenen cDNS-
Klonen gibt es Ubereinstimmung hinsichtlich der in der zufallsgeprimten Bibliothek hiufiger
gefundenen CaVp2a-N1 Variante (74 kDa). Orientiert man sich am Vergleich der beiden
GSP-cDNS-Bibliotheken, ldsst sich diese Abnahme der CaVB2-N1-Expression bzw. des Sig-
nals der oberen Bande nicht nachvollziehen. Betrachtet man das Ergebnis der GSP-Adult-
cDNS-Bibliothek isoliert, passt das Ergebnis von Haase et al. gut zu den Resultaten der
cDNS-Bibliothek, da die untere Bande weiterhin eine hohe optische Dichte zeigt, wihrend die
obere stark an Signalstirke abnimmt, was der dominierenden Expression von Spleifivarianten,
die die untere Bande bilden zur im Vergleich zu einer geringen CaVp2-N1-Expression ent-
spricht. So scheinen im Vergleich hier erhaltener Ergebnisse mit der Arbeit von Haase et al.
(61) die Resultate der zufallsgeprimten P7-cDNS-Bibliothek und die GSP-cDNS-Bibliothek-

adult am ehesten das Expressionsverhéltnis der CaV2-SpleiBvarianten widerzuspiegeln.

Zu bedenken gilt, dass die Untersuchungen bei Haase et al. (61) mit Rattenherzgewebe und
nicht mit Mausherzgewebe durchgefiihrt wurden und speziesspezifische Verdnderungen des
Expressionsmusters nicht ausgeschlossen werden konnen, obwohl Maus und Ratte phylogene-
tisch nahe Verwandte sind. Zudem sind die von Haase et al. verwendeten Antikorper nicht in
gleicher Weise an Proteinfraktionen von CaVp2-defizienten Tieren validiert. Insofern ist auch

keineswegs klar, inwieweit die Molekulargewichte 90 kDa versus 74 kDa bzw. 68 kDa versus
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85 kDa auf unterschiedlichen Gelsystemen oder auf nicht identischen bzw. nicht orthologen

Proteinen beruhen.

5.1.4.3 Vergleich des aus den cDNS-Bibliotheken erhaltenen
Expressionsverhaltnisses der CaVB2-SpleiBvarianten mit der

Publikation von Herzig et al. (67)

Herzig et al. (67) untersuchten das Expressionsverhéltnis der CaVB2-Spleilvarianten in adul-
tem menschlichen Ventrikelmyokard. Mittels Real-time-PCR mit Aminoterminus-spezifischen

Primern erhielten sie Amplifikate aller fiinf bekannten N-terminalen Spleilvarianten.

[P
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Abbildung 59: graphische Darstellung des Expressionsverhéltnisses der CaVB2-Spleilvarianten in adul-

tem menschlichen Ventrikelmyokard nach Herzig et al. (67)

Die quantitative Analyse brachte folgendes Ergebnis:
0 CaVp2-N4 ~150000 Kopien (95%, bezogen auf die Gesamtzahl analysierter Kopien)
0 CaVp2-N2 ~5000 Kopien (3%)
0 CaVp2-N1 ~2400 Kopien (1,5%)
0 CaVp2-N5 ~500 Kopien (0,3%)

0 CaVB2-N3...~200 Kopien (0,2%).

Im Vergleich hierzu die Ergebnisse der cDNS-Bibliothek dieser Arbeit (Mausherz, adult):
0 CaVp2-N4 8 von 13 Klonen (62%)
0 CaVp2-N2...kein Klon isoliert
0 CaVf2-N1 2 von 13 Klonen (15%)
0 (CaVp2-N5....2 von 13 Klonen (15%)

0 CaVp2-N3....1 von 13 Klonen (8%).
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Man sieht, dass sowohl bei Herzig et al. (67) als auch bei unseren Ergebnissen die CaV[2-N4
in Herzgewebe die am héufigsten exprimierte Spleilvariante, gefolgt von CaVB2-N1 und
CaVp2-N5 ist, wenn auch die Prozentsitze fiir die jeweilige Spleif3variante voneinander ab-
weichen. Herzig et al. konnten zudem die CaVP2-N2 als zweithdufigste Variante in menschli-
chem Myokard identifizieren, wiahrend in den cDNS-Bibliotheken dieser Arbeit kein entspre-
chender Klon isoliert werden konnte. In beiden Forschungsarbeiten wurde die CaVB2-N3 nur
in einem niedrigen Prozentsatz gefunden (siehe 5.1.3.2 bzw. 5.2.1). Somit bestitigt die Publi-
kation von Herzig et al. (67) in vielen Punkten die Resultate der cDNS-Bibliotheken dieser
Arbeit. Unterschiede im Expressionsverhéltnis der CaVPB2-Spleiflvarianten konnen durch die
verschiedenen Bestimmungsmethoden verursacht sein, wobei wie in 5.1.2.5 erldutert, die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendetet Methode sehr zuverlédssige Ergebnisse erbringen
sollte. Die in Bezug auf den N2-Terminus differierenden Ergebnisse wurden in 5.1.3.1 bereits

diskutiert.

5.1.5 Rekonstituierung des Bandenmusters in der Western Blot-
Analyse mit den durch die cDNS-Bibliotheken identifizierten
CaVB2-SpleiBvarianten

Man erkennt aus Abbildung 31, dass mit den drei in den cDNS-Bibliotheken am héufigsten
gefundenen Spleiflvarianten der CaVp2-Untereinheit (CaVp2a-N1, -N4 und -N5) das Ban-
denmuster der in Abbildung 7 gezeigten Western Blot-Analyse rekonstituiert werden kann.
Dazu werden zumindest zwei der drei Spleilvarianten benotigt, wobei CaVB2-N1 allein fiir
die obere Bande steht und CaVP2-N4 und/oder CaV[2-NS5 fiir die untere. Geht man vom Er-
gebnis der P7-Random-cDNS-Bibliothek aus, in der nur die Spleiflvarianten CaVB2-N1 und
CaVp2-N4 gefunden wurden, wiirde CaVP2-N1 das Signal fiir die sogenannte fetale Bande
stellen, wihrend CaVp2-N4 allein die untere Bande bilden wiirde. Im Gegensatz dazu bestiin-
de die untere Bande ausgehend von den Ergebnissen der P7-GSP-cDNS-Bibliothek aus
CaVp2-N4 und CaVP2-N5 und laut der GSP-Adult-cDNS-Bibliothek-adult sogar aus CaV[f32-
N3, CaVp2-N4 und CaV2-N5.

Denkbar ist, dass sich die Expression der Spleilvarianten, die die untere Bande bilden, im
Verlauf der Mausentwicklung dndert. Da momentan keine fiir den jeweiligen N-Terminus der
CaV2-Spleilvarianten spezifischen Antikdrper zur Verfiigung stehen, kann die Zusammen-
setzung des nativen Gewebes auf Proteinebene leider nicht ndher in Bezug auf diese Fragestel-
lung untersucht werden. Wie in Abbildung 31 sichtbar, konnen die 68 kDa Banden von

CaVf2a-N4- und -N5-Proteinen nicht unterschieden werden.
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Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die in den cDNS- Banken gefundenen
CaVp2-Spleivarianten CaVp2a-N1, -N4 und -N5 das in Proteinfraktionen von nativen Her-

zen gefundene CaVp2-Proteinmuster rekonstituieren.

5.2 Polymerase-Kettenreaktion mit isolierten
Kardiomyozyten

5.2.1 One-Step RT-PCR mit isolierten Kardiomyozyten

Die PCR mit isolierten Kardiomyozyten diente vornehmlich der Frage, ob alle aus den cDNS-
Bibliotheken isolierten Isoformen tatséchlich auch in isolierten Herzmuskelzellen vorhanden
sind, oder ob sie aus mRNS anderer Zellen und Gewebe des Herzens isoliert worden waren.
Dabei galt der CaVP2-N3 besonderes Augenmerk, da in der Literatur widerspriichliche Ergeb-

nisse zu ihrer Expresssion vorliegen (siche 5.1.3.2).

Wie im Ergebnisteil dokumentiert (4.1.2.1) konnten aus isolierten Kardiomyozyten unter-
schiedlicher Altersstufen bzw. Herkunft die CaVp2-Spleilvarianten CaVB2-N1, CaVp2-N4
und CaVP2-N5 mittels One-Step-RT-PCR amplifiziert werden. Die Ergebnisse zeigen zum
einen, dass CaVP2-N3 nicht bzw. nur in hdchst geringem Mafe unterhalb der zur PCR-
Amplifikation benétigten Menge in Kardiomyozyten exprimiert wird. Fiir die These, dass der
einzige in der GSP-Adult-cDNS-Bibliothek gefundene CaV[p2-N3-Klon aus einem anderen
Gewebetyp stammt, spricht, dass die PCR eine der sensitivsten Methoden ist, um geringste
Transkriptmengen in einer Zelle nachzuweisen. Wire die CaVP2-N3 in der Herzmuskelzelle
so selten, dass sie mit PCR nicht nachweisbar ist, ist es ebenfalls unwahrscheinlich, einen
CaVp2-N3-Klon in den ¢cDNS-Bibliotheken zu erhalten. Zum zweiten ldsst das Ergebnis
Raum fiir verschiedene Interpretationen in Bezug auf Lokalisation und Funktion der einzelnen
CaV2-SpleiBvarianten. Es ergibt sich beispielsweise die Moglichkeit einer unterschiedlichen
lokalen Verteilung der CaVp2-Varianten, epikardial vs. endokardial; atriale vs. ventrikulére
Kardiomyozyten, oder des Vorkommens mehrerer Spleivarianten nebeneinander in einer
Zelle. Um zu untersuchen, ob letzteres zutrifft, wurde die in 4.1.2.2 beschriebene One-Step
RT-PCR mit einzelnen isolierten adulten Mauskardiomyozyten und zwei verschiedenen N-

Terminus-spezifischen Primern pro Ansatz durchgefiihrt.
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5.2.2 One-Step RT-PCR mit einzelnen isolierten adulten

Mauskardiomyozyten

Die Ergebnisse dieser Experimente mit einzelnen adulten Mauskardiomyozyten zeigen die
Koexpression mehrerer CaVp2-Spleiivarianten in einer Herzmuskelzelle. Dies wurde bisher
in keiner Publikation zu diesem Thema dargestellt. Im PCR-Ansatz mit Forward-Primern fiir
CaVp2-N1 und CaVp2-N4 ergab sich fiir jeden der zehn Reaktionsansitze ein Amplifikat der
CaVp2-N4, wihrend nur bei einem Reaktionsansatz im Gel nachweisbare Banden der CaV[32-
N4 und CaVp2-N1 erhalten wurden. Im Ansatz mit CaVP2-N1- und CaVP2-N5-spezifischen
Primer konnten entsprechende DNS-Fragmente der Grofe des CaVp2-N5-Fragments amplifi-
ziert werden, fir CaVB2-N1 ergab sich in dieser Kombination kein korrelierendes DNS-

Fragment im Gel.

Anhand der erhaltenen Ergebnisse scheint es, dass die CaV[p2a-N4 in einem Grofiteil, wenn
nicht in allen Kardiomyozyten exprimiert wird, da in 13 PCR-Ansétzen stets ein spezifisches
DNS-Fragment amplifiziert wurde. Fiir CaV2a-N5 ergaben sich aus zehn PCR-Ansétzen vier
mit den korrekten Amplifikaten, fiir CaVB2a-N1 ergab nur einer von 23 Ansétzen ein Ampli-
fikat, in welchem zusétzlich cDNS-Fragmente fiir CaVB2-N4 nachgewiesen werden konnten.
In Bezug auf CaVp2a-N5 kann man annehmen, dass diese Spleifivariante nicht in jeder Herz-
zelle vorhanden ist, was die negativen PCR-Ergebnisse mancher Ansétze erkléren konnte.
CaV[2a-N1 scheint sehr selten in den adulten Kardiomyozyten exprimiert zu sein, da nur in
einer von 23 PCR-Reaktionen die Amplifikation eines entsprechenden Fragments erfolgte. Ob
tatséchlich in einigen Kardiomyozyten nur eine einzelne CaV2-Spleifivariante exprimiert
wird, ldsst sich mittels dieser PCR-Methode nicht nachweisen, da man hierzu spezifische Pri-
mer aller fiinf CaVB2-Spleifivarianten in einem PCR-Ansatz vereinen miisste oder die als Mat-
rize verwendete RNS einer einzelnen Zelle auf fiinf Reaktionen verteilen miisste. Beides ist
zur Zeit nicht praktikabel, da bei der in einer einzelnen Zelle vorhandenen geringen
Transkriptmenge der Spleilvarianten eine ausreichende Amplifikation zum Nachweis entspre-
chender Fragmente im Gel deshalb kaum zu erwarten wire. Aulerdem unterscheiden sich vier
der fiinf potentiellen Fragmente kaum in ihrer Nukleotidldnge, so dass sie im Agarosegel nicht
ausreichend aufgetrennt werden kdnnten. Man miisste somit die Fragmente aus dem Gel iso-
lieren, in Vektoren klonieren und nachfolgend auf Inserts entsprechend der Fragmente fiir die
fiinf CaVp2-Spleilvarianten hin analysieren. Somit ldsst sich nur im Umkehrschluss zeigen,
dass mehr als eine CaVP2-Spleilvariante pro Zelle vorkommen kann. Geht man nun davon
aus, dass mehrere CaV2-Spleifivarianten nebeneinander in einer einzelnen Zelle vorkommen,

stellt sich die Frage, ob sie jeweils eine spezifische Lokalisation und/oder Funktion besitzen.
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Mehrere Schliisse sind mdglich. Zum einen konnte eine Spleifivariante fiir den Membrantrans-
port und eine andere fiir die Modulation der Ca®*-Kanal-Eigenschaften zustindig sein. Eine
andere Moglichkeit ist, dass jede Spleifivariante die ihr benachbarten Kanéle spezifisch modu-
liert und dass durch die Kombination der Spleifvarianten die Ca**-Kanal-Eigenschaften ge-

steuert werden.

Bis heute konnte nicht vollstindig geklirt werden, ob ein voll funktionsfahiger L-Typ Ca®'-
Kanal aus einer CaVa,1.2-Untereinheit besteht, die mit einer einzigen oder mehreren CaV-
Untereinheit(en) assoziiert ist. Dies ldsst offen, ob eine oder mehrere, identische oder unter-
schiedliche CaVp2-Untereinheiten fiir eine physiologische Kanalfunktion vonnéten sind. In
einer Verdffentlichung von Dalton et al. (35) wird berichtet, dass ein einziges CaV2-Molekiil
sowohl fiir den Membrantransport der CaVa,1.2-Untereinheit als auch fiir die Modulation der
Leitungseigenschaften des Kanals ausreicht. Um dies zu untersuchen, fusionierten Dalton et
al. (35) CaVP2-N4 mit dem C-Terminus der CaVa,1.2-Untereinheit. Expression dieses Fusi-
onsproteins hatte anndhernd identische Auswirkungen auf die gemessenen Parameter wie die
Koexpression von CaVa,1.2-Untereinheit und CaVp2-N4. Eine zusétzliche Expression von
CaVp2-N3 brachte keine Veridnderung des Stroms mit sich, was gegen einen modulatorischen
Zusatzeffekt der CaVP2-N3-Untereinheit oder die Notwendigkeit einer parallelen Wirkung
von mehr als einer CaVf2-Spleivariante am Kanal spricht. Dieses Ergebnis ist allerdings mit
Vorbehalt zu betrachten, da die Fusion der CaVp2-N4 mit der CaVa,1.2-Untereinheit eine
konstante Néhe dieser Spleilvariante zum Kanal bedingt, was einen verdringenden Effekt auf
die freie koexprimierte CaVB2-N3 haben konnte, so dass diese nicht nahe genug an den Kanal
herantreten kann und folglich keine mit den physiologischen libereinstimmenden Bedingungen

vorhanden sind.

Zwischen CaVa,1.2-Untereinheit und CaVp2-Untereinheit besteht keine kovalente Bindung.
Bei Dalton et al. (35) wurde durch die Fusion der beiden Untereinheiten eine stdndige Interak-
tion immer derselben CaVf2-Untereinheit bzw. -Spleifivariante mit ihrer zugehorigen CaV-
a; 1.2-Untereinheit erzwungen. Es ist durchaus denkbar, dass freie CaVB2-Untereinheiten nicht
spezifisch allein fiir eine CaVa,1.2-Untereinheit zustidndig sind. So setzt das ,,single-CaV -
binding“-Modell (11) voraus, dass nach Transport des CaVa,1.2-CaVp2-Komplexes zur
Plasmamembran die CaVp2-Untereinheit von diesem Komplex abdissoziiert und reversibel an
vorhandene Ca®*-Kanile bindet, die bereits in der Membran sind. Die Steuerung der Stimula-
tion von Kanélen durch die CaVp2-Untereinheit hidngt von der CaVB2-Konzentration im Zy-
tosol ab. Zur weiteren Feinabstimmung dieser Steuerung konnten die CaV[p2-Spleiivarianten

dadurch beitragen, indem ihre Expressionsverhiltnisse speziell an die aktuellen Bediirfnisse
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der Zelle angepasst wéren. Weitere Untersuchungen zu diesem Thema miissen zeigen, ob eine
Notwendigkeit der parallelen Expression verschiedener CaVp2-Untereinheiten in einer Herz-
muskelzelle besteht und worin deren spezifische Funktionen liegen. Hier durchgefiihrter For-
schungsarbeiten zeigen, dass eine Koexpression mehrerer CaVp2-Spleilvarianten in einer

Herzmuskelzelle existiert.

5.3 Untersuchung der CaVB2-Untereinheit auf Proteinebene

5.3.1 Interaktion der CaVp2-Isoformen

Wie in 2.4.2.1 beschrieben, bestehen Strukturhomologien zwischen CaVp2-Untereinheiten
und der Familie der membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUK). Wie MAGUK besitzen
CaVp-Proteine eine SH3- (C1-Region) sowie eine Nukleotidkinase-(C2-Region) Doméne.
Hierbei stellt die NK-Doméne in MAGUKSs eine Proteinbindungsdomine dar (138), die zu-
satzlich zur Bindung anderer Proteine auch die SH3-Doméne bindet. Diese Bindung kann in
einer intermolekularen Form stattfinden, wobei MAGUK-Oligomere gebildet werden. Es do-
miniert jedoch die intramolekulare SH3-NK-Bindung (111). Bei CaVB2-Untereinheiten beein-
flussen diese Dominen unter anderem die Inaktivierungseigenschaften des Ca*"-Kanals (101).
McGee et al. (101) beschreiben, dass die SH3- und die NK-Dominen von CaVf2-
Untereinheiten miteinander interagieren. CaVp2-Untereinheiten, die Mutationen in entweder
der einen oder der anderen Doméne enthalten, zeigen Interaktionen mit anderen CaV[2-
Molekiilen, bei welchen die entsprechende Doméne intakt ist. Durch diese intermolekulare
Interaktion kdnnen die mutierten CaVp2-Untereinheit die Modulationseigenschaften der intak-
ten CaVp2-Proteine in Bezug auf den Ca**-Strom wiedererlangen, was sich in entsprechenden
Verianderungen bei elektrophysiologischen Messungen zeigt. Ebenso wie bei den MAGUKSs
scheint bei intakten CaVp2-Untereinheiten die intramolekulare SH3-NK-Bindung eine inter-

molekulare Interaktion mit anderen CaVp2-Untereinheiten weitgehend zu verhindern (101).

In dieser Arbeit konnten wir sowohl durch die Co-Immunoprézipitation als auch durch das
Crosslinking-Experiment zeigen, dass auch native CaVp2-Untereinheiten miteinander inter-
agieren. Ob dieser Interaktion eine SH3-NK-Bindung zugrunde liegt oder andere Regionen der
CaV2-Proteine eine Rolle spielten, wurde in Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Da die
intramolekulare Zusammenlagerung der SH3- und NK-Doménen der CaVB2-Proteine jedoch

einen essentiellen Beitrag zur dreidimensionalen Struktur dieser Untereinheit leisten (100),
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sind wahrscheinlich andere Doménen Grundlage der Interaktion der CaVp2-Proteine. Deren

Identifikation ist somit Gegenstand kiinftiger Forschungsarbeiten.

5.4 Funktionelle Charakterisierung der verschiedenen
CaVB2a-Varianten mittels elektrophysiologischer

Untersuchungen

Es existieren einige aktuelle Publikationen, in denen die Charakterisierung von CaVp2a-
SpleiBvarianten im Hinblick auf die elektrophysiologischen Eigenschaften von Ca**-Strémen
ein zentrales Thema darstellt. Die drei wichtigsten davon werden im Weiteren beschrieben,
ihre Ergebnisse ausgefiihrt und mit den in dieser Arbeit erhaltenen verglichen und diskutiert.
Keine der Publikationen befasste sich jedoch mit den CaVB2-Untereinheiten des Ca*"-Kanals
von Maus. Fiir die Untereinheiten von Maus erfolgte eine umfassende Charakterisierung ihrer
Modulation der L-Typ Ca**-Stréme erstmalig und systematisch in dieser Arbeit. Aufgrund der
Sequenzihnlichkeit der Unterheiten verschiedener Spezies (siche 4.1.1.5.3) ist ein spezies-

iibergreifender Vergleich, wie hier erfolgt, aber zu rechtfertigen.

5.4.1 Herzig et al. (67)

Herzig et al. (67) zeigen in ihrer Publikation von 2007, dass die Linge des N-Terminus weit-
gehend unabhéngig von seiner Aminosdurezusammensetzung die Einzelkanalaktivitdt des L-
Typ-Ca**-Kanals bestimmt. Zur Messung der Einzelkanalstrome wurden HEK293-Zellen sta-
bil mit der CaVa,;1.2-Untereinheit von Mensch transfiziert. Zusétzlich erfolgte die transiente
Kotransfektion einer CaVp2a-Untereinheit von Mensch, der CaVa,d-Untereinheit (kloniert
aus Kaninchenskelettmuskel) sowie eines griin fluoreszierenden Proteins. Die Messungen von

Herzig et al. ergaben die in Tabelle 47 zusammengefassten Resultate.

Alle CaVP2a -Spleivarianten erhohten die Kanalaktivitét, jedoch in deutlich unterschiedli-
chem AusmalB. Aufgrund ihrer Ergebnisse (Tabelle 47) gehen Herzig et al. (67) davon aus,
dass die stirksten Modulatoren des L-Typ Ca’*-Kanals die CaVp2a-Untereinheiten mit dem
kiirzesten N-Terminus, also CaVp2a-N3 (16 AS) bzw. CaVp2a-N4 (17 AS) darstellen, gefolgt
von CaVp2a-N5 (23 AS) sowie CaV[p2a-N2 (43 AS). CaVp2a-N1, als CaVp2a-Untereinheit
mit dem lidngsten N-Terminus (71 AS), bezeichnen sie als den schwéchsten Modulator. So
scheinen Kanile, die mit einer schwach modulatorischen Untereinheit assoziiert sind, wahr-

scheinlicher in nicht aktivierbaren (deep-closed) und inaktivierten Stadien, als in aktivierten



174 Diskussion

bzw. aktivierbaren (open bzw. nearly-open) Stadien zu verweilen. Ein starker Modulator be-
wirkt also eine Erhghung des Ca®"-Einstroms in die Zelle, wihrend ein schwacher Modulator

mit niedrigen Ca**-Strémen assoziiert ist.

Peak ensemble CaVp2a-N3 =~ CaVf2a-N4 > CaVB2a-N5 = CaVp2a-N2 > CaV[p2a-N1
average current

Availability CaVp2a-N3 = CaVp2a-N4 > CaV[p2a -N5 = CaVp2a-N2 = CaVfp2a-N1
Open probability: | CaVB2a-N3 > CaV[p2a-N4 = CaVp2a-N5 = CaVp2a-N2 > CaVp2a-N1

Time-dependent CaVp2a-N3 < CaVp2a-N4 =~ CaV[p2a-N5 < CaVB2a-N2 =~ CaVp2a-N1
inactivation

First latency CaVp2a-N3 = CaVf2a-N4 < CaVp2a-N5 =~ CaVp2a-N2 < CaVp2a-N1

Closed-time con- CaVp2a-N3 = CaVf2a-N4 = CaVp2a-N5 = CaV2a-N2 < CaVfp2a-N1
stant Ty,

Tabelle 47: Zusammenfassung der Ergebnisse von Herzig et al. (67)

Die Modulation der Einzelkanalaktivitdt zeigt sich in dieser Arbeit unabhéngig von Struktur-
motiven der V1-Region, Palmitoylierung oder Arginin- bzw. Lysin-Clustern und scheint allein

abhéngig von der Lénge des jeweiligen N-Terminus.

5.4.2 Takahashi et al. (146)

In dieser Verdffentlichung wurden HEK293-Zellen mit der CaVa,1.2-Untereinheit von Ka-
ninchen, CaVa,d-Untereinheit von Ratte und jeweils einer CaVf2a-Spleiflvariante (Mensch)
transfiziert. Es wurden Ganzzellmessungen durchgefiihrt und die Ba®*-Strome gemessen. Es
wurden Bariumionen anstelle von Calciumionen verwendet, um die Ca**-abhéngige Inaktivie-
rung zu vermeiden. Untersucht wurden Aktivierungs- und Inaktiverungseigenschaften der
Ca*"-Kanile, die mit Calciumionen als Ladungstriiger auftreten mit folgenden in den Tabellen

48 und 49 dargestellten Ergebnissen.

Steady-State Verschiedene Spleiflvarianten fiihrten zu Fraktionen von Kanilen, die eine niedrige
Aktivierung Aktivierungsschwelle zeigten. Besonders unter Einfluss von CaVfB2a-N4 nahm die
Fraktion an Kanilen, die bei niedrigeren Schwellenpotenzialen aktiviert wurde, ab,
wihrend fiir CaVB2a-N5 diese Fraktion einen Anstieg zeigte (bezogen auf CaVp2a-N3
als Referenz). Die G-V-Kurven von Stromen in Gegenwart von CaVp2a-N2 bzw. -N1
waren weitgehend unveréndert und differierten nur geringfiigig von Strémen in Ge-
genwart der CaVp2a-N3.

Aktivierungs- | Die Zeitkonstanten differierten nicht signifikant in Gegenwart der CaVf32a-

kinetiken Spleivarianten.
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Prepulse Vergleich der L-Typ Kanal Prepulse facilitation zeigte, dass nur in Gegenwart von
facilitation CaV2-N4 ein signifikant hoherer Grad an Prepulse facilitation im Vergleich zu Stro-
men in Gegenwart von CaV2-N3 erzielt wurde. Es zeigte sich keine Aufteilung zwi-
schen membranassoziierten und zytosolischen Spleifivarianten hinsichtlich der Modu-
lation der Prepulse facilitation.

Tabelle 48: Einfluss der CaVp2a-Speifivarianten auf die Aktivierungseigenschaften des L-Typ Ca”'-
Kanals nach Takahashi et al. (146)

L CaVp2a-N3 = CaVf2a-N5 < CaVf2a-N4 = CaVP2a-N2 =~ CaVp2a-N1
Inactivation

kinetics

Hierbei zeigte sich, dass die laut Takahashi et al. membranassoziierten Spleilvarian-
ten CaV[p2a-N3 bzw. -N5 zu deutlich langsameren Inaktivierungskinetiken fiihren,
als die im Zytosol lokalisierten CaV2a-N4, -N2, -N1

Inactivation CaVp2a-N3 = CaVf2a-N5 > CaVB2a-N4 = CaVp2a-N2 =~ CaVf2a-N1
rate r300

Fiir CaVB2a-N3 bzw. -N5 anderten sich die r300-Werte im Bereich von -20 bis +20
mV nur geringfiligig. Im Gegensatz dazu fielen die r300-Werte der CaV2a-N4, -N2
und -N1 zusehends mit steigender Testspannung, was fiir eine stirkere Spannungs-
abhéngigkeit der Inaktivierung dieser Kanile im Vergleich zu CaVp2a-N3 bzw. -N5
spricht. Zudem lagen die r300-Werte der zytosolischen Spleivarianten iiber einen
weiten Spannungsbereich unter denen der membranassoziierten, was mit einem
stirkeren Abfall mit zytosolischen Varianten beobachteter makroskopischer Strome

einhergeht.
Recovery L-Typ-Kanal ,,recovery from inactivation® zeigt identische Zeitkonstanten (g, bzw.
from inacti- Tsiow)> jedoch unterschiedliche Amplituden fiir die verschiedenen CaVp2a-
vation Spleivarianten. Hierbei findet sich fiir CaV2a-N3 und -N5 im Vergleich mit den

zytosolischen Spleilvarianten eine geringere Anzahl an Kanilen, die schnelle Erho-
lungskinetiken nach Inaktivierung besitzen.

Steady-State | In Bezug auf die Steady-State Inaktivierung zeigten sich nur geringe Unterschiede
Inaktivierung | zwischen den CaVp2a-Spleiflvarianten. Ein signifikanter Unterschied zwischen
membranassoziierten und zytosolischen Spleiflvarianten wurde nicht beobachtet.

Tabelle 49: Einfluss der CaVp2a-Speifivarianten auf die Inaktivierungseigenschaften des L-Typ Ca”'-
Kanals nach Takahashi et al. (146)

5.4.3 Foell et al. (50)

Foell et al. (50) transfizierten HEK293-Zellen mit den CaVa,1.2- und CaVa,0-Untereinheiten
von Kaninchen, einer CaVf2a-Spleilvariante von Mensch sowie GFP. Es wurden Ganzzell-

messungen durchgefiihrt und die Ba*"-Strome gemessen. Hier wurden CaVp2c-SpleiB-
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varianten, die verschiedene N-Termini besaBen (N1, N2, N4) mit CaVp2a-N4 verglichen, um
herauszufinden, ob die V2-Region der CaVp2-Untereinheit zusétzlich zur V1-Region Einfluss
auf die Modulation der Ca**-Kanal-Eigenschaften nimmt (Tabelle 50).

Peak currents In Bezug auf die Peak currents zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den CaVP2-Spleifivarianten.

Spannungs- Alle CaVp2-SpleiBvarianten bewirkten eine Verschiebung der Kanalaktivie-

abhiingige Kanal- rung hin zu n?gatlveren l"otenzwlen. Cz?VB2a—N4, Ca‘VBZC—NZ sowie CaVf2c-

aktivierung N4 ergaben einen vergleichbaren Wert in der Verschiebung des Schwellenpo-
tenzials zur Kanalaktivierung. CaVP2c-N1 dagegen zeigte eine geringere Ver-
schiebung der Schwelle, die bei signifikant positiveren Potenzialen lag. Dieses
Ergebnis zeigt, dass alternatives Spleilen des N-Terminus Auswirkungen auf
die spannungsabhingige Kanalaktivierung hat, wahrend in Bezug auf die V2-
Region kein Unterschied zwischen CaV2a und CaVp2c zu erkennen ist.

Kanal- Alle vier untersuchten CaVp2-Spleivarianten ergaben eine signifikante Be-

. . schleunigung des Stromabfalls im Vergleich mit Strdmen, die allein durch

inaktivierung . C

(+400) Expression von CaVa, 1.2- und CaVa,6-Untereinheiten hervorgerufen waren.

Eine statistisch signifikante Differenz des Einflusses der CaV2-
SpleiBvarianten war nicht vorhanden.

Tabelle 50: Zusammenfassung der Ergebnisse bei Foell et al. (50)

5.4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der zitierten Publikationen
50, 146 und 67 und Vergleich mit den Ergebnissen dieser
Arbeit

Die einzelnen Kanaluntereinheiten verschiedener Spezies haben zwar dhnliche Aminosdurese-
quenzen, sind jedoch nicht vollig identisch. Diesen Gegebenheiten trigt die vorliegende Arbeit
Rechnung, indem - im Gegensatz zu den zitierten Arbeiten 50, 146 und 67 - alle Untereinhei-
ten aus einer Spezies, der Maus, und einem Gewebe, dem Herzen, stammen. Ergebnisse mit
Kombinationen von Proteinen von Mensch und Kaninchen (67, 50) oder Kaninchen, Ratte und
Mensch (146) sind unter dem Vorbehalt zu interpretieren, dass artifizielle Kombinationen von
Untereinheiten verwendet wurden bzw. dass einfach vorausgesetzt wurde, dass dhnliche Pro-
teine verschiedener Spezies identische Funktionen aufweisen. Es gibt zahlreiche Beispiele, die
zeigen, dass dies nicht der Fall ist, beispielsweise die Digitalisempfindlichkeit der Na'/K -
ATPase bei Nagern und Mensch (13). Im Ubrigen sollte nicht unberiicksichtigt bleiben, dass
auch die normale Herzschlagfrequenz zwischen den gesamten Spezies hochst unterschiedlich
ist, mit von 70 Schlidgen/min (Mensch) bis ~ 450 Schldgen/min (Maus) und auf Unterschiede

in der Expression und den funktionellen Eigenschaften der relevanten lonenkanéle einschliel3-
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lich des L-Typ-Ca®"-Kanals zuriickzufiihren sein muss. Unabhingig von dieser Einschriinkung
ist der Einfluss des N-Terminus von CaV2-Untereinheiten auf die Inaktivierungseigenschaf-
ten der Ca>*-Strome. Cens et al. (23) postulierten 1999 erstmalig, dass die N-terminale Region
der CaV2-Untereinheit das Hauptelement zur Verlangsamung der Kanalinaktivierung (insbe-
sondere Ty,y) darstellt. Es zeigten sich in den Resultaten der oben aufgefiihrten Publikationen
sowie der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen signifikante Unterschiede der Inak-
tivierung des Ca*"-Kanals sowie anderer gemessener Parameter in Gegenwart einzelner
CaVp2-Spleilvarianten. Die wichtigsten Punkte sind in Tabelle 51 zusammengefasst.

Herzig et al. »  Einzelkanalmessungen

67 = (CaVp2a-N3/-N4 stirkste Modulatoren des Ca**-Kanals (vermitteln einen

hohen Ca®*-Einstrom)

= CaVp2a-NI schwichster Modulator des Ca®*-Kanals (vermittelt einen
geringeren Ca’'-Einstrom)

Takahashi et al. = Ganzzellmessungen

(146) = (CaVp2a-N3/-N5 zeigen langsamere Inaktiverungskinetiken im Vergleich

zu CaVf2a-N1/-N4

= (CaV[p2a-NS5 fiihrt zu einer Verschiebung der Kanalaktivierung hin zu
hyperpolarisierenden Potenzialen

= (CaVp2a-N4 fiihrt zu einer Verschiebung der Kanalaktivierung hin zu
depolarisierenden Potenzialen

=  Kein signifikanter Unterschied in der Steady-State Inaktivierung

Foell et al. (50) »  Ganzzellmessungen

= (CaVp2a-N1 fiihrt zu einer Verschiebung der Kanalaktivierung hin zu
depolarisierenden Potenzialen

= Kein Unterschied zwischen CaVp2a-N4 und CaVp2c-N4

Ergebnisse »  Ganzzellmessungen

dieser Arbeit = (CaVp2a-N3/-N5 zeigen langsamere Inaktiverungskinetiken im Vergleich

zu CaVf2a-N1/-N4

= (CaVp2a-N1/N4 fithren zu einer Verschiebung der Kanalaktivierung hin
zu depolarisierenden Potenzialen

= Kein signifikanter Unterschied des peak current zwischen den Splei3va-
rianten

Tabelle 51: Vergleich der wichtigsten Parameter der zitierten Studien 50, 146, 67 und dieser Arbeit

Fasst man die Ergebnisse aus Tabelle 51 zusammen, wird deutlich, dass sich hinsichtlich der
Beeinflussung von Ca’*-Strémen - ungeachtet der verwendeten Technik und der exprimierten
Proteine - zwei Gruppen bilden lassen, eine Gruppe mit CaVp2a-N3 und -N5 (Gruppe 1) und
eine Gruppe mit CaVp2a-N1 und -N4 (Gruppe 2). Einzig die Veroffentlichung von Herzig et
al. (67) passt nicht komplett in dieses Schema; hier wird die CaVp2a-N4 (N-Terminus umfasst
207 bp) als starker Modulator des Ca**-Kanals bezeichnet, der der CaVp2a-N3 vergleichbare
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Eigenschaften aufweist. Herzig et al. (67) sehen die modulatorischen Eigenschaften der
CaV2a-SpleiBvarianten allein abhéngig von der Lénge des Aminoterminus. Diese Annahme
bestitigt sich hinsichtlich der CaVp2a-N3 (N-Terminus umfasst 48 bp) und in gewissem Male
der CaVp2a-N5 (N-Terminus umfasst 51 bp). Fiir die beiden Spleiivarianten zeigen sich
iibereinstimmend in den zusammengefassten Publikationen eine langsame Inaktivierung und
eine schnelle Aktivierung, was einen hohen Ca*"-Einstrom in die Zellen zur Folge hat. Auch
die von Herzig et al. (67) als starke Modulatoren (im Sinne einer Erh6hung der Wahrschein-
lichkeit der Kanaloffnung) bezeichneten Spleifivarianten bedingen einen hohen Ca**-Einstrom.
CaVp2a-N1 wird als schwichster Modulator bezeichnet und bewirkt nur einen geringen Ca”'-
Einstrom. Anhand der in Tabelle 51 aufgefiihrten Ergebnisse zeigt sich, dass diese Spleillvari-
ante eine schnelle Inaktivierung und langsame Aktivierung des Ca**-Kanals bewirkt, was sich
auf die Hohe des Ca’"-Einstroms negativ auswirkt. Dies korreliert mit den Ergebnissen von
Herzig et al. (67). Hinsichtlich der CaV[2a-N4 differieren die Resultate von Herzig et al. von
den iibrigen Verdffentlichungen. CaVp2a-N4 wird als starker Modulator des Ca**-Kanals be-
schrieben, wohingegen die anderen Forschungsarbeiten {ibereinstimmend CaVf2a-N1 und
CaVp2a-N4 solche Eigenschaften zuordnen. Wahrend CaVp2a-N4 laut Herzig et al. einen
hohen Ca**-Einstrom bedingt, weisen die Ergebnisse der anderen Studien auf einen im Ver-

gleich zu anderen CaVB2-SpleiBvarianten geringen Ca>"-Einstrom hin.

Es stellt sich die Frage, ob die Beeinflussung der Kanaleigenschaften von der Lénge des Ami-
noterminus (Herzig et al. (67)) oder von der subzelluldren Lokalisation der CaVp2a-
Spleiflvarianten abhingt (Takahashi et al. (146)). Drei von vier der hier besprochenen For-
schungsarbeiten zeigen eine Gruppierung der CaV[2a-Spleiivarianten hinsichtlich ihrer mo-
dulatorischen Eigenschaften auf, die konkordant mit der jeweiligen subzelluldren Lokalisation
ist. Die Ergebnisse von Herzig et al. wurden dagegen bislang in keiner Publikation reprodu-
ziert. Die Resultate der hier dargestellten Forschungsarbeit sprechen ebenfalls stark fiir die
von Takahashi et al. postulierte Abhéngigkeit der modulatorischen Eigenschaften von der
subzelluldren Lokalisation der CaVfB2a-Spleilvarianten. Takahashi et al. (146) sehen fiir die
Steady-State Inaktivierung keinen signifikanten Unterschied zwischen den einzelnen CaVf2a-
Spleifvarianten. In 4.1.4.2.1 gezeigte Resultate zeigen jedoch fiir CaVB2a-N4 eine signifikant
frithere Inaktivierung (bei negativeren Potenzialen) im Unterschied zu CaVp2a-N1 bzw. -N3.

Somit wirken sich verschiedene N-Termini auch auf die Steady-State Inaktivierung aus.

Bisher wurde CaVp-Untereinheiten keine signifikante Modulation der Inaktivierungskurve des
L-Typ-Ca*"-Kanals zugeschrieben. Insbesondere fiir die Steady-State-Inaktivierung neuronaler

Ca**-Kanile scheint die jeweilige Identitit der CaVp-Untereinheit jedoch ein bestimmender
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Faktor zu sein (74). Aufgrund der Ergebnisse dieser Arbeit, die signifikante Unterschiede der
Steady-State Inaktivierung zwischen CaVp2a-Spleilvarianten zeigen, stellt sich die Frage, ob
dieser Unterschied in der Regulation der Steady-State-Inaktivierungsprofile zwischen kardia-
len L-Typ und neuronalen Ca*-Kanilen wirklich so signifikant ist, wie von Jones et al. (74)

beschrieben.

Ein weiterer Effekt von CaV-Untereinheiten stellt die Verschiebung des Schwellenpotenzials
zu hyperpolarisierenden Potenzialen dar. Es wurde lange angenommen, dass im Gegensatz zu
ihrem Einfluss auf die Inaktivierungseigenschaften des Ca’*-Kanals die Effekte der CaV-
Untereinheiten auf die Kanalaktivierung weitgehend homogen sind. Helton et al. (66) zeigten
jedoch in ihrer Publikation von 2002, dass verschiedene N-terminale Spleivarianten der
CaVp4-Untereinheit die spannungsabhéngige Aktivierung von N- und P/Q-Typ Kanélen un-
terschiedlich modulieren. Takahashi et al. (146) fanden fiir CaVB2-Untereinheiten einen signi-
fikanten Unterschied in der Steady-State Aktivierung zwischen CaVp2a-N5 und CaVp2a-N4,
wobei CaVP2a-N5, bezogen auf CaVp2a-N3 als Referenz, eine Aktivierung bei hyperpolari-
sierenden Potenzialen und CaV[p2a-N4 bei depolarisierenden Potenzialen zeigte. Messungen
mit CaVp2a-N1 zeigten mit denen der CaVp2a-N3 korrespondierende Werte. In dieser Arbeit
hingegen ergab sich eine signifikant zu depolarisierenden Potenzialen verschobene Aktivie-
rung fir die CaVp2a-N1 im Vergleich mit CaVp2a-N3, -N4 und -N5. Trotz der differierenden
Ergebnisse der beiden Forschungsarbeiten sind diese bei ndherer Betrachtung kaum wider-
spriichlich, da man einen klaren Trend erkennen kann. Die Gruppe 1 mit CaVB2a- N3 und -N5
scheint eine frithere Aktivierung bei negativeren Potenzialen zu bewirken, als dies fiir Gruppe
2 der Fall ist. Takahashi et al. (146) zeigten die Aktivierung bei im Vergleich positiveren Po-
tenzialen fiir CaVPB2a-N4 und diese Arbeit fiir CaVP2a-N1, die gemeinsam die Gruppe 2 bil-
den. Fiir diese These sprechen auch die in dieser Arbeit filir Vi sct €rhaltenen Werte: -23.07
bzw -23-84 mV fiir Strome in Gegenwart von CaVf2a-N3 bzw. CaVp2a-N5 sowie -18.96
bzw. -21.96 mV fiir Strome in Gegenwart von CaVp2a-N1 bzw. CaVp2a-N4, die sich zwar
nicht immer signifikant unterscheiden, aber trotzdem die Unterteilung in oben beschriebene
Gruppen demonstrieren. Die differierenden Ergebnisse bei Takahashi et al. und dieser Arbeit
konnten durch die verwendeten Untereinheiten - Kaninchen, Ratte und Mensch bei Takahashi
et al. (146), Maus in hier vorgelegter Arbeit - und unterschiedliche Versuchsbedingungen zu

erkldren sein (siche 5.4.2).

Insgesamt zeigt sich in Bezug auf die Kinetik des Ca*-Kanals eine schnellere Aktivierung und
langsamere Inaktivierung durch Einfluss von CaVp2a-Spleilvarianten der Gruppe 1, fiir

Gruppe 2 gilt der umgekehrte Fall. Somit bilden die Mitglieder dieser zwei Gruppen durch
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ihre unterschiedlichen N-Termini Moglichkeiten zur Feinregulierung des Kanals. Die V2-
Region der CaVp2a-Spleiflvarianten hingegen scheint keinen Einfluss auf die Modulation der

Kanaleigenschaften zu besitzen (50).

5.4.4.1 Vergleich der aus den cDNS-Bibliotheken erhaltenen
Expressionsverhaltnisse mit den elektrophysiogischen
Charakteristika der Ca?*-Stréme in Gegenwart der CaVp2a-

SpleiBvarianten

Im Folgenden werden die elektrophysiologischen Charakteristika der Ca*"-Strome in Gegen-
wart der CaVp2a-Spleiflvarianten mit dem aus den cDNS-Bibliotheken erhaltenenen Expres-
sionsmuster verglichen. Ziel ist es, auf Verdnderungen der Ca*"-Kanal-Eigenschaften durch
CaVp2a-SpleiBvarianten im Lauf der Mausentwicklung schlieBen zu konnen und ndheren
Aufschluss iiber speziell bendtigte Funktionen jeder der CaV2a-Spleivarianten zu gewin-
nen. Anhand von Abschnitt 5.4.4 wird deutlich, dass sich die in Herzmuskelzellen exprimier-
ten CaVf2a-Spleifivarianten CaVp2a-N1, -N4 und -N5 in zwei Gruppen aufteilen lassen:
CaVp2a-N1 und -N4 vermitteln eine langsamere Aktivierung und schnellere Inaktivierung des
Ca2+-Kanals als CaVB2a-N5. Die Ergebnisse aus 4.1.1.5 zeigen fiir jede der drei erstellten
cDNS-Bibliotheken eine dominierende Expression von CaVp2a-N4, sowie in der P7-Random-
cDNS-Bibliothek auch von CaVp2a-N1. Diese beiden Spleifivarianten gehoren einer Gruppe
an und fithren im Vergleich mit CaVB2a-N5 zu einer langsameren Aktivierung und schnellere
Inaktivierung des Ca®"-Kanals. Gleichzeitig ist die maximale Stromamplitude in Gegenwart

dieser beiden CaVp2-Varianten kleiner als in Gegenwart von CaVf2a-NS5.

In adultem Mausherz dient der Ca**-Influx zur Initiierung der Ca*"-Ausschiittung aus dem
sarkoplasmatischen Retikulum (siehe Kapitel 2.3), wohingegen der Ca*-Speicher in embryo-
nalen Herzmuskelzellen noch nicht vollstindig ausgebildet ist. Deshalb bendtigen diese zu-
sitzlich zur Initiierung der Ca*"-Ausschiittung extrazellulire Calciumionen, die die elektrome-
chanische Kopplung bewerkstelligen (16, 123). Somit sind die embryonalen Herzmuskelzellen
zunichst fast allein auf einen Ca**-Einstrom im Vergleich zu adulten Herzmuskelzellen ange-
wiesen. Dies konnte erfordern, dass die Kinetik der Ca**-Strome den Bediirfnissen der elekt-
romechanischen Kopplung direkt angeglichen ist und deshalb eher langsamer aktivierende und
schneller inaktivierende Strome vonndten sind. Andererseits konnte es notwendig sein, dass
die Stromamplitude in dieser Entschlussphase erhoht ist. Dies wird insbesondere durch
CaV2a-N5 bewirkt, die allerdings in der frithen Embryonalphase eher gering exprimiert wird.
Nguemo et al. (110) berichten in ihrer aktuellen Publikation, dass die Erhohung von Ic, wih-
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rend der Embryonalentwicklung auf eine Erhohung der Anzahl an Kanélen in der Membran
und nicht aufgrund einer Erhéhung der Offnungswahrscheinlichkeit der vorhandenen Kanéle
erfolgt. Dass beispielsweise die CaVp2a-N1 - die in der P7-Random-cDNS-Bibliothek die
Halfte aller isolierten Klone darstellt - wahrend ihre Expression in der cDNS-Bibliothek aus
adultem Herzgewebe deutlich reduziert war - zu einer Steigerung der Transportrate der CaV-
a;1.2-Untereinheit fiihrt, wére denkbar, allerdings zeigen unsere elektrophysiologischen Un-
tersuchungen keinen Hinweis auf eine solche Funktion, da der gemessene Ic, (Peak current)
unter Einfluss der CaVp2a-N1 nicht signifikant von den Werten in Gegenwart von CaV[f2a-
N3 und -N4 differiert (Abbildung 34).

Somit ldsst sich im Vergleich des in den cDNS-Bibliotheken erhaltenen Expressionsverhalt-
nisses und der elektrophysiologischen Charakteristika der Strome in Gegenwart der CaVf2a-
Spleivarianten kein direkter Hinweis auf eine spezifische Funktion einer der CaV[f2a-

Spleiflvarianten wéhrend der Fetal- bzw. Neonatalperiode ableiten.

5.4.5 Reprasentation physiologischer Vorgange in nativen

Kardiomyozyten durch heterologe Expressionssysteme

Sowohl im Rahmen der hier beschriebenen Versuche als auch in den vorgestellten Veroffent-
lichungen wurden die Untersuchungen des Einflusses verschiedener CaVp2a-Spleiflvarianten
auf die L-Typ Ca”"-Kanaleigenschaften mittels heterologer Expression durchgefiihrt. Hierzu
wurden eine CaVo,-, eine CaVB2- und meist noch die CaVa,d-Untereinheit in geeigneten
Zellen, z.B. HEK293-Zellen, die keine bzw. nur eine sehr geringe intrinsische Expression
dieser Untereinheiten zeigen, exprimiert. Solche Systeme koénnen jedoch im Vergleich zu den
Gegebenheiten in Kardiomyozyten, hinsichtlich der moglichen Existenz bekanner und unbe-
kannter Regulationsfaktoren, Ankerproteine und posttranslationaler Modifikationen, deutlich

differieren.

Wei et al. (161) befassten sich mit der Frage, ob die in heterologen Expressionssystemen auf-
gezeigten Modulationseigenschaften verschiedener CaVp-Untereinheiten in nativen Kardio-
myozyten ebenfalls vorhanden sind. Dazu entwickelten sie eine Adenovirus-basierte Transfek-
tionsmethode zur Einschleusung von CaVp-Untereinheiten in isolierte adulte
Rattenkardiomyozyten. Sie konnten zeigen, dass im Gegensatz zum heterologen Expressions-
system die Anzahl von CaVp2-Untereinheiten in einer Herzmuskelzelle Einfluss auf die
Stromdichte des L-Typ Ca’’-Kanals besitzt, wobei die Expression rekombinanter CaVp2-
Untereinheiten in Kardiomyozyten zu einer drei- bis vierfachen Erhohung der Stromdichte

fiihrte. Ahnlich wie in heterologen Expressionssystemen verinderten verschiedene CaV[2-
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Untereinheiten die Inaktivierungseigenschaften des L-Typ Ca®"-Kanals. Dabei zeigten die
einzelnen CaVP2-Untereinheiten die gleichen spezifischen Eigenschaften in Kardiomyozyten
wie in heterologen Systemen. Zusétzlich fiel auf, dass fiir die CaVB2-N3 eine sehr langsame
Inaktivierungsrate verglichen mit der nativer Ca®*-Kanile in Kardiomyozyten auftrat, weshalb
Wei et al. folgerten, dass eine andere CaVp2-Spleiflvariante in Kardiomyozyten dominiert,

was sich gut mit den Ergebnissen hier vorgelegter Arbeit aus 4.1.1 und 4.1.2.1 deckt.

Insgesamt weist die Publikation von Wei et al. darauf hin, dass heterologe Expressionssysteme
zur Untersuchung des L-Typ Ca’*-Kanals und seiner die Kanalfunktion modulierenden CaVp-
Untereinheiten fiir hier dargestellte Forschungsarbeit durchaus geeignet sind, da sie die Unter-
schiede in den modulatorischen Eigenschaften der CaVB2-Spleifvarianten in sehr &dhnlicher

Weise wie native Kardiomyozyten wiedergeben konnen.

5.4.6 Vergleich der Eigenschaften der Ca%*-Stréme in nativen
Kardiomyozyten mit denen der Ca®*-Stréme im heterologen

Expressionssystem HEK293

Yamada et al. (167) beschreiben als Ziel der Forschungsarbeiten ihrer Publikation von 2001,
den Ca*"-Strom nativer Kardiomyozyten von Ratte in einem heterologen Expressionssystem
zu rekonstituieren. Hierzu wurden Ganzzellmessungen mit Bariumionen als Ladungstriger an
baby hamster kidney (BHK-) Zellen durchgefiihrt, die mit einer CaVa,1.2-Untereinheit, einer
CaVa,d-Untereinheit und CaVB2a-N1 bzw. -N3 transfiziert wurden. Eine parallele Expression
in HEK293- bzw. COS-Zellen sowie die Kotranfektion einer CaVa,d-Untereinheit ergab kei-
nen Unterschied der gemessenen Inaktivierungseigenschaften. Es stellte sich heraus, dass die
CaVp2a-N3 signifikant differierende Inaktivierungs-eigenschaften der Ba>'-Stréme im Ver-
gleich mit denen nativen Kardiomyozyten hervorbrachte, wihrend fiir CaVB2a-N1 eine zu
nativen Kardiomyozyten #hnliche Inaktivierung des Ba*’-Stroms beobachtet wurde. Aller-
dings konnten nicht alle Parameter iibereinstimmend mit den Messergebnissen an nativen
Kardiomyozyten rekonstituiert werden. Wiahrend im Vergleich der Werte fiir t4,, von Stro-
men in Gegenwart von CaVf2a-N1 und CaVa,1.2 im heterologen System und Strémen im
nativen System kein signifikanter Unterschied bestand, ergab der Vergleich der Inaktivie-
rungsrate r400 zwischen dem heterologen System (CaVp2a-N1 und CaVa,1.2) und nativen
Kardiomyozyten signifikante Unterschiede. Der Wert der Messungen an nativen Kardiomyo-
zyten lag zwischen den Werten fiir Strome in Gegenwart von CaVp2a-N1 und CaVp2a-N3.
Auch fiir die Spannungabhéngigkeit der I-V-Beziehung waren signifikant unterschiedliche

Werte messbar. Beim selben Versuch mit Ca®" (1,8mM) anstatt Ba®" als Ladungstriger zeigten
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sich vergleichbare Inaktivierungsraten fiir Strome in Gegenwart von CaVp2a-N1 im Vergleich
zu Stromen nativer Kanile, wihrend sich fiir durch die CaVp2a-N3 modulierten Stréme wei-
terhin eine signifikant langsamere Inaktivierung ergab. Auch in Bezug auf 14 waren die Wer-
te fir CaVp2a-N1-modulierte Strome im heterologen System und nativer Kanéle vergleichbar
und differierten signifikant zu denen fiir CaVP2a-N3. Der Parameter 1y, nativer Kanéle hin-
gegen zeigte signifikant niedrigere Werte als der entsprechende Parameter fiir Strome in Ge-
genwart von CaVp2a-N1 und eine noch groBere Differenz zu CaVp2a-N3-modulierten Stro-
men. Zudem ergaben sich signifikante Unterschiede in der Spannungsabhingigkeit der I-V-

Beziehung zwischen den drei Gruppen.

Somit gelang es Yamada et al. (167) nicht, Ca>*-Stréme identisch denen in nativen Kardiomy-
ozyten mittels eines heterologen Expressionssystems zu rekonstituieren. Diese Differenzen
miissen nicht allein durch eine unphysiologische Zusammensetzung der Untereinheiten des
Ca®*-Kanals bedingt sein, sondern kénnen das Fehlen zusitzlicher Modulatoren ausdriicken.
Es stehen drei weitere CaVp2a-Spleilvarianten zur Verfiigung (CaV2a-N2, -N4, -N5), die im
Rahmen der Studie von Yamada et al. nicht mit den Messungen an nativen Kardiomyozyten
verglichen wurden und potentiell native Ca’*-Strome in heterologen Expressionssystemen
rekonstituieren konnten. Zudem ist nicht ausgeschlossen, dass die Kanaleigenschaften durch
mehrere CaV2-Spleifivarianten parallel gesteuert werden (siehe 5.2.2). Dies miissen kiinftige

Arbeiten zeigen.

5.4.7 Einfluss des CaVB2a-N1-CaVB2a-N4-Fusionsproteins auf die
Eigenschaften des L-Typ Ca’*-Stroms

Nach 5.4.6 scheint die Koexpression einer CaVa,;1.2- mit einer CaVp2-Untereinheit zur Re-
konstituierung aller Eigenschaften nativer Ca>*-Stréme nicht auszureichen, was die Frage nach

fehlenden akzessorischen Untereinheiten oder Modulatoren aufwirft.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Einzelzell-PCR-Experimenten ergaben sich Hinweise
auf die Koexistenz mehrerer CaVp2-Spleiflvarianten in einer Herzmuskelzelle. Um zu {iber-
priifen, ob mehr als eine SpleiBvariante zur Rekonstitution nativer Ca**-Stréme notwendig ist,
bedienten wir uns eines CaV[p2a-N1-CaV2a-N4-Fusionsproteins. Mittels dieses Fusionspro-
teins wurde sichergestellt, dass beide CaVp2a-Spleiflvarianten gleichzeitig in unmittelbarer
Kanalndhe vorhanden waren. Die Entscheidung fiel auf ein Fusionsprotein mit CaV[2a-N1-
und CaVp2a-N4, da diese entsprechend unseren cDNS-Bibliotheken die zwei am héaufigsten in
Herz exprimierten Spleiivarianten sind. Parallel dazu wurden dieselben Messungen nach

Kotransfektion der CaVa,1.2-Untereinheit mit CaVB2a-N1 und CaVp2a-N4 als Referenz vor-



184 Diskussion

genommen und die von Yamada et al. (167) beschriebenen differierenden Werte bei Messun-
gen in heterologen Expressionssystemen und nativen Kardiomyozyten fiir das Fusionsprotein
sowie die Kotransfektion analysiert und mit den fiir die CaVp2a-N1-modulierten Strome er-

haltenen sowie an nativen Kanélen gemessenen Werten verglichen.

In Bezug auf die Spannungsabhéngigkeit der I-V-Beziehung ergab sich sowohl fiir das Fu-
sionsprotein als auch fiir die Kotransfektion eine Verschiebung der halbmaximalen Aktivie-
rung hin zu positiveren Potenzialen im Vergleich zu CaVp2a-N1. Hinsichtlich der r400 zeig-
ten sich bei -10 mV und +20 mV Strome, die durch das Fusionsprotein reguliert wurden, kein
signifikanter Unterschied im Hinblick auf die Werte von CaVp2a-N1. Auch bei Kotranfektion
von CaVf2a-N1 und CaVP2a-N4 ergab sich kein statistisch signifikanter Unterschied der

Inaktivierungsrate der entsprechenden Strome (siehe Tabellen 23, 34 und 35).

Aufgrund der oben aufgefiihrten Ergebnisse scheint unwahrscheinlich, dass die beiden
CaVp2-SpleiBvarianten CaVp2a-N1 bzw. CaVp2a-N4 die von Yamada et al. als differierend
bezeichneten Parameter Spannungsabhéngigkeit der Inaktivierung und Inaktivierungsrate r400
in nativen Kardiomyozyten kooperierend modulieren. Somit muss die Suche nach den fehlen-
den Faktoren zum Erhalt nativer Ca**-Stréme im heterologen Expressionssystem weitergefiihrt
werden. Auffallend ist jedoch, dass auch die Kotransfektion von zwei CaV[2a-Untereinheiten
im Vergleich mit der Transfektion nur einer entsprechenden CaVp2a-Untereinheit - entweder
CaVp2a-N1 oder CaVp2a-N4 - differierende Strome hervorbringt. Hier liegen die gemessenen
Werte, wie man erwarten konnte, nicht zwischen denen der einzeln exprimierten CaVf2a-
Spleivarianten; diese Ergebnisse schlieBen aus, dass die im Verhéltnis 1:1 transfizierten
SpleiBvarianten zu je 50% an den in der Membran vorhandenen Ca®*-Kanilen wirken. Ursa-
che dieser Messunterschiede konnte zum einen die erhdhte Zahl an CaV2a-Transkripten in
der Zelle sein. Ebenfalls moglich ist, dass beide Untereinheiten in Kombination spezifische
Auswirkungen auf die Kanalfunktion bedingen, die sie als einzeln mit einer CaVa,1.2-

Untereinheit exprimierte CaVp2a-Untereinheiten nicht zeigen.
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5.5 Klonierung der CaVa;1.2-Untereinheit

5.5.1 Vergleich der SpleiBmuster der CaVa;1.2-Untereinheitin

glatter Muskulatur mit Herzmuskulatur

Lange wurde angenommen, dass alternative Spleilvorgdnge in Bezug auf die CaVa,l.2-
Untereinheit in glatter Muskulatur bzw. Herzmuskulatur ein festgelegtes Schema besitzen. Als

,Klassische* Verteilung galt die folgende Kopplung einzelner Exonabschnitte:
Glatte Muskulatur: Exon 1b/ 8B /+ 9* /32
Herzmuskulatur: Exon la/8A /- 9%*/31.

So vermittelt beispielsweise Exon 8B die fiir glatte Muskulatur typische wesentlich hohere
Dihydropyridin-Sensitivitdt (164). Es zeigte sich in Versuchen mit nativen Herzzellen und
vaskuldren glatten Muskelzellen, dass der Quotient ICsoHerz / 1CsoGefdBe (ICsq, mittlere inhi-
bitorische Konzentration) im Vergleich zu Ergebnissen aus in vitro durchgefiihrten Studien bei
vergleichbaren Membranpotenzialen sogar noch wesentlich hoher lag (55, 173, 145). Somit
scheint die Dihydropyridin-Sensitivitdt nicht allein durch alternatives Spleilen dieses Exon
reguliert zu werden. Die Tatsache, dass DHPs eher an den inaktivierten Kanal binden und -
aufgrund des weniger negativen Membranpotenzials - in glatter Muskulatur im Vergleich zu
Kardiomyozyten ein groBerer Anteil von Kanélen in diesem Zustand vorliegt, weist auf einen
CaV1.2 Subtyp-unspezifischen Mechanismus. Allerdings schlieBt dies nicht aus, dass weit
komplexere Spleilvorgénge innerhalb der CaVa,1.2-Untereinheit zusétzlich eine Rolle spie-

len.

Eine aktuelle Studie von Tang et al. (148) zeigt, dass keine Muskeltyp-spezifische CaVa,;1.2-
Spleifliform existiert, sondern dass allein fiir Herzgewebe von Mensch mindestens 30 verschie-
dene Kombinationen und in glatter Muskulatur von Mensch nicht weniger als 20 Spleiflvarian-
ten vorhanden sind. Tang et al. untersuchten dabei Gewebeproben aus der Aorta. Insgesamt
zeigt sich eine grofBe Inhomogenitit in Bezug auf die Haufigkeit des Auftretens einzelner
Exons oder von Exonkombinationen zwischen den verschiedenen Studien zu diesem Thema.
Ein Erklérungsansatz fiir diese teils widerspriichlichen Ergebnisse ist, dass die Vielzahl an
Spleilorten der CaVa,1.2-Untereinheit der Zelle eine exakte Feineinstellung auf aktuelle Be-
diirfnisse ermoglichen konnte und gefundene Spleimusterkonfigurationen jeweils ein Abbild
von Zellpopulationen, die unterschiedlichen Versuchs- und Umgebungsbedingungen ausge-

setzt waren, darstellen.
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Unter den in dieser Arbeit aus Mausherz amplifizierten Klonen enthélt nur einer, Klon 15, die
klassische Exonverteilung der kardialen CaVa,1.2-Untereinheit. Weiterhin wurde ein Klon,
Klon 29, der die postulierte Exonfolge von CaVa,1.2 in glatter Muskulatur besitzt, identifi-
ziert. Die iibrigen vier sequenzierten Klone enthalten Kombinationen dieser beiden Spleil3-
muster. Als einzige Kombinationen scheinen die Exons 1A und 8A sowie Exon 1B und 8B

konstant gekoppelt zu sein (sieche Tabelle 25).

5.5.1.1 Vergleich des SpleiBmusters des N-Terminus von CaVa;1.2

Traditionell wird die CaVa,1.2-Spleilvariante mit der kurzen Form des N-Terminus, Ca-
Va,1.2b, als ,,neuronale®, und die den langen N-Terminus enthaltende CaVa,1.2a als ,,kardia-
le Form bezeichnet. Saada et al. (132) konnten mittels eines RNase-protection assay eindeu-
tig nachweisen, dass CaVa;l.2a die dominierende Form in menschlichem Herzgewebe
darstellt. Zum gleichen Ergebnis kamen Biel et al. (9) fiir die CaV1.2a-Expression in Herz von
Kaninchen. Allerdings wird auch CaVa,;1.2b in geringem Malle in Herzgewebe exprimiert,
wie auch CaVa,1.2a in einigen Geweben, die Anteile glatter Muskulatur oder Neurone enthal-
ten, beispielsweise Aorta oder Harnblase, zu finden ist. Korrespondierend hierzu finden auch

Tang et al. (148) die CaVa,1.2-Spleifivariante in Rattenmyokard préaferentiell exprimiert.

5.5.1.2 Vergleich des SpleiBmusters des Exon 8

Exon 8 (IS6-Segment) spielt eine wichtige Rolle in Bezug auf die spannungsabhingige Inakti-
vierung sowie die Interaktion des Kanals mit Dihydropyridinen (DHPs) (76, 172, 116). Hier-
bei bewirkt Exon 8B, dass DHPs aul3er an inaktivierte Kandle auch an ruhende Kanile binden,
was eine spannungsunabhingige Komponente der Blockierung des Ca”**-Kanals bedingt.
Daraus ergibt sich eine hohere DHP-Sensitivitit weniger bei depolarisierenden Membranpo-
tenzialen als mehr bei in Richtung Hyperpolarisation gehender Potenziale im Vergleich zu
Exon 8A (164). Exon 8A hingegen ist Grundlage der von der Aktionspotenzialfrequenz ab-
hiangigen Zunahme der DHP-Blockade; so verschiebt eine Frequenzzunahme das Gleichge-
wicht zwischen verschiedenen Kanalstadien hin zum inaktivierten Stadium, in dem DHPs mit
hoherer Affinitdt binden (164). Wahrend in glattem Muskel das inaktivierte Stadium des Ka-
nals aufgrund des weniger hyperpolarisierten Potentials vorliegt, kann im Herzmuskel ein
groflerer Anteil von Kanélen in inaktivierten Stadien durch eine Frequenzzunahme erreicht

werden.

Somit bestétigt die Funktionsanalyse von CaVa,;1.2-Varianten hinsichtlich des Exon 8§ das

Ergebnis, dass die CaVa,1.2a-Spleilvariante, in der Exon 1A und Exon 8A - wie beispiels-
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weise in dieser Arbeit gezeigt - gekoppelt sind, im Herzmuskel vorherrscht, was diesem Ge-
webe die oben beschriebenen pharmakologischen Eigenschaften verleiht. Jiingst zeigten aller-
dings Tang et al. (148), dass in Rattenmyokard auch Exon 1B hiufiger zusammen mit Exon
8A als 8B auftritt, wihrend in Gewebeproben aus Aorta Exon 1B fast ausschlieSlich mit Exon
8B kombiniert exprimiert wurde, Exon 1A dagegen schien fest mit Exon 8A gekoppelt zu

sein.

5.5.1.3 Vergleich des SpleiBmusters des Exon 9A

Exon 9A folgt unmittelbar der alpha interaction domain (AID) in der L1-Schleife der CaV-
a,1.2-Untereinheit. Laut unseren Ergebnissen scheint es in CaVa,1.2b-Klonen haufiger aufzu-
treten, kommt aber auch in CaVa,1.2a-Klonen vor. Dies korreliert mit den Ergebnissen von
Liao et al. (89), die eine starke Expression des Exons 9A in der glatten Muskelschicht von
Arterien aufzeigen konnten, in denen CaVa,1.2b dominiert, wihrend sich nur eine geringe
Expression dieses Exons in Herzmuskelgewebe fand. Liao et al. verwendeten menschliches
Gewebe. Auch Tang et al. (148) amplifizierten nur sehr wenige cDNS-Klone aus Rattenmyo-
kard, die Exon 9A in Kombination mit Exon 1A enthielten. Exon 1B hingegen wurde sowohl

in Myokard als auch aortalem Gewebe in 20-30% gemeinsam mit Exon 9A exprimiert.

In elektrophysiologischen Messungen verursachte Exon 9A eine Verschiebung der span-
nungsabhingigen Ca*’-Kanal-Aktivierung in hyperpolarisierender Richtung, hatte jedoch kei-
nen Einfluss auf die Steady-State Inaktivierung oder DHP-Wirkung.

Zudem stellt Exon 9A eine mutmaBliche Substratdoméne der Proteinkinase A dar (10). Aller-
dings ist der hierfiir benétigte Threoninrest nur im CaVa,; 1.2-Gen von Mensch und Kaninchen
nachgewiesen, im entsprechenden Gen von Ratte und Maus ist er durch einen Alaninrest er-
setzt. Bislang wurde keine Arbeit publiziert, in der eine in vivo-Phosphorylierung dieses Thre-

oninrests nachgewiesen ist.

5.5.1.4 Vergleich des SpleiBmusters von Exon 17

In Bezug auf Exon 17 dominierte in den Ergebnissen dieser Arbeit das ,,normale* Exon 17 vor
Exon 17*. Tang et al. (147) beschreiben die hier gefundene Insertion von neun Nukleotiden
(Exon 17*) wie auch alternativ eine Insertion von zwolf Nukleotiden, die in dieser Arbeit in
keinem der sequenzierten Klone identifiziert werden konnte. Letzgenannte Insertion fiihrt zu
einem Stopkodon im Leserahmen und konnte einen ,halben Zwei-Doménen-Kanal bilden.
Solche Hemikanéle sind fiir CaVa,2.2 vorhergesagt, wobei im Fall von CaVa,2.2 die Hemi-

kanéle durch Zusammenlagerung mit dem Vollldingen-CaVa,2.2-Protein die Translation von
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Vollldngen-Kanilen im endoplasmatischen Retikulum weitgehend verhindern und somit einen
physiologischen Mechanismus zur entwicklungsabhéngigen oder gewebespezifischen Kanal-

expression darstellen konnten (122).

Exon 17 liegt in der L2-Schleife der CaVa,;1.2-Untereinheit. In neuronalen CaVa,2.2-Kanidlen
spielt diese Region eine wichtige Rolle in Bezug auf die spannungsabhéngige Inaktivierung,
pharmakologische Eigenschaften und Bindung von Syntaxin (77). Welche Funktion die 9 bp-
Insertion fiir den L-Typ Kanal besitzt und ob eine gewebespezifische Verteilung existiert,
wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben und kann auch anhand der Ergebnisse dieser

Arbeit nicht gefolgert werden. Dies bleibt somit Aufgabe kiinftiger Forschungsarbeiten.

5.5.1.5 Vergleich des SpleiBmusters der Exons 21 und 22

Sowohl bei der CaVa,1.2a-Variante als auch der CaVa,1.2b-Spleiflvariante ist Exon 21 vor
Exon 22 vorherrschend. Soldatov et al. (141) konnten zeigen, dass die Wirkung der Dihydro-
pyridine signifikant durch alternatives Spleiflen dieser Exons beeinflusst wird. Die Arbeits-
gruppe zeigte, dass das in den hier sequenzierten CaVa,1.2a- sowie CaVa,;1.2b-Klonen hiufi-
ger vorhandene Exon 21 dem Kanal eine geringere DHP-Sensitivitit als Exon 22 verleiht.
Dies ist in Ubereinstimmung mit der oben diskutierten Privalenz von CaVa,1.2a bzw. Exon
8A in kardialem Gewebe, die ebenfalls eine geringere DHP-Sensitivitdt im Vergleich zu glat-
ter Muskulatur bedingt. Somit konnten die Exons 21 und 22 zum oben diskutierten Quotient

ICsoHerz / 1C5yGefdBe beitragen.

In der Arbeit von Tang et al. (148) scheint Exon 1B mit einer hdheren Frequenz des Auftre-
tens des Exon 21 vergesellschaftet zu sein, wihrend Exon 1A zu einem Uberwiegen des Exon
22 fiihrt. Die Ergebnisse von Soldatov et al. sprechen allerdings mehr fiir das in dieser Arbeit
gefundene preferentielle Auftreten von Exon 21 in Herzmuskelgewebe, d.h. Kopplung von

Exon 1A und Exon 21.

5.5.1.6 Vergleich des SpleiBmusters der Exons 31 und 32

Entsprechend den Ergebnissen der Untersuchungen dieser Arbeit iiberwiegt Exon 31 vor Exon
32 sowohl bei der CaVa,1.2a- als auch bei der CaVa,1.2b-Spleilvariante. Eine Publikation
von Yang et al. (170) berichtet tiber eine deutlich hohere Expression von Exon 31 im Ver-
gleich zu Exon 32 in gesundem menschlichen Myokard. Bei auftretender Herzinsuffizienz

kehrt sich nach dieser Studie (170) das Verhiltnis zugunsten von Exon 32 um.
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Im Gegensatz dazu sprechen Tang et al. (147, 148) sowie Feron et al. (48) von einer dominie-

renden Expression des Exon 32 in menschlichem bzw. Rattenmyokard.

In Bezug auf die funktionellen Eigenschaften dieser Exons postulierten Zuhlke et al. (174),
dass Exon 31 dem Ca*"-Kanal eine grofere DHP-Sensitivitit verleiht als dies fiir Exon 32 der
Fall ist, wéhrend von Tang et al. (147) keine Verdnderungen der biophysikalischen Eigen-

schaften des Kanals durch das eine oder andere Exon gezeigt werden konnten.

5.5.1.7 Vergleich des SpleiBmusters des Exon 33

Es zeigt sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit, dass Exon 33 in allen CaVa,1.2a-Klonen
vorhanden ist, wihrend CaVa,1.2b-Klone entweder kein Exon 33 besitzen oder ein verldnger-
tes Exon 33* enthalten. Tang et al. (148) finden in adultem Herz (Mensch) ein Auftreten des
Exon 33 zusammen mit Exon 1A in iiber 95% der Klone, wihrend Exon 1B und Exon 33 in
80-90% gekoppelt auftreten. In CaVa,;1.2b-Klonen aus aortalem Gewebe wurde von Tang et
al. das Exon 33 nur in etwa 60% exprimiert. Uber das Exon 33* wurde von ihnen nicht berich-
tet. Aufgrund dieser Beobachtungen lésst sich schlielen, dass eine Expression des Exons 33
insbesondere in Kombination mit Exon 1A auftritt und somit in Herzmuskelgewebe préferen-

ziell exprimiert wird.

Tang et al. (147) beobachteten einen Einfluss des Exons 33 auf die spannungsabhéngige Akti-
vierung des Kanals: Eine zunehmende Liange des Verbindungsstiicks IVS3-1VS4 ging in ihrer
Arbeit mit einer Rechtsverschiebung der Aktivierungskurve hin zu depolarisierenden Potenzi-

alen einher. Soldatov et al. (141) sahen diesen Unterschied hingegen nicht.

Das Exon 33* wurde in hier vorgelegter Arbeit erstmalig beschrieben. Dass Exon 33* auch
beim Screening der cDNS-Bibliotheken auf CaVa,1.2-cDNS-Klone gefunden wurde, beweist,
dass es sich um ein transkribiertes gespleiites Exon handelt und nicht um ein PCR-Artefakt.
Es findet sich sowohl in Proben isolierter mRNS sowohl aus adultem wie aus neonatalem

Herzgewebe.

5.5.2 Vergleich der SpeiBmuster der CaVa;1l.2-Untereinheit in

fetalem bzw. adultem Herzgewebe

In Bezug auf entwicklungsspezifische Spleiivorginge der CaVa,l.2-Untereinheit 14Bt sich
anhand der in dieser Arbeiten erhobenen Daten aus der Auswertung der cDNS-Sequenzen
(4.1.1.5) keine definitive Aussage iiber das dominierende Vorkommen einer bestimmten

Spleivariante in Herzgewebe unterschiedlicher Altersstufen treffen. Zum einen wurde keine
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ausreichende Anzahl an Klonen, die spleifirelevante Exons enthalten, isoliert und zum anderen
beim Durchmustern der cDNS-Bibliothek keine Vollldngenklone identifiziert, so dass eine
Beurteilung von spezifischen SpleiBmustern in Bezug auf die gesamte Sequenz nicht moglich
ist. Allerdings fillt auf, dass beispielsweise bei CaVa,1.2-cDNS, die aus Poly(A)'RNS von
Herzgewebe adulter Méuse kloniert wurde, Exon 21 dominiert. Von den elf sequenzierten, aus
der P7-Random-cDNS-Bibliothek erhaltenen CaV1.2-cDNS-Fragmenten enthielten zwei,
Klone 57-1 und Klon 50-1, den entsprechenden Sequenzabschnitt, der fiir Exon 21 bzw. Exon
22 kodiert. Beide, Klon 57-1 und Klon 50-1, kodieren Exon 22; Exon 21 konnte hier nicht
identifiziert werden (siche Tabelle 31). Dadurch stellt sich die Frage, ob diese Verdnderungen

des Spleilmusters im Zusammenhang mit der Herzentwicklung stehen.

AuBler gewebespezifischen Spleifmustern ist auch eine entwicklungsabhéngige Verdnderung
alternativer Spleilvorgénge der CaVa,1.2-Untereinheit in der Literatur beschrieben. So verdf-
fentlichten Diebold et al. (41) eine Arbeit, in der Exon 31 in fetalem und Exon 32 in adultem
Rattenherz jeweils das dominierende Exon darstellt. Tang et al. (147) dagegen zeigten, dass
sowohl in fetalem als auch adultem menschlichen Herzgewebe die Expression von Exon 32
dominiert. Zudem scheint Exon 33 in fetalem Herzgewebe von Mensch wesentlich hiufiger
vorzukommen. Die Ergebnisse von Tang et al. korrelieren gut mit den Resultaten der aus der
P7-Random-cDNS-Bibliothek isolierten CaVa,1.2-Klonen, da in den Klonen, die die entspre-
chenden Exonsequenzen (Exon 31 / 32 / 33) enthielten, stets die Expression von Exon 32 als
auch Exon 33 nachgewiesen werden konnte. Es wurde kein Klon, der Exon 31, nicht aber
Exon 33 enthielt, isoliert. Ein Klon enthielt das bisher nicht beschriebene Exon 33* (siche

Tabelle 31).

Uber die anderen SpleiBorte sind in der Literatur keine Informationen in Bezug auf potentielle

Entwicklungsabhéngigkeit vorhanden.

5.5.2.1 Vergleich des Exon 16* mit der Literatur

Der aus der P7-Random-cDNS-Bibliothek isolierte Klon 57-1 besitzt das Exon 16*, was zu
einem trunkierten Protein durch eine Verschiebung des Leserahmens mit konsekutivem Stop-
kodon in Exon 16 fiihrt, wobei die alpha interaction domain (AID) erhalten ist. Dieses Exon

ist in der Literatur bisher nicht beschrieben.

Fan et al. (46) identifizierten drei Spleivarianten von CaVa,1.2-Untereinheiten in Rattenkar-
diomyozyten. Die Expression von Exon 21 und 22, ein Insert nach Exon 32 und ein Insert vor
Exon 47 fiihren zu trunkierten Proteinen: In keinem unserer Klone wurde diese Kombination

gefunden. Yang et al. (170) beschreiben eine Spleillvariante in menschlichem Myokard mit
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Exon 31 und einem Exon 32, dem die letzten sechs Basenpaare des Exons 32 fehlen, was e-
benfalls zu einem trunkierten Protein fiihrt. Bei allen in der Literaturrecherche gefundenen
beschriebenen trunkierten CaVa,1.2-Proteinen (46, 170, 38), so auch bei dem von Klon 57-1
kodierten Protein, ist die AID erhalten.

Der Befund, dass nur ein Klon unter allen sequenzierten Klonen gefunden wurde, der fiir ein
trunkiertes Protein kodiert, korreliert mit einer Arbeit von Liu et al. (91), die fiir alle Entwick-
lungsstadien des Rattenherzens eine Dominanz der Expression von Vollingen-CaVa,1.2-

Untereinheiten aufzeigen konnten.

5.6 Fluoreszenzexperimente

Im Folgenden werden die regelrechte Expression und Fluoreszenz der im Rahmen dieser Ar-
beit hergestellten Fusionsproteine diskutiert, die in dieser Form bisher nicht in anderen Publi-
kationen beschrieben sind. Dies gilt insbesondere fiir die CaVa, 1.2-Untereinheit, da bisher nur
der erfolgreiche Einbau eines wenige Aminosduren umfassenden Antikorperepitops in die
IIS5-11S6 Extrazellularschleife beschrieben ist (113). Der Einbau eines weiteren Proteins wie
von GFP in diese Schleife, konnte einen weitaus schwerwiegenderen Eingriff in die Integritét

des CaVa,1.2-Proteins darstellen.

Die weiteren Abschnitte zeigen und diskutieren die in vivo-Untersuchungen der koexprimier-
ten mit einem Fluoreszenzprotein fusionierten CaVp2a- und CaVa,l.2-Untereinheiten im

Vergleich mit anderen Publikationen.

5.6.1 Expression eines CaVpB2a- mRFP-Fusionsproteins in HEK293-

Zellen

In Bezug auf die CaVB2a-Untereinheiten zeigten Takahashi et al. (146), dass CaVp2a-N3 und
CaVp2a-N5 eine Assoziation mit der Plasmamembran aufweisen, wiahrend CaVfp2a-N1 und
CaVp2a-N5 im Zytosol lokalisiert sind. Diese Unterschiede der subzelluldren Lokalisation
beruhen ausschlieBlich auf den unterschiedlichen N-Termini, da die CaVp2a-Proteine in ihrer
restlichen Aminosauresequenz identisch sind. CaVB2a-N3 unterliegt einer posttranslationalen
Lipidmodifikation, der Palmitoylierung, wodurch iiber einen Anker eine Membranassoziation
ermoglicht ist (105, 124), bei CaVB2a-N5 ist der Mechanismus der Assoziation mit der Plas-
mamembran noch Gegenstand der Forschung. Das CaV2a-Protein selbst besitzt nach Hydro-

pathieanalyse durch Perez-Reyes et al. (119) bzw. Castellano et al. (21) keine Transmembran-
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doménen, weswegen fiir dieses Protein prinzipiell eine zytoplasmatische Lokalisation zu er-

warten 1st.

Abbildung 60 zeigt konfokalmikroskopische Bilder der mit GFP C-terminal fusionierten
CaVp2a-Untereinheiten (obere Reihe) aus der Verdffentlichung von Takahashi et al. (146) im
Vergleich mit lichtmikroskopischen Bildern aus dieser Arbeit. Vergleicht man nun CaV[32d,
die nach der Nomenklatur dieser Arbeit CaVP2a-N1 entspricht, mit der Expression des
CaVp2a-N1-mRFP-Fusionsproteins dieser Arbeit, sicht man, dass in beiden Forschungsarbei-
ten fiir diese Spleiflvariante eine Verteilung der Fluoreszenz iiber die ganze Zelle, vor allem im
Zytosol, mit Aussparung des Zellkerns vorhanden ist. Somit bestétigt sich auch in dieser Ar-
beit, dass die mit mRFP fusionierte CaV2a-N1-Spleilvariante iberwiegend im Zytosol loka-

lisiert ist.

Abbildung 60: Vergleich von C-terminal mit einem Fluoreszenzprotein fusionierten CaVf2a-
Untereinheiten; oben CaVB2b entsprechend CaV[2-N4, CaV2d entsprechend CaVp2-N1 und CaV2e
entsprechend CaVB2-N5 der Nomenklatur dieser Arbeit; aus Takahashi et al. (146); unten, CaV2a-N1-

mRFP-Fusionsprotein, diese Arbeit

Es zeigt sich weiterhin, dass das mRFP keinen Nachteil gegeniiber dem iiblichen griin fluores-
zierenden Protein GFP in Bezug auf Expressions- und Signalstirke des Proteins mit sich

bringt und sich somit gut fiir fluoreszenzmikroskopische Beobachtungen eignet.
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5.6.2 Expression des CaVa;l.2-s-pHluorin-Fusionsproteins in HEK-

Zellen

Beim Vergleich der in Abbildung 61 dargestellten Aufnahmen von Harry et al. (links) und aus
dieser Arbeit (rechts) zeigt sich in beiden Fillen eine intensive Fluoreszenz verteilt iiber die
gesamte Zelle mit Intensititsmaximum im zentralen Bereich der Zellen. Harry et al. verwen-
deten im Gegensatz zu dieser Arbeit ein gelb fluoreszierendes Protein, welches mit dem N-
Terminus der CaVa,1.2-Untereinheit fusioniert wurde. Dieses Konstrukt wurde in COS-Zellen
exprimiert. Eine vermehrte Anreicherung der CaVa, 1.2-Untereinheit in der Plasmamembran
ist in keiner der Aufnahmen erkennbar, ist aber auch ohne Koexpression einer CaVp-
Untereinheit, welche den Membrantransport der CaVa, 1.2-Untereinheit bewerkstelligt, nicht

Zu erwarten.

Abbildung 61: Vergleich der Expression der mit einem Fluoreszenzprotein fusionierten CaVa, 1.2-
Untereinheiten links aus Harry et al., N-terminale Fusion, COS-Zellen (63); rechts diese Arbeit, Fusion
des s-pHluorins in der Extrazellularschleife; HEK293-Zellen.

Allerdings erschienen die griin fluoreszierenden Zellen dieser Arbeit klein und abgerundet, im
Vergleich zu den von Harry et al. (63) gezeigten Zellen, die eine physiologische lédnglich-
ovale Form besitzen. Die Transfektionseffizienz der in dieser Arbeit verwendeten HEK-Zellen
war niedrig. Somit besteht die Moglichkeit, dass das exprimierte Fusionsprotein die Integritét

der Zellen stort.

5.6.3 Koexpression des CaVa;l.2-s-pHluorin- mit dem CaV2a-N4-
MRFP-Fusionsprotein in HEK293-Zellen
Der obere Teil von Abbildung 62 zeigt die mit einem Fluoreszenzprotein fusionierte CaVp2a-

Untereinheit koexprimiert mit einer nicht fluoreszenzmarkierten CaVa,1.2-Untereinheit aus

Harry et al. (63), oben links, im Vergleich mit dieser Arbeit, oben rechts. Man erkennt in bei-
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den Fotografien eine basale Fluoreszenz der gesamten Zelle mit verstérkter Anfarbung der

Plasmamembran und bestimmter Bereiche innerhalb der Zellen.

Abbildung 62: Koexpression der CaVa,1.2-s-pHluorin- mit dem CaVp2a-mRFP-Fusionsprotein in
HEK293-Zellen. Links oben (EYFP)N-CaVB2(r) + CaVa,1.2 + CaVa,9, aus Harry et al. (63); links
unten (EYFP)N-CaVa,1.2 + CaVp2(r) + CaVa,9d, aus Harry et al. (63); rechts oben das CaVp2a-N4-
mRFP-Fusionsprotein + CaVa, 1.2, diese Arbeit; rechts unten das CaVa, 1.2-s-pHluorin-Fusionsprotein
+ CaVp2a-N4, diese Arbeit; (r) bezeichnet die Verwendung einer CaVP2-Untereinheit aus Herz von
Kaninchen (rabbit); die von Harry et al. verwendeten CaVa,1.2- und CaVa,d-Untereinheiten stammen
aus Gewebe von Mensch, die in der vorgelegten Arbeit verwendeten CaVa, 1.2- und CaV2-

Untereinheiten aus Herzgewebe von Maus.

Es fdllt auf, dass sich diese Bilder deutlich von denen der allein transfizierten CaVp2a-
Untereinheit (Abbildung 60) unterscheiden, wo eine gleichméBige Griin- bzw. Rotfarbung mit
Aussparung des Kerns zu erkennen war. Die Abbildung zeigt eine schwerpunktméfige Um-
verteilung der Fluoreszenz von gleichméfBiger Verteilung im Zytoplasma hin zu Akkumulation
im Bereich der Plasmamembran und bestimmten Strukturen im Zytosol. Dies korreliert mit
dem durch die CaVfp2a-Untereinheit vermittelten Einbau der CaVa,1.2-Untereinheit in die
Plasmamembran, wo CaVp2a-und CaVa,1.2-Untereinheit in unmittelbarer Nachbarschaft
miteinander interagieren sowie der Lokalisation der beiden Untereinheiten in Strukturen des
endoplasmatischen Retikulums, in denen die CaVf2a-Untereinheit wahrscheinlich eine fiir
den Membrantransport der CaVa,1.2-Untereinheit wichtige Chaperonfunktion (siche 2.4.1)
besitzt. Somit stellt sich in den Ergebnissen dieser Arbeit auch im Vergleich mit den Ergebnis-

sen von Harry et al. die Interaktion von CaVa,1.2- und CaVp2a-Untereinheiten in vivo sehr
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schon dar und scheint durch die Fusion der CaV2a-Untereinheit mit dem mRFP nicht beein-

trachtigt zu sein.

Im unteren Teil der Abbildung 62 - links aus der Studie von Harry et al. (63), rechts die Er-
gebnisse dieser Arbeit - wurde die mit einem Fluoreszenzprotein fusionierte CaVa,;1.2-
Untereinheit mit einer nicht fluoreszenzmarkierten CaVp2a-Untereinheit koexprimiert. Beide
Fotografien zeigen eine starke Fluoreszenz in einem rundlichen zentralen Bereich der Zellen,
wihrend sich die Peripherie nur schwach anfarbt. Im Bild von Harry et al. (63) erkennt man
zusitzlich eine Anfarbung der Plasmamembran, die in dieser Form in hier dargelegter Arbeit

nicht zu sehen ist.

Da es sich bei der CaVa,1.2-Untereinheit um ein sehr groes Protein mit zahlreichen Trans-
membrandoménen handelt, ist es durchaus moglich, dass der Plasmamembran-Einbau in unse-
ren Experimenten trotzdem stattgefunden hat, die schwachen Fluoreszenzsignale aber mittels
Lichtmikroskopie, die wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, nicht oder nur schwach de-
tektierbar sind. Es zeigt sich, dass im Vergleich zu den Aufnahmen von Harry et al. eine ver-
mehrte Akkumulation der CaVa,1.2-Untereinheit im ER stattfindet, wiahrend der Membran-
transport in geringerem Male erfolgt. Der unzureichende Membrantransport, der in der
Publikation von Harry et al. (63) moglicherweise nicht besteht, konnte auf die Fusion des
Fluoreszenzproteins in die IIS5-1IS6 Extrazellulédrschleife von CaVa,1.2 zurilickzufiihren sein.
Es ist ndmlich nicht ausgeschlossen, dass diese Modifikation des Proteins seine Tertidrstruktur
und somit seinen Transport und den Einbau in die Plasmamebran beeinflusst. Eine sehr sensi-
tive Methode, um den korrekten Einbau von nur wenigen CaVa,1.2-Untereinheiten in die
Membran nachzuweisen, sind elektrophysiologische Messungen. Hierfiir sind anders als fiir
die Lichtmikroskopie nur wenige Molekiile notwendig. Dies bedeutet, dass die fiir elektrophy-
siologische Messungen ausreichende Anzahl an Kanilen nicht zwangsldufig sichtbare Signale
in der Fluoreszenzmikroskopie ergibt. Solche elektrophysiologischen Untersuchungen wurden
in der Arbeitsgruppe begonnen (Anhang 2, Tabelle 41); allerdings ist man fiir die in vivo-
Identifizierung des Transportwegs von CaVa,1.2 in die Plasmamembran auf mikroskopische

Techniken angewiesen.

5.6.4 Konfokalmikroskopie der CaVajl.2-Untereinheit

Abbildung 63 zeigt den Vergleich der konfokalmikroskopischen Aufnahmen von Cheng et al.
und dieser Arbeit. Die Studie von Cheng et al. (27) zeigt, dass die Expression der CaVa,1.2-
Untereinheit in HEK293-Zellen eine bevorzugte intrazelluldre Lokalisation in tubuléren, ver-

netzten Strukturen, teils perinukledr, bewirkt; dies konnte einer Lokalisation der CaVa,1.2-
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Untereinheit im endoplasmatischen Retikulum entsprechen (Abbildung 63, links). Zusétzlich
sind kleine rundliche Bereiche stirkerer Signalintensitit zu erkennen. Das Fluoreszenzsignal
erstreckt sich iiber die gesamte Zelle mit Aussparung des Zellkerns. Die Expression des CaV-
o 1.2-s-pHluorin-Fusionsproteins in unseren Untersuchungen (Abbildung 63, rechts) fiihrt,
dhnlich dem linken Teil der Abbildung 63, zu einer diskreten Fluoreszenz der gesamten Zelle
mit Aussparung des Kerns. Im linken Teil der Abbildung 63 sind kleine rundliche Bereiche
stiarkerer Signalintensitdt zu erkennen, die hinsichtlich ihrer Identitdt aufgrund zu geringer

Auflésung nicht ndher analysiert werden kénnen.

Abbildung 63: Vergleich konfokalmikroskopischer Bilder der in HEK293-Zellen transfizierten fluores-
zenzmarkierten CaVa,1.2-Untereinheit. Links HEK293-Zellen transfiziert mit der CaVo,1.2-
Untereinheit aus Rattengewebe - C-terminal fusioniert mit EGFP - und der CaVa,0-Untereinheit, aus
Cheng et al. (27); rechts HEK293-Zellen transfiziert mit CaVa,1.2-Untereinheit aus Herzgewebe von

Maus mit im Extrazellulédrloop fusioniertem s-pHluorin, diese Arbeit)

Die Konfokalmikroskopie konnte in dieser Arbeit leider nicht mit einer hoheren Auflosung
durchgefiihrt werden, da das Fluoreszenzsignal der CaVa,1.2-Untereinheit relativ schwach
und die Transfektionsrate zu gering war, um einzelne Zellen, wie beispielsweise in der Arbeit
von Cheng et al (27) gezeigt, ndher fokussieren zu konnen. Deshalb muss {iber den Rahmen
dieser Arbeit hinaus zunédchst primér eine Steigerung der Transfektionseffizienz erreicht wer-
den, um weitere Untersuchungen durchfithren und kritisch analysieren zu kdnnen. Fiir zukiinf-
tige Arbeiten stehen deshalb Untersuchungen im Vordergrund, bei denen die Transfektionsef-
fizienz erhoht wird, z.B. durch Verwendung von viralen Expressionssystemen; gleichzeitig
soll in diesen Zellen die Kanalaktivitét registriert werden. Ziel ist es, diese Untersuchungen
dann auf Kardiomyozyten zu iibertragen, bei denen die normalerweise vorhandene CaVp2-
Untereinheit aufgrund des Targeting ihres Gens ausgeschaltet ist. Solche CaVB2-defizienten

Mauslinien existieren in der Arbeitsgruppe (162).
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