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1.2 Der BK-Kanal

Die Klonierung eines BK-Kanals erfolgte zuerst aus Drosophila (Atkinson et al.,1991;
Adelman et al., 1992); Ausgangspunkt war die Mutante Slowpoke (Elkins et al., 1986),
daher die hidufig anzutreffende Abkiirzung Slo. In der Folgezeit wurden zu dSlo
homologe Gene auch in anderen Spezies identifiziert, z.B. der Maus, der Ratte und dem
Menschen (Butler ef al., 1993; Tseng-Crank et al., 1994; Hiilsemann, 1998). Ein BK-
Kanal hat bei symmetrischer K'-Konzentration eine Leitfihigkeit von ca. 250 pS
(Wallner et al., 1999a). Die membranspannende Region S1 - S6 des BK ist zu den
spannungsaktivierten Kaliumkanilen homolog; BK verfiigt jedoch iiber eine weitere
N-terminale Transmembrandoméne (SO) und einen tiber 800 Aminosduren langen intra-
zelluldren C-Terminus, der weitere hydrophobe Segmente (S7 - S10) enthilt (Adelman
et al., 1992; Butler et al., 1993; Meera et al., 1997). Wéhrend an die SK-Kanéle konsti-
tutiv Calmodulin als Ca**-Sensor gebunden ist (Xia et al., 1998a), wurde beim BK-
Kanal ein Sequenzabschnitt im C-Terminus identifiziert, der aufgrund der vielen
negativ geladenen Aspartatreste eine potentielle Ca**-Bindungsstelle darstellt und an
der Regulation des Kanals durch Ca®" einen wesentlichen Anteil hat. Die Region wird
als ,,calcium bowl* bezeichnet und befindet sich zwischen S9 und S10 (Schreiber und
Salkoff, 1997; Schreiber et al., 1999).

Obwohl nur ein Gen bekannt ist, das fiir die a-Untereinheit von BK-Kanilen kodiert,
wurden native BK-Kanile mit sehr unterschiedlicher Ca”**-Sensitivitit, Kinetik und
Sensitivitdt gegeniiber Toxinen beschrieben (Reinhart ef al., 1989; McManus, 1991).
Ein bedeutsamer Mechanismus, um BK-Kanédle mit variablen Eigenschaften zu
erzeugen, ist das alternative Spleilen an mindestens 5 Stellen innerhalb des intrazelluli-
ren C-Terminus des BK-Kanals von Sdugetieren (Butler et al., 1993; Tseng-Crank et
al., 1994; Vogalis et al., 1996; Wallner et al., 1999a). Bei Splei3varianten wurde eine
verdnderte apparente Ca*"-Sensitivitit (Tseng-Crank et al., 1994) bzw. durch ein
cysteinreiches Exon eine erhdhte apparente Ca®’-Sensitivitit und eine verinderte
Kinetik beobachtet (Saito et al., 1997). Dartiber hinaus tragen [-Untereinheiten,
Proteine mit zwei Transmembrandoméinen und intrazelluldren N- und C-Termini, zur
Vielfalt nativer BK-Kénale bei. Die erste f-Untereinheit wurde als Bestandteil des
gereinigten BK-Kanals aus der glatten Muskulatur identifiziert und kloniert (Knaus et
al., 1994). Diese Untereinheit, die iberwiegend in der glatten Muskulatur exprimiert

wird, erhoht die Ca®"- und Iberiotoxin-Sensitivitit und verlangsamt die Kinetik der
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Aktivierung und Deaktivierung des BK-Kanals (Dworetzky et al., 1996). Fir die
Vermittlung des Effekts der B-Untereinheit ist die N-terminale Region des BK-Kanals
bis einschlieBlich SO erforderlich (Wallner et al., 1996). Koexpression von BK mit einer
anderen B-Untereinheit (2; Wallner et al., 1999b; Xia et al., 1999) fiihrt dazu, da3 der
Kanal inaktivierend und aullerdem sensitiver gegeniiber Charybdotoxin wird
(ICso(a) = 1 nM; ICsp(a+p2) = 58 nM; Wallner et al., 1999b). In den Haarzellen des
Innenohrs des Huhnes wirken alternatives Spleilen der a-Untereinheit und eine -
Untereinheit zusammen, um BK-Kanile mit verschiedener Kinetik und Ca*'-Sensitivitit
zu generieren. Es wird vermutet, daf} die unterschiedliche Verteilung von BK-Spleil3-
varianten und die Variationen im Expressionsniveau der B-Untereinheit in der Cochlea
dazu dienen, die elektrischen Eigenschaften der verschiedenen Haarzellen an die Schall-
frequenz, die sie verstirken sollen, anzupassen (Navaratnam ef al., 1997; Rosenblatt et

al., 1997; Ramanathan et al., 1999).

1.3 Physiologische Funktionen des BK-Kanals

Da unter physiologischen Bedingungen gleichzeitig ein depolarisiertes Membran-
potential und eine erhéhte intrazellulire Ca®’-Konzentration erforderlich sind, um BK
zu aktivieren (Marty, 1981), fungiert der Kanal in der Zelle als ein Koinzidenzdetektor.
Seine Aktivierung repolarisiert die Plasmamembran, wodurch u.a. der Calciumeinstrom
durch spannungsabhingige Ca**-Kanile (Ca,-Kanile) beendet wird, ein Vorgang, der in
der Kybernetik als negative Riickkopplung bezeichnet wird (Vergara et al., 1998). Eine
Aktivierung von BK-Kanilen durch Ca’"-Kanile des N-Typs, aber nicht durch solche
des L- oder P/Q-Typs, wurde mit patch clamp-Messungen an Hippocampus-Neuronen
gezeigt (Marrion und Tavalin, 1998). In SCG-Neuronen sind BK-Kanile hingegen mit
Ca’"-Kanilen des L-Typs gekoppelt (Davies efal., 1996). BK-Kanile tragen zur
Repolarisierung nach einem Aktionspotential sowie zum schnellen hyperpolarisierenden
Nachpotential (fAHP) bei (Storm, 1987; Sah, 1996). Sie regulieren die Ausschiittung
von Neurotransmittern an der neuromuskuldren Synapse des Frosches (Robitaille und
Charlton, 1992). Aus den Ergebnissen der Immunhistochemie und in situ-Hybridisie-
rung wurde abgeleitet, da3 im zentralen Nervensystem der Ratte viele BK-Kanile in
den Axonen und Nervenendigungen lokalisiert sind, und es wird vermutet, dal pré-
synaptische BK-Kanile im Gehirn ebenfalls an der Regulation der Neurotransmitter-

Ausschiittung beteiligt sein konnten (Knaus et al., 1996).



Einleitung 5

BK-Kanéle sind in der glatten Muskulatur stark exprimiert (Knaus et al., 1995) und
spielen hier eine wichtige Rolle bei der Regulation des Kontraktionszustandes (Wallner
et al., 1999a). Die Blockierung der BK-Kanile fiihrt zur Depolarisierung der
Muskelzellen und zur Kontraktion des Muskels (Brayden und Nelson, 1992; Anwer
etal., 1993). In der glatten Muskulatur von Arterien konnen BK-Kanéle infolge von
lokalen Erhohungen der Ca*"-Konzentration aktiviert werden, die von Ca*"-abhingigen
Ca’"-Kanilen im sarkoplasmatischen Retikulum verursacht werden, und so die Zellen

hyperpolarisieren und den Muskel entspannen (Nelson et al., 1995)

1.4 Potentielle Interaktionspartner des BK-Kanals von
Sdugetieren

Die prézise Lokalisierung von Ionenkanédlen in der Plasmamembran, z.B. im Verbund
mit anderen lonenkanélen, in der Pri- oder Postsynapse, ist fiir deren Funktion in vivo
essentiell, und wird meist durch deren direkte Interaktion mit Struktur- oder Adapter-
proteinen erreicht (Sheng und Wyszynski, 1997). Die hohen Ca®"-Konzentrationen (im
mikromolaren Bereich), die fiir die Aktivierung des BK-Kanals unter physiologischen
Bedingungen erforderlich sind, deuten darauf hin, da sich BK- und spannungs-
abhingige Ca*'-Kanile in groBer Nihe zueinander befinden sollten. Dariiber hinaus
zeigten patch clamp-Messungen an Neuronen des Hippocampus, dall im gleichen patch
befindliche Ca**-Kanile des L-Typs und BK-Kanéle nahezu zeitgleich aktivieren, was
ebenfalls auf einen sehr geringen Abstand zwischen den Kanédlen schlieen 148t
(Marrion und Tavalin, 1998). Eine Kolokalisierung von BK-Kanilen und spannungs-
abhingigen Ca”*’-Kanilen wurde auch in Neuronen der Schnecke (Gola und Crest,
1993), an der neuromuskuldren Synapse des Frosches (Robitaille ez al., 1993) und in
Haarzellen des Frosches nachgewiesen (Roberts ef al., 1990; Issa und Hudspeth, 1994).
Unbekannt sind jedoch die molekularen Strukturen, die fiir die rdumliche Organisation
dieser Ionenkanile verantwortlich sind.

Bei der elektrophysiologischen Charakterisierung nativer BK-Kanéle aus dem Gehirn
der Ratte wurde festgestellt, daB Proteinkinase C sowie die Phosphoprotein-
Phosphatase 2A mit dem gereinigten Kanal assoziiert sind (Chung ef al., 1991; Reinhart
und Levitan, 1995). Des weiteren konnen sowohl die katalytische Untereinheit der
Proteinkinase A als auch die Tyrosinkinase Src den BK-Kanal aus Drosophila nicht nur

phosphorylieren, sondern auch physikalisch mit ihm interagieren (Wang et al., 1999).



6 Einleitung

AulBlerdem wurden mit Hilfe des Zwei-Hybrid-Systems in der Hefe (,,yeast two-hybrid
screen’’) zwei bis dahin unbekannte, regulatorische Proteine gefunden (Slob und dSlip),
die mit dem BK-Kanal aus Drosophila interagieren (Schopperle et al., 1998; Xia et al.,
1998b). Wihrend Slob allein die Sensitivitdt von BK gegeniiber der Depolarisation des
Membranpotentials erhoht, kehrt die Assoziation eines weiteren regulatorischen
Proteins, einer 14-3-3-Isoform, mit Slob den Effekt um und erhoht die Spannungs-
sensitivitdt des Kanals (Zhou et al., 1999). Die Bindung von 14-3-3 an Slob ist dyna-
misch regulierbar, da sie von der Phosphorylierung zweier Serinreste in Slob durch die
Ca”"/Calmodulin-abhiingige Proteinkinase II abhiingt (Zhou ez al., 1999). Allerdings
konnten bis heute keine zu Slob oder dSlip homologen Vertebraten-Proteine gefunden

werden.

1.5 Ziel der vorliegenden Arbeit

Bisher sind, mit Ausnahme der B-Untereinheiten, keine Proteine bekannt, die mit dem
BK-Kanal von Vertebraten physikalisch interagieren. Nicht nur die in den letzten Jahren
herausgearbeiteten Prinzipien der Signaliibertragung und der rdumlichen Organisation
der Zelle, sondern auch das Beispiel des BK-Kanals aus Drosophila und die erwidhnten
experimentellen Befunde beziiglich des homologen Saugetier-Kanals lassen jedoch den
Schlu8 zu, daB solche Interaktionspartner existieren und fiir die physiologischen
Funktionen des lonenkanals bedeutsam sind. Ziel dieser Arbeit war die Charakteri-
sierung eines bislang unbekannten Proteins, das mit dem C-Terminus des BK-Kanals

der Ratte interagiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die Bezugsquellen der Materialien werden in der Reihenfolge Produktname, Firmen-

name angegeben.

2.1.1 Gerate

Blotapparatur
Elektroporator
Entwicklungsmaschine
Homogenisator
Mikroskop

Mikroskop, konfokal
PCR

Photometer
Phosphoimager
Proteingelsystem

Szintillationszihler

Thermodrucker
Ultraschall-Gerit
Ultra-Turrax

Ultrazentrifugen

Verstirkerfolie

Zentrifugen

Trans-Blot SD, Bio-Rad

Gene Pulser 11, Bio-Rad

Curix 60, AGFA-Gevaert

Schiitt Labortechnik

Axioskop, Zeiss

LSM 510 mit Axiovert 200, Zeiss
Trio-Thermoblock TB 1, Biometra
GeneQuant RNA/DNA Calculator, Pharmacia
BAS 1500, Fujix, Raytest

Mini-Protean II, Bio-Rad

TRI-Carb 2000 CA, United Technologies Packard
LS 6000LL, Beckman Coulter

Video Copy Processor P67E, Mitsubishi
Sonopuls GM 70, Bandelin Electronic
Janke & Kunkel, Ika-Labortechnik
XL-90, Beckman

Optima TLX 120, Beckman

Reflection, DuPont NEN

5415 C, Eppendorf (Tischzentrifuge)
5402, Eppendorf (Kiihlzentrifuge)
Megafuge 2.0 R, Heraeus

J2-MI, Beckman
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Chromatographie-Papier
Faltenfilter DNA-Isolation

Filme

Filter 0,22 pm

Nitrozellulosemembranen

3MM Chr, Whatman

Nucleobond, Macherey-Nagel

Kodak BIO-MAX ML, Eastman Kodak (Western)
Kodak X-OMAT Blue XB-1 (Western)

Kodak BIO-MAX MS (Northern)

Stericup 500 ml, Millipore

HyBond ECL, Amersham

Protran BA 83, Schleicher & Schiill

2.1.3 Kits und Saulenmaterial

ECL-Detektionsreagenzien

Gelextraktion

Glutathion-Agarose
Kovalente Peptid-Kopplung
Nickel-NTA-Agarose
Markierung von DNA
Plasmid-DNA Isolation

Proteinquantitierung
Gelfiltration

Sequenzierung

2.1.4 Chemikalien

Amersham

NucleoSpin Extract, Macherey-Nagel
QiaEx II gel Extraction Kit, Qiagen
Sigma

Sulfolink, Pierce

Qiagen

Rediprime RPN 1633, Amersham
NucleoSpin, Macherey-Nagel

Wizard Plus MidiPreps, Promega
Nucleobond PC 500, Macherey-Nagel
BCA Protein Assay Kit, Pierce
Sephadex G-50 Nick Column, Pharmacia
AmpliTaq FS 1/4 Big Dye Terminator,
Applied Biosystems

2.1.4.1 Chemikalien und Lésungen

A-, B-, L-, M-, H-Puffer
Acrylamidlosung (30 %; 37,5:1)

Agarose

Roche

Bio-Rad

Ultra Pure, Gibco BRL (DNA-Elektrophorese)
SeaKem LE, Biozym (B-Galaktosidasetest)
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3-Amino-1,2,4-triazol Sigma
Ampicillin Roche
Deoxycholat Fluka
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dithiothreitol (DTT) Sigma
Ethidiumbromid Sigma
Fugene 6 Roche
Glutathion, reduziert Sigma

ExpressHyb Hybridization Solution ~Clontech

IPTG Biomol
Lachssperma-DNA Sigma

Lipofectamin, Lipofectin Invitrogen
Paraformaldehyd Sigma
Proteaseinhibitormischung Complete Mini, Roche
SDS Fluka
Szintillationsfliissigkeit Rotiszint eco, Roth
Triton X-100 Fluka

Tween 20 Sigma

X-Gal Biomol

Soweit nicht gesondert aufgefiihrt, wurden alle anderen Chemikalien von den Firmen

Biomol, Fluka, Merck, Serva und Sigma bezogen.

2.1.4.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von den Firmen Metabion, MWG Biotech und Eurogentec

bezogen.
2.1.4.3 Langenstandards fiir DNA

Langenstandard DNA:  Gibco BRL

1 kb DNA-Leiter 12.216, 11.198, 10.180, 9.162, 8.144, 7.126, 6.108, 5.090,
4.072, 3.054, 2.036, 1.636, 1.018, 506, 396, 344, 298, 220,
201, 154, 134, 75 [bp]

| kb+ DNA-Leiter 12.000, 11.000, 10.000, 9.000, 8.000, 7.000, 6.000, 5.000,
4.000, 3.000, 2.000, 1.650, 1.000, 850, 650, 500, 400, 300,
200, 100 [bp]
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100 bp DNA-Leiter 2.072, 1.500, 1.400, 1.300, 1.200, 1.100, 1.000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 [bp]

2.1.4.4 Langenstandards fir Protein

Coomassie-Féarbung: SDS-PAGE Standard, low range Bio-Rad
97,4; 66; 45; 31; 21,5; 14,5 [kDa]

Western Blot: Precision Protein Standard, prestained Bio-Rad
250; 150; 100; 75; 50; 37;25;15; 10 [kDa]

2.1.5 Haufig verwendete Puffer und Lésungen
Alle verwendeten Losungen wurden mit demineralisiertem H,O angesetzt.

Ampicillinlosung 10 mg/ml Ampicillin in H,O
EDTA-L6sung 200 mM EDTA (pH 8,0)

Ethidiumbromid-Lésung 10 mg/ml Ethidiumbromid in H,O

IPTG-Losung 0,1 M IPTG in H,O, steril filtriert
PBS (1x) 130 mM NaCl
7 mM NazHPO4
3 mM NaH,PO, (pH 7,3), autoklaviert
PBS-K (1x) 140 mM NacCl
2,7 mM KCl
10 mM NazHPO4
1,§ mM KH,PO,4 (pH 7,3), autoklaviert
Phenol (TE-gesittigt) Phenol p.A. mit TE-Puffer
0,1 % 8-Hydroxychinolin
TBS (1x) 140 mM NacCl
20 mM Tris-HCI (pH 8,0), autoklaviert
TE-Puffer (pH 7.5) 10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA, autoklaviert
TE-Puffer (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1 mM EDTA, autoklaviert

X-Gal 30 mg/ml in DMSO
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2.1.6 Nahrmedien und Agarplatten

21.61 E.coli
LB-Medium 20 g/l Miller’s LB Broth Base, Gibco,
autoklaviert
LB-Agarplatten I x LB-Medium
15 gl Bacto-Agar

Fiir die Antibiotika enthaltenden LB-Agarplatten wurde 100 pg/ml Ampicillin nach

dem Autoklavieren der 50 °C warmen 1 x LB-Agarlosung hinzugefiigt.

2.1.6.2 S.cerevisiae

YAPD-Medium 10 gl Hefeextrakt
20 g/l Bactopepton
0,1 gl Adenin
nach dem Autoklavieren: 100 ml 20% Glucose
Drop out-Medium je2g: Adenin, Arg, Cys
jelg: Ile,Met, Phe, Pro, Ser, Tyr, Val;
im Morser vermengt
THULL -Medium 1,2 g/l Yeast Nitrogene Base w/o amino acids
(Difco)
5 g/l Ammoniumsulfat
10 g/l Succinat
6 g/l NaOH
650 mg/l Drop out-Medium
210 mg/l 3-Aminotriazol
nach dem Autoklavieren: 100 ml 20% Glucose
5 ml Asp 10 g/l
2,5 ml Thr 40 g/1
UTL -Medium wie THULL -Medium, jedoch zusétzlich:
10 ml Lys 10 g/l
5 ml His 10 g/l
ohne 3-Aminotriazol
UT -Medium wie UTL -Medium, jedoch zusitzlich:
10 ml Leu 10 g/1
UL -Medium wie UTL -Medium, jedoch zusétzlich:

10 ml Trp 10 g/1
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Fiir Ndhrmediumplatten wurden die entsprechenden Fliissigmedien wie oben angegeben

angesetzt und vor dem Autoklavieren 16 g/l Bacto-Agar hinzugefiigt.

2.1.6.3 Zellkultur

DMEM Gibco BRL
Fotales Rinderserum Gibco BRL
L-Glutamin 100x Gibco BRL
Opti-MEM Gibco BRL
Penicillin/Streptomycin 500x Roche
Trypsin-EDTA Gibco BRL
B27 Gibco BRL
bFGF Gibco BRL
Hibernate A Gibco BRL
Neurobasal A Gibco BRL
Trypsin-EDTA Biochrom
2.1.7 Plasmide

Bluesript 11 KS', SK', SK~ Stratagene
pGEM-T Promega
pGEX-4T Pharmacia
pRSET Invitrogen
pET32 Novagen
pLexN Hollenberg et al., 1995
pVP16 Hollenberg et al., 1995
pGAD424 Clontech
pcDNA3 Invitrogen

pcDNA3.1/Myc-His Invitrogen
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2.1.8 Enzyme und Proteine

BSA, proteasefrei, Fraktion V Sigma

BSA, Standardlosung Pierce 2 ng/ul
Ribonukleaseinhibitor (RNAsin) Promega 40 u/pl
RNase A Sigma

RNase T, Sigma 500 u/pul
MMLYV Reverse Transkriptase

SuperScript I (RNaseH") Gibco BRL 200 u/ul
T4 DNA Ligase Roche 1 wpl
Tag-Polymerase TaKaRa Ex Taq 5 u/ul
Pfu-Polymerase Promega 3w/l

Die Restriktionsenzyme stammten von den Firmen New England Biolabs, Pharmacia

oder Roche.

2.1.9 Antikorper

2.1.9.1 Erstantikorper

T7-Tag monoklonal Novagen
Thioredoxin (,,anti-Thio*) monoklonal Invitrogen
GST monoklonal Santa Cruz
c-myc (9E10) monoklonal Roche
NeuN monoklonal Chemicon
MAP2 (HM-2) monoklonal Sigma
BK-Kaliumkanal, aus Kaninchen polyklonal Chemicon

2.1.9.2 Zweitantikorper

Anti-Maus-I1gG, aus Ziege HRP-konjugiert Bio-Rad
Anti-Kaninchen-IgG, aus Ziege HRP-konjugiert Bio-Rad
Anti-Maus-IgG, aus Ziege, Cy3-konjugiert Dianova

Anti-Kaninchen-IgG, aus Esel, FITC-konjugiert Amersham
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2.1.10 Biologisches Material
21.10.1 Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a
[F, endAl hsdR17 (rymy), supE44, thil, recAl, gyrA(Nal'), relAl, A(lacZY A-
argF)U169, ¢80-d lacZAM15]

Escherichia coli BL21
F', ompT, hsdS (rs’, mg), gal

2.1.10.2 Hefestamm

Saccharomyces cerevisiae 1.40
MATa his3A200 trpl1-901 leu2-3112 ade2 LYS2::(4lexAop-HIS3) URA3::(8lexAop-
lacZ) GAL4 gal80

2.1.10.3 Ratten (Rattus norvegicus)

Minnliche Wistar-Ratten der Alterstufen P20 bis P60.
Trachtige Weibchen zur Préparation der Hippocampi aus E18-Embryonen.



Material und Methoden 15

2.2 Methoden

Als genereller Leitfaden fiir die experimentelle Arbeit dienten Sambrook et al. (1989)

sowie Harlow und Lane (1999).

2.2.1 Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung von DNA
2.2.1.1 Klonierungsmethoden

2.2.1.1.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Boehringer-Puffer (1x):

A B L M H
Tris-Acetat 33 - - - R
Tris-HC1 - 10 10 10 10
Mg-Acetat 10 - - - -
MgCl, - 5 10 10 10
K-Acetat 66 - - - -
NaCl - 100 - 50 100
DTE - - 10 10 10
DTT 0,5 - - - R
2-ME - 1 - - -

Zur Analyse der DNA aus 5 ml-Kulturen (2.2.1.2.4) wurde 1 pl (entspricht 1/50 der
gesamten DNA oder ca. 200 ng) des Eluats eingesetzt. Fiir praparative Zwecke wurden
1 -2,5 ng Plasmid-DNA oder das aus einem Agarosegel isolierte (2.2.1.1.4) PCR-
Produkt verwendet, dessen Konzentration zuvor auf einem analytischen TBE-
Agarosegel abgeschitzt worden war. Die erforderlichen Mengen der Restriktionsen-
zyme wurden berechnet und das Gesamtvolumen des Ansatzes so gewéhlt, dal} die
Glycerol-Endkonzentration 5 % (bei EcoRI und BamHI 2 %) nicht tiberschritt. Die
Spaltung der DNA erfolgte bei 37 °C fiir mindestens 1 h. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 1/7 Volumen DNA-Probenpuffer beendet und die DNA-Fragmente wurden
auf einem Agarosegel (2.2.1.1.3) aufgetrennt.

2.2.1.1.2 Vektorpriparation

Zur Linearisierung von Plasmid-DNA, die fiir die Ligation eingesetzt werden sollte,
wurden 1 - 2,5 pg zirkuldre Vektor-DNA mit der zweieinhalbfachen der berechneten

Menge an Restriktionsendonukleasen fiir 2 h bei 37 °C in einem Gesamtvolumen von
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50 - 100 pl inkubiert. Danach wurde der Ansatz mit 1/20 Volumen 1 M Tris-HCI
pH 9,0 versetzt und die DNA mit 3 u Alkalischer Phosphatase pro pmol Enden
dephosphoryliert. Man inkubierte exakt 1 h bei 37 °C und stoppte die Reaktion mit
1/7 Volumen DNA-Probenpuffer. Die Reinigung der Vektor-DNA erfolgte elektropho-
retisch tiber ein 0,7 %iges Agarosegel. AnschlieBend wurde sie isoliert wie unter

2.2.1.1.4 beschrieben.

2.2.1.1.3 Elektrophoretische Trennung von DNA

DNA-Probenpuffer (5x): 20 % Ficoll 400
100 mM EDTA (pH 8,0)
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol ff
TBE-Puffer (10x): 890 mM Tris

890 mM Borséure

20 mM EDTA (pH 8,0)
Zur Trennung von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele in horizontalen Gelkammern
mit einem TBE-Puffersystem eingesetzt. Ethidiumbromid (0,4 pg/ml) befand sich
sowohl im Gel als auch im Laufpuffer. Die Agarosekonzentration betrug 0,7 - 1,5 %,
abhdngig von der GroBe der zu separierenden DNA-Fragmente. Die Elektrophorese
wurde bei 100 V durchgefiihrt und die DNA-Banden unter UV-Licht visualisiert und

dokumentiert.

2.2.1.1.4 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Fiir praparative Zwecke wurde die gesuchte DNA-Bande unter langwelligem UV-Licht
(366 nm) aus dem Agarosegel mit einer Skalpellklinge ausgeschnitten. Zur Isolierung
der DNA aus dem Gelfragment kam das ,,NucleoSpin Extract"-System zum Einsatz.
Die Agarose wurde mit NT1-Puffer (300 ul / 100 pg Gel) bei 50 °C unter Schiitteln fiir
10 min aufgelost und die Losung auf die mitgelieferte Sdule geladen (Zentrifugation:
Eppendorf-Tischzentrifuge, 8000 x g, 1 min). Man wusch die Sdule zweimal mit je
600 ul NT3-Losung (Zentrifugation: Eppendorf-Tischzentrifuge, 15800 x g, 1 min)
Nach dem zweiten Waschschritt folgte noch eine abschlieBende Zentrifugation bei
15800 x g fiir 2 min, um Reste der NT3-Losung zu entfernen. Die DNA wurde mit

30 ul NE-Puffer eluiert, der auf 70 °C vorgewirmt worden war.



Material und Methoden 17

Da das System von Macherey-Nagel bei DNA-Fragmenten, die kleiner als 200 bp
waren, geringe Ausbeuten lieferte, wurde in diesen Fillen das ,,Qiaex II*-System
verwendet. Die erforderliche Menge an QXI1-Puffer wurde nach den Angaben des
Herstellers bestimmt und dem Ansatz aus QXI1-Puffer und DNA-haltigem Agarose-
block 10 pl QiaexII-Suspension hinzugefiigt. Solubilisieren der Agarose und Adsorp-
tion der DNA erfolgten fiir 10 min bei 50 °C. Danach zentrifugierte man fiir 30 s bei
13600 x g und wusch das Sediment nacheinander mit 500 ul QX1-Puffer und zweimal
mit je 500 pul PE-Puffer. Das Sediment wurde im Stickstoffstrom so lange getrocknet,
bis es eine weile Farbe annahm. AnschlieBend wurde die DNA mit 20 pul 5 mM Tris-
HCI pH 8,0 eluiert.

2.2.1.1.5 Klonierung eines HA-Epitops in den Expressionsvektor pcDNA3

Der Expressionsvektor pcDNA3 wurde zunidchst mit den Restriktionsenzymen X4ol und
Apal geschnitten und gereinigt wie unter 2.2.1.1.2 beschrieben, jedoch nicht
dephosphoryliert. Je 80 pmol der Oligonukleotide 1873 (sense) und 1874 (antisense; s.
Anhang) wurden in 40 ul Endvolumen mit 1 x,One for All“-Puffer (Pharmacia)
vermischt und 5 min in einem kochenden Wasserbad (ca. 0,5 1) inkubiert. Zu langsamen
Abkiihlung wurde die DNA-Losung im Wasserbad belassen und dieses im Verlauf
mehrerer Stunden auf RT abgekiihlt. 100 fmol, 50 fmol und 10 fmol des doppelstrangi-
gen Oligonukleotids wurden fiir die Ligation eingesetzt (2.2.1.2.2).

2.2.1.2 DNA-Amplifikation in Bakterien

2.2.1.2.1 Herstellung kompetenter E.coli DHSa
(Inoue et al., 1990)

SOB-Medium: 20 gl Bacto-Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 mM NaCl
5 mM KCl
10 mM MgCl,
10 mM MgSO4
(pH 7,0 eingestellt)

TB-Medium: 10 mM MOPS, pH 6,7 mit KOH
250 mM KCl1
15 mM CaCl,
55 mM MnCl,
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Um die Bakterien fiir die Aufnahme von Plasmid-DNA vorzubereiten, wurden sie der
folgenden Prozedur unterzogen: Die Bakterien wurden in 250 ml SOB-Medium bei
18 °C und unter Schiitteln (220 rpm) bis zu einer ODgpp von 0,45 — 0,6 herangezogen.
(Die gewiinschte Dichte der Kultur war, wenn mit 10 Kolonien angeimpft worden war,
nach etwa 40 — 48 h erreicht.) Die Kultur wurde anschlieBend fiir 10 min auf Eis gestellt
und danach die Zellen bei 2500 x g sedimentiert (Beckman-Rotor JS-7.5; 10 min, 4 °C).
Die Bakterien wurden in 80 ml eiskaltem TB-Medium resuspendiert, 10 min auf Eis
inkubiert und erneut sedimentiert. Diesmal suspendierte man die Zellen mit 20 ml
eiskaltem TB-Medium, fiigte DMSO bis zu einer Endkonzentration von 7 % (1,5 ml;
unter Schutzgas gelagert; Sigma) hinzu und inkubierte wieder fiir 10 min auf Eis. Die
Bakteriensuspension wurde in 100 pl-Aliquots aufgeteilt, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
2.2.1.2.2 Ligation

Ligationspuffer (5x): 100 mM Tris-HCI (pH 7,5)

50 mM MgCl,

50 mM DTT

5 mM ATP
Fir einen Standardansatz wurden 10— 15 pg geschnittener, dephosphorylierter und
gereinigter Vektor und ein dreifacher molarer UberschuB des zu ligierenden DNA-
Fragmentes in 1x Ligationspuffer mit 1 u T4-DNA-Ligase (Roche) in einem Gesamt-
volumen von 20 ul gemischt. Die Ligation erfolgte fiir mindestens 2 h bei 14°, wonach
die Transformation stattfinden konnte.
Um die Produkte der PCR mit ,,TaKaRa Ex Taq“ Polymerase auf Erststrang-cDNA
(2.2.1.3) in den Vektor pGEM-T (Promega) einzubauen, wurden die von Hersteller
mitgelieferten Reagenzien verwendet. Der Ligationsansatz wurde fiir 1 h bei RT

inkubiert und dann die Transformation durchgefiihrt.

2.2.1.2.3 Transformation von E. coli

Die Amplifikation von DNA erfolgte in E.coli DH5a. Zur Transformation wurde ein
Aliquot der kompetenten Bakterien zu 5 pl des Ligationsansatzes gegeben und 15 min
auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden einem Hitzeschock bei 37 °C fiir 5 min
ausgesetzt, 150 pul LB-Medium (ohne Antibiotikum) hinzugefiigt und fiir weitere 15 min

bei 37 °C inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde auf einer vorgewédrmten (37 °C)
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LB/Amp-Platte ausgestrichen und die Bakterien iiber Nacht im Brutschrank bei 37 °C
herangezogen.

Fiir die ,,Blau/Weil3*“-Selektion der erfolgreich transformierten Bakterienkolonien, die
im Falle der Klonierung von PCR-Produkten in den pGEM-T-Vektor angewendet
wurde, wurden die LB/Amp-Platten vor dem Ausstreichen der Bakterien bei 37 °C
vorgewédrmt und eine Mischung von 10 ul IPTG (100 mM) und 40 pl X-Gal (30 mg/ml)
auf der Platte verteilt. Nach 15 min bei 37 °C konnte die Transformation ausplattiert

werden.

2.2.1.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Fliissigkulturen

(Birnboim und Doly, 1979)

Isolierung von Plasmid-DNA aus 5 ml-Kulturen

Die Anzucht der Bakterien aus einer einzelnen Kolonie erfolgte iiber Nacht bei 37 °C
unter kraftigem Schiitteln (220 rpm) in 5 ml LB/Amp-Medium. Man sedimentierte die
Bakterien bei 6200 x g fiir 3 min bei RT (Megafuge) und verwarf das iiberstehende
Medium. Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde mit dem ,,NucleoSpin“-System nach
dem detaillierten Protokoll des Herstellers durchgefiihrt. (Alle Zentrifugationen wurden
bei 15800 x g in der Tischzentrifuge durchgefiihrt.) Zur Elution der DNA wurde auf
70 °C vorgewarmter 5 mM Tris-HCI-Puffer, pH 8,5 verwendet.

Priparative Isolierung von Plasmid-DNA
Zur Gewinnung von ca. 300 pg DNA wurde als Standardverfahren das
»Wizard Plus Midipreps“-System verwendet. Die so priparierte DNA diente u.a. der
Transformation von Hefezellen.
Man startete mit einer einzelnen Bakterienkolonie eine Ubernachtkultur in 70 ml
LB/Amp-Medium (37°/220 rpm) und sedimentierte die Bakterien am néchsten Tag bei
6200 x g fiir 10 min (Megafuge). Die Isolierung der DNA erfolgte nach der Anleitung
des Herstellers, bis auf die folgenden, geringfiigigen Anderungen:
e Das Bakterienlysat wurde mittels Zentrifugation (6200 x g, 15 min, 4 °C) und
anschlieBender Filtration (Faltenfilter) geklért;
e Der TE-Puffer wurde fiir die Elution der DNA auf 70° vorgewdrmt, um die
Ausbeute zu steigern.

e FEine abschlieBende Zentrifugation des Eluats war nicht erforderlich.
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Isolierung von Plasmid-DNA fiir die Transfektion von Sdugerzellen

Die Effizienz der Transfektion von Zellkulturen (z.B. COS-7 oder HEK293) héngt auch
von der Reinheit der verwendeten DNA ab. Daher kam fiir diese Anwendungen das
,»Nucleobond PC 500%“-System zum Einsatz.

150 ml LB/Amp-Medium wurden mit einer Kolonie angeimpft und {iber Nacht bei
37 °C und 220 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden sedimentiert (Beckman-Rotor JS-
7.5, 10400 x g, 10 min, 4 °C) und die DNA entsprechend dem Protokoll der Firma
Macherey-Nagel isoliert. (Das Bakterienlysat wurde durch Zentrifugation bei 4° und
anschlieendes Filtrieren durch einen Faltenfilter geklart.) Die DNA wurde aus 15 ml
Elutionspuffer ,,N5* durch Zugabe von 0,75 Volumen 2-Propanol ausgefillt, sedimen-
tiert und mit kaltem (4 °C) 75 % Ethanol gewaschen. Um das Ethanol zu entfernen,
wurde das DNA-Sediment kurz im Vakuum getrocknet und mit sterilfiltriertem Wasser

aufgenommen, sodal} eine Endkonzentration von 1 pg/ul DNA vorlag.
Reinigung von Plasmid-DNA mittels CsCl-Gradientenzentrifugation
Losung I 50 mM Glucose

25 mM Tris-HCI pH 8,0
10 mM EDTA

Losung I1: 0,2 M NaOH
1 % SDS
Losung II1: 125 ml K-Acetat 5 M

75 ml Eisessig
50 ml Wasser;
pH = 4,8 eingestellt

Lysozym-Losung: 10 mg/ml in Losung I

Diese Methode wurde angewendet, um besonders reine ,,super-coiled DNA fiir die
Transfektion von Zellkulturen zu gewinnen. Die sedimentierten Bakterien aus einer
500 ml-Kultur (Beckman-Rotor JS-7.5, 10400 x g, 12 min, 4 °C) wurden in 27 ml
Losung I aufgenommen und 3 ml Lysozym-Losung zugegeben. Nach zehnminiitiger
Inkubation bei RT wurden nacheinander 60 ml Losung II und 45 ml eiskalte Losung 111
hinzugefiigt und der Ansatz jeweils griindlich gemischt. Es wurde 20 min auf Eis
inkubiert, zentrifugiert (Beckman-Rotor JS-7.5, 10400 x g, 15 min, 4 °C) und filtriert.

Die Nucleinsduren wurden mit 81 ml 2-Propanol bei -20 °C gefillt (20 min) und
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sedimentiert (10400 x g, 15 min, 4 °C). Das Prézipitat wurde in 7,5 ml TE (pH 8.,0)
aufgenommen und RNA durch Zugabe von 2,5 ml 10 M Ammoniumacetat auf Eis
gefillt (30 min). Es wurde erneut zentrifugiert (6200 x g, 10 min, 4 °C) und mit dem
Uberstand eine Ethanolfillung durchgefiihrt (30 min, auf Eis). Nach erneuter Zentrifu-
gation wurde die rohe DNA in 300 pul Wasser aufgenommen. Die RNA-Verdauung
wurde in Gegenwart von 1/10 Volumen 0,2 M EDTA, 10 pul RNase A-Losung (1 pg/pl)
und 1000 u RNase T; fiir 1 h bei 37 °C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde viermal mit
1 Vol. Phenol und einigen Tropfen Chloroform extrahiert und abschlieend einmal mit
1 Vol. Chloroform extrahiert. Die DNA wurde mit 1/10 Vol. 10 M Ammoniumacetat
und 2,5 Volumen Ethanol gefillt und 5 min bei RT zentrifugiert (Tischzentrifuge,
15800 x g). Der Niederschlag wurde in 4 ml TE gel6st, sowie mit 4 g CsCI und 200 pl
Ethidiumbromid-Losung (10 mg/ml) versetzt. Der Dichtegradient wurde in der Ultra-
zentrifuge (Beckman NVT 90-Rotor) unter mit dem ESP-Programm der Zentrifuge
berechneten Bedingungen erzeugt. Die untere DNA-Bande wurde unter langwelligem
UV-Licht (366 nm) mit einer Spritze entnommen. Das Ethidiumbromid wurde mit
1 Vol. 2-Butanol, das mit 5 M NaCl gesittigt war, aus der wisserigen Phase extrahiert,
bis die organische Phase klar blieb; danach wurden zwei weitere Extraktionen durchge-
fithrt. AnschlieBend wurde die DNA-haltige Losung mit 3 Vol. Wasser verdiinnt und
die DNA durch Zugabe von 2,5 Vol. Ethanol fiir 4 h oder iiber Nacht bei -20 °C
ausgefillt. Die DNA wurde mit 75 % Ethanol gewaschen, kurz im Vakuum getrocknet
und mit sterilfiltriertem Wasser aufgenommen, sodal eine Endkonzentration von

1 pg/ul vorlag.

2.2.1.3 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
(Saiki et al., 1988)

Standard-Amplifikationen von DNA-Fragmenten aus linearisierter Plasmid-DNA
erfolgten mit der Pfu-Polymerase aus Pyrococcus furiosus. Die Primer enthielten die
fir die Klonierung bendtigten Schittstellen von Restiktionsendonukleasen. Die
Standardbedingungen der PCR waren fiir alle Primer: Denaturierung: 95 °C fiir 1 min;
Anlagerung der Oligonukleotide: 45 °C fiir 1 min; Elongation: 72 °C fiir 1 min pro 1 kb
zu amplifizierender Sequenz; 20 Zyklen und danach ein siebenminiitiger Elongations-

schritt (72 °C).
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Fir die Amplifikation von Sequenzen aus Erststrang-cDNA wurde die ,,TaKaRa
Ex Taq‘“-Polymerase eingesetzt. Fiir einen Reaktionsansatz (50 ul Endvolumen) wurden
1 ul Erststrang-cDNA, 1,5 u ,,TaKaRa Ex Taq®, je 0,2 mM dNTPs und je 1 uM Primer
in ,,Ex Taq“-Puffer (1x) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen waren in diesem Fall:
Denaturierung: 95 °C fiir 1 min ; Anlagerung der Oligonukleotide: X °C fiir 1 min;
Elongation: 72 °C, fiir 1 min pro 1 kb zu amplifizierender Sequenz; 30 Zyklen und
danach ein siebenminiitiger Elongationsschritt (72 °C). Den Zyklen ging ein einmaliger
zweiminiitiger Denaturierungsschritt bei 95 °C voraus, wonach die Polymerase
hinzugefiigt wurde.

Die Hybridisierungstemperatur ,,X* wurde ermittelt, indem von der Schmelztemperatur
Ty des schwécher bindenden Primers 2-3 °C subtrahiert wurde. Die Schmelztemperatur
der Oligonukleotide wurde ndherungsweise berechnet nach:

Tm=4x(GC)+2x (AT)
Die genannten PCR-Bedingungen gelten fiir die PCR-Maschine ,,Trio-Thermoblock*

der Firma Biometra.

2.2.1.4 PCR-Sequenzierung mit fluoreszierenden Terminatoren

(Sanger et al., 1977)

Die PCR-Sequenzierung von DNA wurde mit der ,,Terminator Ready*“-Reaktions-
mischung aus dem ,,AmpliTaq FS 1/4 Big Dye Terminator*“-System durchgefiihrt. Zur
Sequenzierung der EDTA-freien Plasmid-DNA (0,2 - 0,5 pg pro Ansatz) wurden 4 pl
des ,,Terminator Ready Mix“ und 3,2 pmol Oligonukleotid in 20 ul Endvolumen
verwendet. Die PCR-Bedingungen fiir die Sequenzierungreaktion im ,,Trio-Thermo-
block* waren: Denaturierung: 96 °C fiir 30 s; Anlagerung des Oligonukleotids: 50 °C
fiir 15 s; Elongation: 60 °C fiir 4 min; 25 Zyklen. Danach wurde die Reaktionsmischung
mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,6) angesduert und die amplifizierte DNA
mit 50 ul absolutem Ethanol ausgefillt (10 min Inkubation auf Eis). Die DNA wurde
bei 15800 x g sedimentiert (15 min, RT), mit 250 ul 75 % Ethanol gewaschen, erneut
fiir 5 min zentrifugiert und kurz im Vakuum getrocknet. Frau M. Praetor und
Dr. S. Barnikol-Watanabe fiihrten die Gelelektrophorese der fluoreszenzmarkierten

PCR-Produkte und die Bestimmung der DNA-Sequenz durch.
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2.2.2 Isolierung, Identifizierung und Charakterisierung von RNA

2.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus neuronalem Gewebe

(Chomczynski et al., 1987)

Losung D: 4 M Guanidiniumthiocyanat
25 mM Na-Citrat, pH 7
0,5 % Sarkosyl
0,1 M 2-Mercaptoethanol

Adulte, ménnliche (P23) Sprague-Dawley-Ratten wurden anisthesiert, dekapitiert, die
oberen Zervikalganglien (auch SCG abgekiirzt) pripariert und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Das Gewebe wurde bis zur Isolierung der RNA bei -80 °C gelagert.

Zwei Ganglien wurden in 80 pl Losung D zuerst mit einem Mikropistill in einem
1,5 ml-Reaktionsgefdl und anschlieBend mit einer Kaniile (29G) homogenisiert, mit
1/10 Vol. 2 M Na-Acetat (pH 4), 1 Vol. Phenol und 1/5 Vol. Chloroform versetzt und
fur 1 min gut durchmischt (,,Vortex*, maximale Geschwindigkeit). Nach 15miniitiger
Inkubation auf Eis wurden die Phasen durch Zentrifugation getrennt (10000 x g, 20 min,
4 °C). Die in der wélrigen Phase enthaltene RNA wurde mit 1 Vol. 2-Propanol iiber
Nacht bei -20 °C gefillt. Die sedimentierte RNA wurde mit 75 % Ethanol gewaschen,
kurz im Vakuum getrocknet und in 10 ul Wasser aufgenommen. Die Gesamtausbeute

wurde photometrisch bestimmt und betrug 3 pg RNA.

2.2.2.2 cDNA-Erststrangsynthese

Erststrangpuffer (5x): 250 mM Tris-HCI (pH 8,3)
(Gibco BRL) 375 mM KCI
15 mM MgCl,

Die Synthese von Erststrang-cDNA wurde mit RNA-abhingiger DNA-Polymerase
(,,SuperScript II*) unter Verwendung von Zufalls-Primern durchgefiihrt. Je 1,5 ug aus
den oberen Zervikalganglien isolierte Gesamt-RNA wurden fiir die cDNA-Synthese und
fiir den Kontrollansatz ohne Enzym verwendet.

Pro Ansatz wurden 1 mM dNTP’s, 50 ng ,random hexamer“-Oligonukleotide, 20 u
RNAsin sowie 200 u ,,Superscript [I Reverse Transkriptase in 1 x Puffer mit 10 mM
DTT eingesetzt. Nach einer zehnminiitigen Inkubation bei RT erfolgte die Erststrang-

synthese bei 42 °C fiir 50 min und eine abschlieBende Inkubation bei 72 °C fiir 10 min.
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2.2.2.3 Detektion von immobilisierter RNA (Northern Blot)

2.2.2.3.1 Radioaktive Markierung von DNA

Ein DNA-Fragment wurde mit Sa/ / und Nsi I aus pVP16-N11-1 geschnitten, der
Elektrophorese unterzogen und aus dem Agarosegel isoliert. Von dieser Matritze
wurden mit Hilfe des ,,Rediprime II*-Systems unter Verwendung von Zufalls-Primern
komplementire, o’ *P-dCTP-markierte DNA-Sonden hergestellt.

25 ng DNA wurden in 50 pl bei 100 °C fiir 5 min denaturiert und anschlieBend auf Eis
abgekiihlt. Die abgekiithite DNA wurde zum ,,Rediprime II“-Mix gegeben und die
Markierung erfolgte mit 50 pCi o’*P-dCTP (Amersham) fiir 1 h bei 22 °C. Die Reaktion
wurde durch Zugabe von 5pul 0,2M EDTA-Stammlosung (pH 8) beendet. Die
Trennung der DNA-Sonden von freien Nukleotiden erfolgte mittels einer Gelfiltration
(,,Nick-Column*), wobei je 4 -5 Tropfen des Eluats in einem Eppendorf-Gefil3
aufgefangen und die 3 Fraktionen mit der hochsten Aktivitdt vereinigt wurden. Zur
Bestimmung der eingebauten Aktivitit wurde die Cerenkow-Strahlung von 1 pl
markierter DNA mit Hilfe eines Szintillationszédhlers gemessen. Die Gesamtaktivitit der

markierten DNA betrug 55 x 10° cpm.

2.2.2.3.2 Hybridisierung

SET (20x): 400 mM Tris-HCI (pH 7,5)
20 mM EDTA (pH 8,0)
3 M NaCl

Der Northern Blot mit immobilisierter polyA™-RNA aus verschiedenen Geweben der
Ratte wurde von Clontech bezogen. Die Vorhybridisierung der Membran erfolgte mit
10 ml ,,ExpressHyb*“-Losung fiir 1 h bei 68 °C. Von der denaturierten DNA-Sonde
wurden insgesamt 20 x 10°cpm in 10 ml ,,ExpressHyb“-Losung fiir die Hybridisierung
(1 h bei 68 °C) eingesetzt.

Um die Waschbedingungen zu ermitteln, die erforderlich waren, um die Spezifitit der
Northern-Analyse fiir BKAP-Transkripte zu gewihrleisten, wurde die Schmelztempe-
ratur Ty, (in °C) der Sonde wie folgt berechnet:

Tm=281,5+16,6(log M) + 0,41(% G+C),

wobei M die Molaritdt der einfach geladenen Kationen ist (Anderson und Young,

1985). Pro 1 % Abweichung der hybridisierten Sequenzen reduziert sich die T, um
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0,5-1,4% (Anderson und Young, 1985). Die Waschbedingungen waren wie folgt:
einmal bei RT mit 2 x SET/0,3 % SDS (1 min); einmal fiir 5 min und einmal fiir 20 min
bei 55 °C mit 2 x SET/0,3 % SDS; einmal fiir 20 min und einmal fiir 45 min in 0,1 x
SET/0,3 % SDS. Beim letzten Waschschritt wurde die Temperatur sukzessive von
55 °C auf 65 °C erhoht. Die autoradiografische Detektion wurde mit Biomax MS-

Filmen durchgefiihrt, die fiir 6 h und fiir 18 h exponiert wurden.

2.2.3 Basismethoden der Biochemie

2.2.3.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(Laemmli, 1970)

Laemmli-Probenpuffer (2x): 125 mM Tris-HCI pH 6,8
5 %  SDS
10 %  2-Mercaptoethanol
15 %  Glycerol

Acrylamidlosung (37,5:1): 30 %  Acrylamid (w/v)
2,6 %  N,N’'-Methylenbisacrylamid (w/v)

Trenngelpuffer (4x): 1,5 M  Tris-HCI pH 8,8
04 %  SDS (w/v)
Sammelgelpuffer (4x): 0,5 M  Tris-HCI pH 6,8
0,4 %  SDS (w/v)
PAGE-Laufpuffer (1x): 14,4 g/l Glycin
3,0 g/l Tris
0,1 % SDS

(frisch aus 10x-Laufpuffer und 10 % SDS angesetzt)

Die zu analysierenden Proteinlésungen wurden mit Laemmli-Probenpuffer (2x) versetzt
und, wenn nicht anders angegeben, 5 min bei 95 °C denaturiert.

Die Experimente wurden mit den ,,Mini-Protean II“-Gelsystem mit selbst hergestellten
Polyacrylamidgelen durchgefiihrt. Die Endkonzentration des Acrylamids im Trenngel
betrug 5 %, 7,5 %, 12 % oder 15 %, abhidngig vom Molekulargewicht der zu unter-
suchenden Proteine, und 3 % im Sammelgel. Fir zwei Gele wurde 2,5 ml Trenngel-
puffer (4x) mit den erforderlichen Mengen Acrylamidlésung und Wasser auf 10 ml
Gesamtvolumen verdiinnt und die Polymerisation durch Zugabe von 70 pl 10 % (w/v)

Ammoniumperoxodisulfat und 10 pl TEMED gestartet. Das Trenngel wurde wihrend
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der einstiindigen Polymerisation mit Uberschichtungslosung bedeckt. 5 ml Sammelgel
wurden in gleicher Weise mit Sammelgelpuffer (4x) angesetzt, die Teflonkdmme einge-
setzt und mindestens 30 min polymerisiert. Die Elektrophoresekammer wurde mit
PAGE-Laufpuffer (1x) befiillt, und die Elektrophorese erfolgte bei konstant 80 V fiir
das Sammel- und 160 V fiir das Trenngel.

2.2.3.2 Coomassie-Farbung

Farbelosung: 0,25 %  Coomassie Brilliant Blue R250 (w/v)
45 %  Methanol (v/v)
9 %  Eisessig (v/v)

Entfarber-1: 45 %  Methanol (v/v)
7,5 %  Eisessig (v/v)

Entféarber-2: 10 %  Methanol (v/v)

7,5 %  Eisessig (v/v)
Die Gele wurden 10-15 min in der Farbelosung, 15 min in Entfirber-1 und tiber Nacht
unter leichtem Schiitteln in Entfirber-2 inkubiert. Um die Gele zu archivieren, wurden
sie kurz mit Wasser gewaschen und zwischen mit 2 % Glycerol befeuchteter Zellophan-

folie (Novex) getrocknet.

2.2.3.3 Transfer und Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-

membranen (Western Blot)

Anodenpuffer 1: 300 mM Tris-HCI pH 10,4
10 %  Methanol

Anodenpuffer 2: 25 mM Tris-HCI pH 10,4
10 %  Methanol

Kathodenpuffer: 25 mM Tris-HCl pH 9.4
40 mM 6-Aminohexansiure
10 %  Methanol

Das Methanol wurde den Elektrodenpuffern unmittelbar vor der Verwendung zugesetzt.

TBS-T: 20 mM Tris-HCI pH 7,5
140 mM NacCl (autoklaviert)
0,1 %  Tween 20 (W/v)

Western-Blockierlosung: TBS-T mit:
5 %  Milchpulver (fettarm)
5 %  Ziegenserum
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Der Transfer der Proteine aus einem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran
(Amersham) erfolgte nach dem Semi-dry-Verfahren (,,Trans-Blot SD*). Chromato-
graphie-Papier wurde auf die GréBe des Gels zugeschnitten und auf der Anode in dieser
Reihenfolge tibereinandergeschichtet:

1) eine Lage Chromatographie-Papier, getrankt mit Anodenpuffer 1;

2) zwei Lagen Chromatographie-Papier, getrdnkt mit Anodenpuffer 2;

3) die Nitrozellulosemembran, zuvor mindestens 15 min gewissert;

4) das Polyacrylamidgel;

5) drei Lagen Chromatographie-Papier, getrankt mit Kathodenpuffer.
SchlieBlich wurde die Kathode aufgesetzt und die Proteine in 15-20 min bei
2,5mA/cm’ Gelfliche (105 mA fiir ein komplettes Minigel) auf die Membran
iibertragen. Das fragliche Protein wurde anschlieBend mit Hilfe spezifischer Antikorper
und einem auf Chemilumineszenz basierenden Detektionssystem nachgewiesen. Alle
Schritte erfolgten bei RT.
Die Membran wurde kurz in TBS (ohne Detergenz) gewaschen und 30 min in Western-
Blockierlosung unter Schiitteln inkubiert. Danach wurde fiir 2 h mit dem Erstantikorper,
verdiinnt in Blockierlosung, inkubiert. Es wurde dreimal 5 min mit Blockierlosung
gewaschen und 45 min mit dem Zweitantikorper in Blockierlosung inkubiert. Es kamen
Antikorper, die mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt worden waren (Biorad), gegen
IgG der Maus oder des Kaninchens zum Einsatz. Die Membran wurde viermal 5 min in
TBS-T und kurz in TBS (ohne Detergenz) gewaschen. Gebundener Zweitantikdrper
wurde mit dem ECL-System von Amersham und ,,Biomax ML*“- oder ,,X-OMAT Blue
XB-1“-Filmen (Kodak) nachgewiesen. Die Autoradiogramme wurden direkt

eingescannt.

2.2.3.4 Expression von rekombinanten Proteinen in Bakterien

Es wurden E.coli BL21(DE3) verwendet, die mittels Elektroporation transformiert
wurden.
Die folgenden Expressionsvektoren kamen zum Einsatz:
e pGEX-4T-1: Kodiert fiir ein Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase
(GST), die sowohl fiir die Reinigung und Immobilisierung des Proteins an

Glutathion-Agarose als auch fiir die Detektion genutzt wird.
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e pET32a: Kodiert fiir ein Fusionsprotein mit Thioredoxin (Trx) und einem
Polyhistidin-Tag fur die Reinigung.
e pRSET: Kodiert fiir einen Polyhistidin-7ag und ein T7-Epitop, die zur

Reinigung bzw. Detektion des Proteins genutzt werden.

2.2.3.4.1 Herstellung kompetenter Bakterien fiir die Elektroporation

Eine Bakterienkolonie wurde in 10 ml LB-Medium {iber Nacht bei 37 °C unter
Schiitteln (220 rpm) inkubiert. Die Vorkultur wurde in 2x 500 ml LB-Medium
verdiinnt und bei 37 °C unter Schiitteln (220 rpm) inkubiert, bis eine ODgyp von 0,5 bis
0,6 erreicht war. Die Bakterien wurden in sterile Zentrifugationsgefdfe tiberfithrt und
20 min bei 4 °C und 1200 x g (Beckman-Rotor JS-7.5) zentrifugiert. Das Bakteriensedi-
ment wurde zundchst in 1 1 eiskaltem dest. Wasser resuspendiert und wie oben zentrifu-
giert, und dann erneut in 0,51 eiskaltem dest. Wasser resuspendiert und zentrifugiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien mit 20 ml eiskaltem 10%igem Glycerol gewaschen,
15 min bei 1200 x g (Megafuge; 4 °C) zentrifugiert und in 3 ml eiskaltem 10%igem
Glycerol aufgenommen. 100 pl-Aliquots der Suspension wurden in fliissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.3.4.2 Elektroporation

25 ul der fiir die Elektroporation priparierten E.coli BL21(DE3) wurden mit 1 pl
Plasmid-DNA vermischt und in eine auf 4 °C vorgekiihlte Elektroporationskiivette
tiberfiihrt. Die Elektroporation erfolgte mit einem ,,Gene Pulser II* mit den folgenden
Einstellungen: Widerstand, 200 Ohm; Kapazitit, 25 uF; Spannung, 1,8 kV.

AnschlieBend wurden die Bakterien in 1 ml LB-Medium aufgenommen und 15 min
unter leichtem Schiitteln (70 rpm) bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden in 1 ml
TE-Puffer aufgenommen und 100 pul der Suspension, sowie 100 pul einer

1:10-Verdiinnung, auf Ndhrmediumplatten mit Ampicillin ausgestrichen.

2.2.3.4.3 Anzucht von Bakterienkulturen fiir die Proteingewinnung

Eine Kolonie der transformierten Bakterien wurde in 20 ml LB/Amp-Medium {iber
Nacht bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Vorkultur wurde 1:50 (bei aufgrund der
transformierten DNA langsam wachsenden Bakterien 1:30) in 500 ml LB/Amp-Medium

verdiinnt. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch die Zugabe von IPTG bei
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25 °C und einer ODgyy der Kultur von 0,6. Fiir pET32-Vektoren wurde 1 mM IPTG
(Endkonzentration) verwendet, fiir pGEX-Vektoren 0,1 mM IPTG. Bei den pRSET-
Vektoren fand eine starke Expression des Fusionsproteins bereits ohne Induktion statt,
und die Zugabe von IPTG fiihrte zu keiner feststellbaren Zunahme der Proteinsynthese.
Die Bakterien wurden weiterhin bei 25 °C unter Schiitteln fiir 3 bis 5 h inkubiert, bis
eine ODgpy von 2 bis 3,5 erreicht war. SchlieBlich wurden die Zellen fiir 7 min bei
3800 x g (Beckman-Rotor JA-14; 4 °C) sedimentiert, in 20 ml oder 50 ml PBS-K/
1 mM EDTA aufgenommen, in Fraktionen zu je 10 ml aufgeteilt und erneut zentrifu-
giert (Megafuge, 6200 x g, 7 min, 4 °C). Die Bakterien-Sedimente wurden in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.3.5 Reinigung der rekombinanten Proteine

Um die Bakterien aufzuschlieBen, wurden sie mit der zweieinhalbfachen Menge (w/w)
Aluminiumoxid in einem eiskalten Porzellanmorser zu einer homogenen Paste
verrieben. Nach der Zugabe von 5 ml eiskaltem Puffer (PBS fiir GST-Fusionsproteine
bzw. Hisg-Lysierpuffer fiir solche mit Hexahistidin-Anteil, s.2.2.3.5.2) wurde die
Suspension in ein 10 ml-Zentrifugenrohrchen (Greiner) tiberfithrt und 1 min intensiv
gemischt (,,Vortex Genie 2, maximale Geschwindigkeit). Dann wurden Aluminium-
oxid und Zelltrimmer bei 6200 x g (Megafuge, 15 min, 4 °C) sedimentiert. Aus dem
klaren Uberstand wurde das gewiinschte Protein mit Hilfe einer Affinititsmatrix isoliert
(2.2.3.5.1 und 2.2.3.5.2). Samtliche Proteinreinigungen wurden unter nicht-denaturie-
renden Bedingungen durchgefiihrt. Die Reinheit des gewonnenen Proteins wurde
mittels SDS-Gelelektrophorese und Coomassie-Farbung untersucht und die Ausbeute

durch Vergleichen mit einem BSA-Mengenstandard auf dem SDS-Gel abgeschitzt.

2.2.3.5.1 GST-Fusionsproteine
(Smith und Johnson, 1988)

Glutathion-Elutionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,0

10 mM Glutathion (reduziert)
Die Methode zur Isolierung dieser Proteine beruht auf der hohen Affinitdt der
Glutathion-S-Transferase zu Glutathion. 85 mg der lyophilisierten Glutathion-Agarose
lieB man zunédchst tiber Nacht in 4 ml Wasser bei 4 °C quellen. Von der resultierenden,

ca. 25 %igen Suspension wurde typischerweise die Hilfte, also ca. 0,5 ml Agarose, fiir
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die Aufarbeitung eines Aquivalents von 100 ml Bakterienkultur verwendet. Die
Agarose wurde zweimal mit je 9 ml eiskaltem PBS gewaschen und dann mit dem
Bakterienlysat fiir 2 h bei 4 °C inkubiert (Taumler). Die Agarose wurde sedimentiert
(Megafuge, 700 x g, 2 min, 4 °C) und viermal mit je 9 ml PBS gewaschen. Das gebun-
dene GST-Fusionsprotein wurde viermal mit je 0,5 ml Glutathion-Elutionspuffer eluiert,
gegen 0,1 x PBS dialysiert und lyophilisiert. Fiir Interaktionsstudien (GST-Pulldown)
bestimmte Proteine wurden nicht eluiert, sondern die Glutathion-Agarose bei 4° als

20 %ige Suspension in PBS mit 0,05 % Natriumazid gelagert.

2.2.3.5.2 Proteine mit Hexahistidin-7ag

Hiss-Lysierpuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NacCl (autoklaviert)
10 mM Imidazol

Hiss-Waschpuffer: 50 mM NaH,PO,, pH 8,0
300 mM NacCl (autoklaviert)
20 mM Imidazol

Hisg-Elutionspuffer: 50 mM NaH,POy, pH 8,0

300 mM NaCl (autoklaviert)

250 mM Imidazol
Hier kommt eine Affinitditsmatrix mit immobilisierter Nitrilotriessigsdure (NTA) zum
Einsatz, an der Nickelionen als Chelatkomplex gebunden sind. Die hier beschriebene
Vorgehensweise zur Reinigung von Hisg-Fusionsproteinen unter nativen Bedingungen
beruht auf den Angaben in der Broschiire ,,The QIAexpressionist der Firma Qiagen
(fiinfte Auflage, 2001).
Ublicherweise wurde 1 ml der Nickel-NTA-Agarose-Suspension (50 %ig) fiir das Lysat
aus 100 ml Bakterienkultur verwendet. Die Agarose wurde dreimal mit 9 ml Hise-
Lysierpuffer gewaschen und danach mit dem Bakterienlysat fiir 1 h bei 4 °C inkubiert
(Taumler). Es wurde viermal mit 9 ml Hiss-Waschpuffer gewaschen und dreimal mit je
0,5 ml Hise-Elutionspuffer eluiert. Das Protein wurde bei -80 °C gelagert oder dialysiert
und lyophilisiert. Einige Thioredoxin-Fusionsproteine blieben nur in Gegenwart von
Triton X-100 in Losung und wurden deshalb vor dem Einfrieren mit 0,5 % Triton

versetzt.
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2.2.3.6 Gewinnung polyklonaler Antikérper

Die Immunisierung von Kaninchen mit dem jeweiligen GST-Fusionsprotein als Antigen
erfolgte durch die Firmen Biogenes (Berlin) fir den BKAP-B1- oder Eurogentec
(Herstal, Belgien) fiir den BK6B-1-Antikdrper nach deren Standardprotokoll. Die
Immunisierungen mit GST-BKAP-B1 fanden 7, 14 und 28 Tage nach der ersten Injek-
tion statt, wihrend im Falle von GST-BK6B-1 die weiteren Injektionen nach 14, 28 und
56 Tagen erfolgten und nach 66 und 87 Tagen das Antiserum gewonnen wurde. Die

Aktivitdt und Spezifitit der gelieferten Antiseren wurde im Western Blot getestet.

2.2.3.7 Affinitatsreinigung polyklonaler Antikérper

2.2.3.7.1 Entfernen von GST-Antikérpern

Fir die Detektion des BK-Kanals in den Eluaten aus einigen GST-Pulldown-
Experimenten (2.2.4.2.2) wurde ein BK6B1-Antiserum eingesetzt, das von Antikorpern
gegen GST weitestmoglich befreit worden war. 60 ul Serum wurden auf 300 pl in
1 x TBS / 0,5 % BSA verdiinnt und nacheinander mit 100 pg und 50 pg GST-Protein,
gebunden an Glutathion-Agarose, bei 4 °C inkubiert. Fiir den zweiten Reinigungsschritt
wurden 5 ug GST per Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, die
Bande ausgeschnitten, mit Western-Blockierlésung blockiert und mit dem Uberstand
der GST-Agarose iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Verbliebene Antikorper gegen GST
wurden vor der Verwendung des Antiserums auBlerdem mit 50 pg/ml GST in Western-

Blockierlosung iiber Nacht bei 4 °C blockiert.

2.2.3.7.2 Reinigung an immobilisiertem Antigen

PBS-Azid: PBS pH 7.4 (autoklaviert)
0,01 %  NaNj

Blockierlosung: PBS-Azid mit:
5 %  Milchpulver (fettarm)

Waschpuffer-1: PBS-Azid mit:
1 % BSA

Waschpuffer-2: PBS-Azid mit:
1 % BSA
0,5 %  Triton X-100 (w/v)
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Elutionspuffer: 0,2 M  Glycin pH 2,5

150 mM NacCl

0, % BSA
Das BKAP-B1-Antiserum wurde mit dem Thioredoxin-Fusionsprotein des Antigens
gereinigt. Zunichst wurden 100 pg des Proteins in 0,5 ml PBS-Azid an 4 cm” Nitro-
zellulosemembran (Schleicher und Schiill) 2 h bei RT adsorbiert, gewaschen und 2 h bei
RT in Blockierlosung inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran ge-
trocknet, in PBS-Azid rehydriert und zweimal mit 500 pl Elutionspuffer behandelt. Die
Membran wurde mit PBS-Azid gewaschen, 2 h bei RT in Blockierlosung inkubiert und
erneut gewaschen. 50 ul Antiserum wurden mit 450 ul Blockierlosung verdiinnt und
iiber Nacht bei 4 °C mit der Membran inkubiert. AnschlieBend wurde mit Wasch-
puffer-2 und zweimal mit Waschpuffer-1 gewaschen. Die Elution der gebundenen
Antikorper erfolgte zweimal mit 500 pl Elutionspuffer, wobei jeweils 1 min kréftig
gemischt (Vortex) und die Eluate sofort mit 125 ul 1 M Tris-HCI] pH 8 neutralisiert
wurden. Die vereinigten Eluate wurden gegen PBS dialysiert, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C gelagert.
2.2.4 Untersuchung von Proteininteraktionen

2.2.41 Wechselwirkung mit membrangebundenen Proteinen (Filter

Overlay)
(Wyszynski und Sheng, 1999)

Puffer A: 10 mM HEPES pH 7,5
60 mM KCI
1 mM EDTA
1 mM 2-Mercaptoethanol

Puffer B: 25 mM HEPES pH 7,5

120 mM KCI

1 mM EDTA

0,2 %  Triton X-100
Mit dieser Methode wurde die Interaktion zwischen gereinigten rekombinanten
Proteinen, und zwar jeweils einem GST-Fusionsprotein und einem Protein mit
T7-Epitop, getestet.

100 - 400 ng eines Proteins wurde per Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran

transferiert. Bei einigen Experimenten wurde das gebundene Protein schrittweise
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renaturiert (Li et al., 1992), wobei die Membran in fallenden Konzentrationen von
Guanidinium-HCI inkubiert wurde (6 M; 3 M; 1,5 M; 0,75 M; 0,38 M; 0,19 M; 0,1 M;
0 M in Puffer A, jeweils 10 min bei 4 °C). Dann wurde mit Puffer B + 5 % Milchpulver
fir 1 h bei 4 °C blockiert und mit dem moglichen Interaktionspartner (1 pg/ml) in
Puffer B + 10 mg/ml BSA iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde je 5 min bei
RT zweimal mit Puffer B + 5 % Milchpulver und zweimal mit Western-Blockierlosung
gewaschen. Die Detektion von spezifisch gebundenem Interaktionspartner erfolgte dann

nach der tiblichen Western Blot-Prozedur.
2.2.4.2 Kosedimentation mit GST-Fusionsproteinen (GST-Pulldown)

2.2.4.2.1 Kosedimentation von in E.coli exprimierten Proteinen

Pulldown-Puffer: 1 X PBS-K
1 mM EDTA
2 mM DTT
0,1 %  Triton X-100

Glutathion-Agarose mit 5 pug gebundenem GST-Fusionsprotein wurde zundchst
zweimal mit je 1 ml Pulldown-Puffer gewaschen. 2,5 pg des moglichen Interaktions-
partners, der entweder einen Thioredoxin-Fusionsanteil oder ein T7-Epitop besal,
wurden in 500 pl Pulldown-Puffer verdiinnt und mit der Afinititsmatrix fiir 2 h bei 4 °C
iiber Kopf rotiert. Danach wurde fiinfmal mit je 1 ml Pulldown-Puffer gewaschen. Zur
Elution der Proteine wurde die Matrix mit 50 pul oder 100 pul Laemmli-Probenpuf-
fer (2x) versetzt und 5 min bei 95 °C erhitzt. Zur Analyse im Western Blot wurden

iiblicherweise 10 - 20 % des Eluats eingesetzt.

2.2.4.2.2 Kosedimentation aus Lysaten von Sdugetierzellen

(Wyszynski und Sheng, 1999)

Lysierpuffer: 1 X PBS-K
1 mM EDTA
2 mM DTT
1 % Triton X-100
10 pg/ml Leupeptin
Waschpuffer: X PBS-K

1

1 mM EDTA

2 mM DTT

0,1 % Triton X-100
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Fiir einen Ansatz wurden transfizierte COS-Zellen von zwei 10 cm-Zellkulturschalen
mit 1 ml Lysierpuffer wie unter 2.2.5.3 beschrieben geerntet und sofort verwendet. Bei
diesen Experimenten wurde 10 pg matrixgebundenes GST-Fusionsprotein eingesetzt,
zweimal mit 1 ml Lysierpuffer gewaschen und mit dem Lysat 2 h oder iiber Nacht bei
4 °C iiber Kopf rotiert. Die Agarose wurde einmal mit 1 ml Lysier- und viermal mit
1 ml Waschpuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 40 - 50 pl Laemmli-Proben-
puffer (2x) fiir 15 min bei 55 °C. Fiir die Western-Analyse wurden 20 pl des Eluats iiber
ein 7,5 %iges SDS-Gel aufgetrennt.

2.2.4.3 Kovalente Kopplung an aktivierte Agarose

Fiir die Interaktionsstudien mit Glutathion, die immobilisiertes Peptid und eine
vergleichbare Kontrollmatrix erforderten, wurde das ,,Sulfolink“-System verwendet.
Die Kopplung geschieht hier iiber eine Sufhydrylgruppe des Peptids, die eine nucleo-
phile Substitutionsreaktion mit der lodacetylgruppe eingeht:

Agarose-R—-CO-CH,-1 + HS-R — Agarose-R—-CO-CH,—S-R + HI

Die Kopplung erfolgte bei 25 °C nach den Angaben des Herstellers mit 0,5 ml 8 mM
reduziertem Glutathion oder § mM L-Cystein an je 0,5 ml Bettvolumen aktivierte
Agarose. Die Lagerung erfolgte in 0,05 % NaN3 bei 4 °C. Glutathion- und der Kontroll-
matrix wurden fiir Interaktionsexperimente wie unter 2.2.4.2.1 beschrieben, aber ohne

GST-Fusionsprotein sowie ohne DTT im Pulldown-Puffer eingesetzt.

2.2.4.4 Das Zwei-Hybrid-System in Hefe
(Fields und Song, 1989)

2.2.4.4.1 Das verwendete Hefesystem
(Vojtek et al. 1993; Hollenberg et al., 1995)

Die Zwei-Hybrid-Experimente wurden mit S.cerevisiae des Stammes L40 durchgefiihrt,
der Auxotrophien fiir Adenin, Uracil, Tryptophan, Leucin und Histidin aufweist. Die
Reportergene, HIS3 und lacZ, stehen unter der Kontrolle von 4 bzw. 8 Kopien des
LexA-Operators aus E.coli. Um Proteininteraktionen zu testen, wurde die Hefe mit
pLexN, der fiir ein Hybridprotein mit der DNA-Bindungsdoméne LexA aus E.coli
kodiert, und pVP16 oder pGAD424 kotransformiert. pVP16 fusioniert die zu testende
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Sequenz mit der Transkriptions-Aktivierungsdoméine VP16 des Herpes Simplex-Virus,
wihrend pGAD424 die Aktivierungsdomédne aus dem Transkriptionsfaktor Gal4 der

Hefe verwendet.

2.2.4.4.2 Transformation von Hefe

(Hill et al., 1991)
Lithiumacetat: 1 M  pH 7,5 mit Essigséure, autoklaviert

LiAc/TE: 100 mM Lithiumacetat
0,5 x TE pH 7,5 (autoklaviert)

LiAc/PEG/TE: 100 mM Lithiumacetat
0,5 x TE pH 7,5 (autoklaviert)
40 %  Polyethylenglycol-3350 (v/v) (autoklaviert)

Fiir 20 Transformationen wurden 10 ml YADP-Medium mit einer L40-Kolonie von
einer YAPD-Platte angeimpft. (Bei mit einem Plasmid vortransformierter Hefe wurden
UT -Medium und -Platten (pLex) bzw. UL -Medium und -Platten (pVP16) verwendet.
Nach Inkubation iiber Nacht bei 30 °C und 320 rpm wurde die Kultur mit Medium so
verdiinnt, daf3 in 50 ml Endvolumen eine ODggo von 0,4 vorlag. Die Zellen wurden unter
Schiitteln 4 h bei 30 °C inkubiert, sedimentiert (Megafuge, 4000 x g, 5 min, 20 °C) und
mit 40 ml TE (1x) gewaschen. Dann wurde die Hefe in 2 ml frisch angesetztem
LiAc/TE resuspendiert und 1 h bei 30 °C und 70 rpm geschiittelt. Pro Transformations-
ansatz vermischte man auf Eis 100 pg denaturierte Lachssperma-DNA mit je 2 pg
Plasmid-DNA und fiigte 100 pul der Hefesuspension hinzu. Nach Zugabe von 700 pl
frisch angesetztem LiAc/PEG/TE wurde 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach Zugabe von
88 ul DMSO erfolgte ein exakt siebenminiitiger Hitzschock bei 42 °C im Wasserbad.
Die Zellen wurden bei 1300 x g sedimentiert (Tischzentrifuge, RT), einmal mit TE
gewaschen, in 1 ml YAPD aufgenommen und in einem beliifteten R6hrchen 3 h bei
30 °C und 200 rpm geschiittelt. AnschlieBend wurde die Hefe mit TE gewaschen, in
100 pul TE resuspendiert und auf UTL - und THULL -Selektionsnidhrbéden ausplattiert.
Die Inkubation der Platten erfolgte 3 - 5 Tage bei 30 °C. Die UTL -Platte stellt eine
Kontrolle fiir die erfolgreiche Transformation beider Plasmide dar, und Wachstum der

Hefe auf THULL zeigte an, daB die getesteten Proteine im Hefesystem interagieren.
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2.2.4.4.3 Priparation von Lachssperma-DNA fiir die Transformation

0,5 g Lachssperma-DNA wurden in 50 ml TE pH 8,0 iiber Nacht bei 4 °C gelost. Die
DNA-L6sung wurde unter Eiskiihlung viermal je 30s mit Ultraschall behandelt
(,,Sonopuls GM 70%, ca. 70 % Leistung), soda3 in der gelelektrophoretischen Analyse
(2.2.1.1.3) eine durchschnittliche Linge der DNA-Fragmente von ca. 5 kb erkennbar
war. AnschlieBend wurde die DNA-Losung mit 1 Vol. TE-gesittigtem Phenol und
1/10 Vol. Chloroform extrahiert und zur Phasentrennung 10 min bei 6200 x g zentrifu-
giert. Danach wurde die wilirige Phase zweimal mit jeweils 0,5 Vol. Phenol und
0,5 Vol. Chloroform extrahiert und wie oben zentrifugiert. Nach einer abschliefenden
Extraktion mit 1 Vol. Chloroform wurde die DNA mit 1/10 Vol. 3 M Natriumacetat und
3 Vol. Ethanol gefillt und 10 min bei 6200 x g zentrifugiert. Das DNA-Sediment wurde
mit 75 % Ethanol gewaschen und in TE-Puffer pH 7,5 aufgenommen, sodal3 eine
Konzentration von 4 mg/ml vorlag. Zur Denaturierung der DNA wurde die Losung fiir
20 min in einem kochenden Wasserbad inkubiert und danach sofort in ein Eiswasserbad

tiberfithrt. Die Lagerung erfolgte in 0,5 ml-Aliquots bei -20 °C.

2.2.4.4.4 B-Galaktosidasetest

(Duttweiler, 1996)

Agaroselosung: 200 mM K,HPO4

75 mM  KHyPO, (pH 7,0)

1 % Agarose mit niedrigem Schmelzpunkt
Die zu testenden Hefekolonien wurden auf der Nahrmediumplatte (15 cm) mit
Chloroform vollstindig bedeckt und 5 min bei RT inkubiert. Das Chloroform wurde
entfernt und die Platte 5 min bei RT getrocknet (Abzug). 30 ml Agaroselésung wurden
aufgekocht, auf 40 °C dquilibriert, mit 1 ml 30 mg/ml X-Gal versetzt und auf die Platte
gegeben. Die Platte wurde bei 30 °C inkubiert und nach 10 min, 30 min, 2 h und 24 h

die Intensitit der Farbung abgeschétzt.

2.2.5 Experimente mit Saugetierzellinien in Kultur

Fir die meisten Experimente wurden COS-7-Zellen (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen) eingesetzt, eine Zellinie, die aus Nierenzellen eines
Affen abgeleitet ist (Gluzman, 1981) und die Féhigkeit besitzt, Plasmide mit SV-40-

Replikationsursprung zu replizieren.



Material und Methoden 37

2.2.5.1 Zellkultur

Standardmedium COS-7: 1 X DMEM

2 mM  Glutamat

1 X Penicillin/Streptomycin

10 %  Fotales Rinderserum
Die Zellen wurden als Monolayer-Kultur in 75 cm’*-Gewebekulturflaschen mit 20 ml
Standardmedium in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, gehalten. Alle fiir das
Umsetzen der Zellen benétigten Losungen wurden auf 37 °C vorgewédrmt. Die kon-
fluent gewachsenen Zellen wurden mit PBS gewaschen und 3 min bei 37 °C in Trypsin-

EDTA-L6sung (Gibco) inkubiert. Die Zellen wurden in 10 ml Standardmedium suspen-
diert, gezéhlt und fiir die Transfektion in Kulturschalen verteilt.

2.2.5.2 Transiente Transfektion

Pro geplanter Transfektion wurden 8 x 10* - 1 x 10° COS-Zellen mit 2 ml Standardme-
dium in einer Kulturschale (3,5 cm Durchmesser) fiir 20 - 24 h inkubiert. 100 pl Opti-
MEM wurden 3,5 ul Fugene 6 und 1 pg DNA hinzugefiigt und 20 min bei RT inkubiert.
Dann wurde die Mischung zu den Zellen gegeben. Fiir Transfektionen in groferen
Kulturschalen wurden alle Mengen nach dem Verhiltnis der Oberflichen umgerechnet.

Bei einigen Transfektionen wurde Lipofectamin nach den Angaben de Herstellers
verwendet. Fiir einige Immunfluoreszenz-Experimente kam ferner Lipofectin zum
Einsatz, das jedoch wesentlich weniger effizient als Fugene oder Lipofectamin ist. Die
Methode der Transfektion hatte ansonsten keinen Einflul auf die in der Western-

Analyse oder der Immunfluoreszenz erzielten Ergebnisse.

2.2.5.3 Lysate fiir Western- und Interaktionsstudien

RIPA-Puffer: 1 X TBS
1 % Nonidet P-40 (w/v)
0,5 % Deoxycholat
0,1 % SDS
1 mM DTT

1 Tabl./10 ml  ,,Complete Mini* Proteaseinhibitoren

Die COS-Zellen wurden tiblicherweise 2 - 3 Tage nach der Transfektion geerntet. Die
Lyse erfolgte mit 300 pl frisch angsetztem, eiskaltem RIPA-Puffer je 6 cm-Kulturschale
(oder 1 ml Puffer pro 10 cm-Schale). Nach halbstiindiger Inkubation bei 4 °C wurde das

Lysat mit Zellschaber und Pipette aus der Kulturschale entfernt und zur weiteren
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Extraktion der Membranproteine 1 h bei 4 °C tiber Kopf rotiert. Unlosliche Anteile
wurden fiir 20 min bei 15800 x g (Kiihlzentrifuge; 4 °C) sedimentiert und anschlielend
ggf. fir die Western-Analyse mit Laemmli-Puffer extrahiert (30 min bei RT). Die
Lysate wurden sofort verwendet oder in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C

gelagert.

2.2.5.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit dem BCA-System von Pierce mit BSA-Losung als
Standard bestimmt. Aliquots der zu testenden Lysate wurden mit 1 Vol. TBS versetzt
und eine Verdiinnungsreihe der BSA-Stammlosung so angesetzt, dal auch in diesen
Proben der jeweilige Lysierpuffer in einer 1:1-Verdiinnung vorlag. Reagenz A wurde
mit 1/50 Vol. Reagenz B versetzt und je 1 ml der Mischung zu 50 pl der Proteinlésung
gegeben. Nach dreifligminiitiger Inkubation im Wasserbad bei 37 °C lieB man die
Proben auf RT abkiihlen und bestimmte die Absorption bei 562 nm. Aus der BSA-

Eichkurve wurde die Proteinkonzentration der unbekannten Proben berechnet.
2.2.5.5 Immunfluoreszenz

2.2.5.5.1 Beschichten von Deckgliisern

Die Deckgldaser wurden zur Reinigung 30 min in Ethanol (p.a.) inkubiert, in eine
Glaspetrischale tiberfiihrt und fiir 4 h bei 200 °C sterilisiert. Die abgekiihlten Deckgldser
wurden mit 0,1 mg/ml Poly-L-Lysin bedeckt, iiber Nacht bei RT inkubiert und dreimal

mit sterilfiltriertem Wasser gewaschen.

2.2.5.5.2 Nachweis der Proteine

Blockierlosung: 1 X PBS

10 9%  Fotales Rinderserum

2 % BSA
24 h nach der Transfektion wurden die Zellen trypsiniert und jeweils 4 x 10* COS-7 in
2 ml Standardmedium auf ein in einer 3,5 cm-Kulturschale plaziertes, lysinbeschichte-
tes Deckglas gegeben. Nach 2 Tagen wurden die Deckgldser mit PBS gewaschen und
die Zellen mit 4 % PFA in PBS (pH 7,3) fiir 10 min bei RT fixiert. Nach zweimaligem
Waschen wurde fiir 2 min bei RT mit 0,2 % Triton in PBS permeabilisiert. Die Deck-

gldser wurden viermal mit PBS gewaschen und in einer geschlossenen, feuchten
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Kammer 30 min bei 37 °C mit je 250 pl Blockierlosung inkubiert. Dann folgte eine
einstiindige Inkubation mit dem in Blockierl6sung verdiinnten Erstantikorper (je 200 pl)
bei 37 °C. Die Deckgldaser wurden viermal mit PBS gewaschen und der mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierte Zweitantikoérper in Blockierlosung eingesetzt (Inkuba-
tion 30 min bei 37 °C). Nach dreimaligem Waschen wurden 15 ul ,,ProLong" Antifade-
Losung (Molecular Probes) auf das Deckglas gegeben, das anschlieend auf einem
Objekttrager plaziert wurde. Man lie3 {iber Nacht trocknen und versiegelte dann die
Rénder des Deckglases mit Nagellack. Alle gezeigten Aufnahmen wurden mit einem

konfokalen Mikroskop und dem Objektiv ,,Plan-Neofluar 40x/1.3 Oil DIC* angefertigt.

2.2.6 Biochemische Experimente mit neuronalem Gewebe

2.2.6.1 Membranpraparation und Extraktion von Membranproteinen

(Wyszynski und Sheng, 1999)

Homogenisierungspuffer: 10 mM Tris-HCI pH 7,4
320 mM Saccharose
1 Tabl./10 ml ,,Complete Mini*“ Proteaseinhibitoren

Suspensionspuffer: 20 mM Tris-HCI pH 7,4

1 Tabl./10 ml  ,,Complete Mini* Proteaseinhibitoren
Extraktionspuffer (2x): 2 X TBS pH 7,3

10 mM EDTA

2 mM DTT

2 % SDS

1 Tabl./10 ml ,,Complete Mini* Proteaseinhibitoren

Eine adulte, ménnliche Wistar-Ratte wurde anisthesiert und dekapitiert, das Gehirn
prapariert und mit dem Skalpell auf Eis zerkleinert. Das Gewebe wurde mit 3 ml
Homogenisierungspuffer in einem Glasgerdt mit eng sitzendem Teflonpistill griindlich
homogenisiert. Gewebetriimmer und Zellkerne wurden bei 1000 x g sedimentiert
(10 min, 4 °C) und einmal mit 1 ml Homogenisierungspuffer gewaschen. Das Sediment
wurde fiir die Western-Analyse aufbewahrt und die vereinigten Uberstinde einer Ultra-
zentrifugation bei 60000 x g fiir 1h unterzogen (Beckman Optima TLX 120,
SW 60-Rotor; 4 °C). Der Uberstand stellt die 16sliche Fraktion dar. Das Sediment wurde

mit 8 ml Suspensionspuffer gewaschen und wie oben, jedoch fiir 40 min zentrifugiert.
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Das Sediment, die Membranfraktion, wurde in 2 ml Suspensionspuffer resuspendiert,
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

Die Membransuspension wurde mit 1 Volumen Extraktionspuffer (2x) versetzt und 1 h
tiber Kopf rotiert. Dann wurde fiir 1 h bei 60000 x g zentrifugiert (Beckman-Rotor
TLA 120.1; 4 °C). Die Extraktion des o.g. ersten Sediments erfolgte analog fiir 1,5 h.
Die Proteinkonzentration wurde bestimmt wie unter 2.2.5.4 beschrieben. Die Denaturie-

rung der Proben fiir die Western-Analyse erfolgte fiir 15 min bei 55 °C.

2.2.6.2 Primarkultur von Hippcampus-Neuronen

(Brewer et al., 1994)

Kulturmedium: Neurobasal A mit:

1 X B27

2 mM L-Glutamin

5 ng/ml  bFGF
Eine trachtige Wistar-Ratte wurde mit CO, getdtet, die Embryonen (E18) entnommen,
dekapitiert und aus den Gehirnen unter dem Mikroskop die Hippcampi préipariert. Die
Hippocampi wurden in Hibernate A / B27-Medium gesammelt. Das Gewebe wurde fiir
15 min bei 37 °C mit Trypsin-EDTA (0,05 % w/v Trypsin und 0,02 % w/v EDTA in
PBS, Biochrom) behandelt, zweimal mit Neurobasal / B27-Medium gewaschen und die
Suspension vorsichtig mit einer Spritze homogenisiert (18G-Kaniile, 10 x). Nach
Zentrifugation bei 1100 rpm (Megafuge, 10 min) wurde das Sediment mit 5 ml
Kulturmedium aufgenommen und erneut homogenisiert. Die Zellen wurden auf Poly-
L-Lysin-beschichteten Deckglidsern (2.2.5.5.1) in Zellkulturschalen mit einer Konzen-
tration von mindestens 2 x 10° Zellen/ml ausgesit und nach 30 min ein Volumen
Kulturmedium zugegeben. Am nidchsten Tag wurde die Hilfte des Mediums gegen
frisches ausgetauscht. Die Zellen wurden fiir 2 — 3 Tage in Kultur gehalten und an-
schlieBend die Detektion fiir die Immunfluoreszenz durchgefiihrt wie unter 2.2.5.5.2

beschrieben.
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und Sequenzanalyse des BK-assoziierten
Proteins, BKAP

3.1.1 Identifizierung von BKAP als potentieller Interaktionspartner
von BK

In unserer Arbeitsgruppe wurde das Zwei-Hybrid-System eingesetzt, um mit dem
intrazelluldren carboxy-terminalen Ende des BK-Kanals der Ratte eine cDNA-
Bibliothek aus Rattenhirn (Okamoto und Siidhof, 1997) nach potentiellen Interaktions-
partnern zu durchsuchen (A. Ruppelt, 1997). Aus der Durchmusterung der Bibliothek
mit den 157 C-terminalen Aminosiduren des Kanals (BK6B, Abb. 1A) resultierten
43 iiberlappende Klone (Abb. 1B). Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Klone E3-1
und N11-1 aus pVP16 in pBluescript KS" subkloniert und vollstindig sequenziert. Thre
Interaktion mit dem Kanalfragment im Hefesystem wurde bestédtigt und mit verschie-
denen Kontrollexperimenten untermauert, wie in Kap. 3.2.2 gezeigt. Die ldngste cDNA,
N11-1, kodiert fiir ein Protein von 359 Aminosduren und reicht bis zum poly-A. Beim
Vergleich der N11-1-Sequenz mit den Sequenzen in der NCBI-Datenbank stellte sich
heraus, da3 das aus der cDNA abgeleitete Protein in der Literatur bisher nicht beschrie-
ben wurde. Das Protein wurde BKAP (fiir BK-assoziiertes Protein) genannt.

N11-1 enthidlt eine Kassette von 30 Aminosduren, die nicht fiir die Interaktion mit
BK6B erforderlich ist, da die Sequenz in einigen der anderen, aus der cDNA-Bibliothek
isolierten Klone nicht vorkommt. Die N11-1 entsprechende Variante des Proteins wurde
mit BKAP-A und die E3-1-Variante mit BKAP-B bezeichnet. Die Ziffer am Ende des
Namens der BKAP-Variante zeigt an, da3 es sich um ein Konstrukt und nicht um das
vollstdndige Protein handelt (Abb. 1B). Die Existenz weiterer Spleiflvarianten von
BKAP wurde mit reverser Transkriptions-PCR (RT-PCR) nachgewiesen (3.1.2).

Beim Durchsuchen der entsprechenden NCBI-Datenbank mit der BKAP-Sequenz
finden sich auch zahlreiche EST (expressed sequencing tags)-Sequenzen der Maus und
einige solche Sequenzen der Ratte. Mit der fiir BKAP-A1 kodierenden DNA-Sequenz

wurden mittels ,,blastn“-Suche insgesamt 10 ESTs der Ratte identifiziert, von denen
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5 ESTs BKAP und 4 dem &dhnlichen Protein ssDP (vgl. 3.1.3) zuzuordnen sind (nur
ESTs grof3er als 40 bp beriicksichtigt; Stand Oktober 2002).

A S6 S7 S8 S9 S10
n L i i C
BK6B
157 As

1 g4 124 361
II || BKAP-A |
|
3 361
| [ N11-1 (BKAP-AT) N3 -UTRISE SN Npoly-Al
|
|
3 /\ 300
| - E3-1 (BKAP-B1) Q[ ]
|
[ J16-12 (+7 As) |
! B3-1 (A6 AS) |
Ol C8-21(A2 Ag) |
Stop
Y p1 I
KX] Est - | BE 289745
' |
™~ EST BE 192928
X Est || | Al 746884
|
™ EST B Al 787637

Abb. 1: Isolierung verschiedener BKAP-cDNAs mit dem Zwei-Hybrid-System in der Hefe.

A) Die Lage des Konstruktes BK6B (Aminosduren 1049 — 1205) im C-Terminus des BK-Kanals. Die
hydrophoben Doménen S7 bis S10 sind intrazelluldir. BK6B wurde als ,,Kdder* bei der Durchmusterung
einer cDNA-Bibliothek aus Rattenhirn eingesetzt.

B) zeigt eine Auswahl der 43 tiberlappenden Klone, die als Interaktionspartner von BK6B aus der cDNA-
Bibliothek isoliert wurden. BKAP-A1 kodiert fiir ein Protein mit 359 Aminosduren und umfafit die
vollstdndige kodierende Sequenz von BKAP-A bis auf das Start-Methionin und Tyrosin, wie durch
Vergleiche mit Maus-ESTs aus der NCBI-Datenbank abgeleitet wurde.

Anhand der BKAP-ESTs, die sich weiter in den 5'-Bereich erstrecken als die isolierten
cDNAs aus der Bibliothek (Abb. 1B), war es moglich, die vermutlich vollstandige
kodierende Sequenz von BKAP herzuleiten. Die EST-Sequenzen bestdtigen nicht nur
die N-terminale Aminosduresequenz Met-Tyr, die auch im offenen Leserahmen des
Klons J16-12 aus dem Hefeexperiment vorkommt. Sie lassen auch den Schlufl zu, daf3
es sich um das Start-Methionin handelt, da ein Stopkodon auftritt, wenn der Leserah-
men von diesem Methionin aus stromaufwirts fortgesetzt wird. Das Stopkodon wurde

in Abb. 1B mit einer Pfeilspitze gekennzeichnet.
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ATG TAC GGC AAA GGC AAG AGT AAC AGC AGC GCC GTC CCG TCC GAC AGC CAG GCC
M Y G K G K S N S S A \ P S D S Q A

CGG GAG AAG TTA GCG CTC TAC GTG TAT GAA TAT CTG CTC CAT GTA GGA GCT CAG
R E K L A L Y v ¥ E Y L L H v G A Q

ARA TCG GCC CAG ACA TTT TTA TCA GAG ATA AGA TGG GAR AAA AAC ATC ACA TTG
K 5 A Q T F L ) E 1 R W E K N I T L

GGG GAG CCE CCA GGA TTC TTA CAT TCT TGG TGG TGT GTG TTT TGG GAT CTC TAC
G E P P G F L H S W W C v F W D L Y

TGT GCA GCT CCA GAG AGA CGG GAA ACC TGT GAA CAC TCG AGC GAA GCA AAA GCC
C A A P E R R E T C E H S S E A K A

TTC CAT GAT TAT AGT GCT GCA GCA GCT CCC AGC CCC GTG CTA GGA AAC ATG CCC
F H D h S A A A A P S P \/ L G N M P

CCA GGA GAT GGC ATG CCC GTA GGC CCC GTG CCA CCA GGG TTC TTT CAG CCT TTT
P G D G M [P \ G P \ P Pl G F F Q P F

ATG TCA CCT CGG TAC CCT GGA GGC CCA AGG CCC CCG TTG AGA ATA CCT AAT CAG
M s [P R Y P G G P R P P]L R I P N Qq

GCA CTT GGA GGT GTC CCA GGA AGT CAG CCaA TTA CTC CCC AGT GGA ATG GAC CCa
A L G G v P G 5 Q B L L F S G M D P

ACA CGA CAA CRA GGA CAT CCA AAT ATG GGC GGA CCG ATG CAG AGA ATG ACT CCC
T R Q Q G H P N M G G P M Q R M T P

CCA AGA GGA ATG GTG CCC TTA GGA CCA CAG AAC TAT GGA GGT GCA ATG AGA CCC
P R G M v P L G P Q N Y G G A M R P

CCA CTG AAT GCT TTA GGT GGC CCC GGA ATG CCT GGA ATG AAC ATG GGT CCA GGT
P L N A L G G P G M P G M N M G P G

GGT GGT AGA CCG TGG CCA AAC CCA ACA AAT GCC RAT TCA ATA CCC TAC TCC TCG
G G R P W P N P T N A N S 1 P Y S S

GCG TCT CCT GGG AAC TAC GTA GGT CCT CCA GGA GGT GGA GGA CCA CCA GGA ACA
A S P G N ¥ v G P P G G G G P P G T

CCC ATC ATG CCT AGT CCA GCA GAT TCA ACC AAT TCG GGA GAC AAC ATG TAT ACT
P 1 M P S P A D S T N S G D N M Y T

TTA ATG AAT GCA GTA CCT CCT GGG CCT AAC AGA CCT AAT TTT CCA ATG GGC CCT

L M N A V¥ [P P & P N R P N F P M G P]

GGEA TCA GAT GGT CCC ATG GGT GGA TTA GGA GGA ATGE GAG TCC CAC CAC ATG AAC
G S D G P M G G L G G M E S H H M N

GGC TCT TTA GGC TCA GGA GAC ATG GAC AGT ATT TCC AAG AAT TCT CCC AAT AAT
G 5 L G 5 G D M D 5 I 5 K N 5 P N N

ATG AGC TTG AGT AAC CAG CCG GGC ACT CCA AGG GAT GAT GGC GAA ATG GGG GGC
M N L S N Q P G T B R D D G E M G G

AAT TTC CTA AAT CCC TTT CAG AGT GAA AGT TAC TCG CCC AGC ATG ACC ATG AGT
N F L N P F Q S E S Y S P S M T M S

GTG TGA tccattaccgcgtcccectcatgaooaccatcglgagtcageccatcacacaactactacggaa
v

goaoaactactcatcotgtocagt tagacoocggaotctcagocaaccagaccaccttttagttcctgetet
ctccecctattttaogoogaoogegagtccacacgtgat tcaogcaactgtacggogetgecccattagetgee
ccaoactgaoctgeggtgattatctgtgtgtgtgtggggoagogaotgecategtatgtgecagatctgtatge
acatatatgcatacgtgcattgaucccacaggacattgtaagatat tatcacatgacatcttaagtagaagt
acagtagggocttttottccatectttttttitcacgtttacattitoot tattaaaggt tgctcctgeect
tcctgoactattttgtgoctgtgtacatcactgetttatataagttattttttaoggtgaactcagatgtta
tggttttotoootgtctgecaatcatggatagg@ataddat tgcttatttgagage tooacoaaaaaaaaoa
[elslslslelolelolslelslelslelsle

Abb. 2: Nukleotid- und Proteinsequenz von BKAP-A.
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Die 3’-UTR ist durch fortlaufende Kleinbuchstaben kenntlich gemacht, wihrend der translatierte Bereich
in Grof3buchstaben und Basentripletts dargestellt ist. Die alternative Kassette von 30 Aminosduren ist mit
einem schwarzen Balken markiert. Die eingerahmten prolinreichen Abschnitte mit ,,PXXP“-Sequenzen
sind typische Protein-Protein-Interaktionsmotive, die in Liganden von SH3-Dominen vorkommen. Grau

unterlegt: das putative Polyadenylierungssignal (Minvielle-Sebastia und Keller, 1999).
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Proteinkinase | Konsensusmotiv | Mdogliche Phosphorylierungsstellen
PKA R-(R/K)-X~(S/T) | RRET

PKG (R/K),.3-X-(S/T) | "RRET

PKC (S/T)-X-(R/K) SPR; " TPR

p34/cdc2 (S/T)-P-X-(R/K) | "TPPR

CK II (S/T)-Xo-(D/E) | ®TLGE; "*SGMD:; “*’SPAD; ***TPRD

Tab. 1: Mogliche Phosphorylierungsstellen in BKAP-A.

Die Aminosduresequenz von BKAP-A wurde mittels Motivsuche in der ,,Prosite“-Datenbak und manuell
nach potentiellen Phosphorylierungsstellen von Proteinkinasen durchsucht. Konsensusmotive fiir PKA,
PKG und p34/cdc2: Kennelly und Krebs (1991). Konsensusmotive fir PKC und CKII (Casein-
Kinase II): ,,Prosite“-Datenbank.

Abb. 2 zeigt die Nukleotid- und Proteinsequenz von BKAP-A. Sie ist bis auf die
hinzugefiigten N-terminalen Aminosduren Met-Tyr mit der N11-1-cDNA aus der
Bibliothek identisch. Das Protein hat eine berechnete relative Molmasse von 37,8 kDa
und einen isoelektrischen Punkt von 6,45.

Die Proteinsequenz wurde iiber eine Motivsuche in der Datenbank ,,Prosite* (Falquet et
al., 2002) und manuell mit dem Programm ,EditSeq“ (DNASTAR) auf bekannte
Doménen oder Motive hin untersucht. Die so ermittelten moglichen Phosphorylierungs-
stellen in BKAP-A sind Tab. 1 zu entnehmen.

Das Protein enthilt Abschnitte mit hohen Anteilen von Glycin und Prolin: 23 % Glycin
im Bereich von Aminosédure 147 bis 312 und 25 % Prolin im Bereich von Aminosdure
100 bis 293. Prolinreiche Sequenzen, die das Konsensusmotiv "PXXP" in meist zwei
bis drei Wiederholungen enthalten, fungieren als Bindungspartner fiir SH3 ("Src
homology")-Dominen, die typische Module fiir die Assoziation von Proteinen darstel-
len (Pawson und Scott, 1997; Dalgarno ef al., 1997). In der BKAP-A-Sequenz kommen
drei solcher prolinreichen Interaktionsmotive vor (Abb. 2).

Das Analyseprogramm PSORT II (Nakai und Kanehisa, 1992), das diverse Algorithmen
zur Bestimmung der subzelluldren Lokalisierung eines Proteins enthélt, sagt eine Kern-
lokalisierung von BKAP-A voraus. Die Sequenzanalyse mit der k-nearest neighbour
(k-NN)-Methode fiihrt zu der Voraussage, dal BKAP-A mit 52 % Wahrscheinlichkeit
im Zellkern und mit 26 % Wahrscheinlichkeit im Zytoplasma vorkommt. Der k-NN-
Algorithmus von PSORT ist in der Lage, die Kernlokalisation von 84 % der Chromatin-

assoziierten Proteine korrekt vorherzusagen, ist jedoch bei Proteinen, die in der
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Peripherie des Kerns lokalisiert sind, weniger zuverldssig (40 %; Bickmore und

Sutherland, 2002).

3.1.2 BKAP kommt in mehreren SpleiBvarianten im Gehirn der Ratte

vor

Bereits bei den BKAP-Klonen aus der cDNA-Bibliothek wurde ein alternatives Exon
gefunden, das auch bei einem Teil der ESTs aus der Maus vorkommt. Auflerdem war
bei einigen Klonen (z.B. E3-1) eine einzelne Aminosdure (Q) in der Nidhe des
C-Terminus insertiert. Um zu untersuchen, welche Spleilvarianten von BKAP im adul-
ten Gehirn vorkommen, wurden mit den Primern 1433 und 1434 (s. Anhang) eine PCR
auf cDNA aus dem Gehirn einer adulten Ratte durchgefiihrt (¢cDNA freundlicherweise
zur Verfiigung gestellt von M. Gymnopoulos). Die PCR-Produkte wurden in einem
Agarosegel elektrophoretisch getrennt. Neben der erwarteten Bande bei ca. 1,5 kb trat
noch eine schwiéchere bei ca. 1,4 kb auf (ohne Abbildung). Die Banden wurden separat
ausgeschnitten, die DNA in den Vektor pGEM-T kloniert und sequenziert. Die
1,5 kb-Bande entsprach BKAP, wéhrend die andere Bande auf die Amplifikation

irrelevanter Sequenzen zuriickzufiihren war.

] Kassette 1 Kassette 2 Kassette 3 571
| -e o] -] oo —
30 A Blas

Variante |Kass.1|Kass.2 Kass.3| Q YTH-Klon
BKAP + + + +

BKAP-A + - + - N11-1
BKAP-B* - - + + E3-1
BKAP-C + + + -

BKAP-D + + - -

BKAP-E - + + -

BKAP-F - - + -

Abb. 3: Spleilvarianten von BKAP im Rattenhirn.

Die Spleifivarianten wurden mittels PCR auf cDNA aus dem Gehirn einer adulten Ratte identifiziert.
Neben dem bereits mit dem Hefesystem isolierten BKAP-A wurden fiinf weitere Kombinationen
gefunden, darunter eine Variante mit allen bislang bekannten alternativen Kassetten (mit ,,BKAP*
bezeichnet). Das mit einem Stern markierte BKAP-B aus dem Hefesystem ist zum Vergleich gezeigt.
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Unter den amplifizierten BKAP-Sequenzen befanden sich neben der bereits bekannten
BKAP-A/N11-1-Variante fiinf weitere Kombinationen von insgesamt drei alternativen
Exons sowie dem einzelnen Glutamin, dessen Position innerhalb des dritten Exons liegt
(Abb. 3). Die gefundene Spleilvariante mit allen Insertionen umfaft einen offenen
Leserahmen von 371 Aminosduren und wurde mit BKAP bezeichnet, wihrend Grof3-

buchstaben von A bis F die kiirzeren Varianten kenntlich machen.

3.1.3 BKAP ist zu einem Einzelstrang-DNA bindenden Protein

homolog

Bei der Datenbanksuche mit der BKAP-Sequenz wurde ein Protein der Ratte
identifiziert, dessen Aminosduresequenz mit BKAP zu 81 % identisch ist (Abb. 4).
Dieses Protein wurde bereits aus dem Hithnerembryo (Bayarsaihan ef al., 1998) und der
Ratte (Raval-Fernandes ef al., 1999) kloniert und ssDP genannt (sequence-specific
single-stranded-DNA-binding protein). Allerdings liegen zur Funktion des Hiihner-
ssDP nur wenige Informationen vor und die Funktion des Proteins aus der Ratte wurde

bislang nicht untersucht.

BKAP MHEKGKIESAVPSDSPAREKLALYVYEYLLHVGAQKSAQTFLSEIRWEK 50
ssDP MIKGKESAVPSDeDAREKLALYVYEYLLHVGAQRSAQTFLSEIRWEK 48

BKAP NITLGEPPGFLHSWWCVFWDLYCAAPERRHICEHSSEAKAFHDYSAAAAP 100
ssDP NITLGEPPGFLHSWWCVEWDLYCAAPERRMICEHSSEAKAFHDYSAAAAP 98

1
BKAP SPVLGNUPPEDGMPHGPYPPGFFOPFMSPRYZSGPRPPIERIBINOPMAGGVP 150
ssDP  SPVLGNIRPPNDGMPEIGPIPPGFFQPFMSPRYMNGGPRPPHR Q GVP 148
—_—
BKAP GSOPLEPIEMDPTROOGHPNMGGEMORMINP PRGMEP AGPOEINANASHONY 200
ssDP  GIQPLEPI DPTRQOGHPNMGGEMORMNPPRGM B{GP—————— DNY 192
BKAP G RPPMNEYLG EPEMPGUNMG PGEJGRPWPNP NSIPYSSAASPGRIYVG 250
ssDP  GSleMRPPIg GgPEMPGINMGPGEYGRPWP NP NSIPYSSSSPGINYVG 241
3
BKAP PPGGGGPPGTPIMPSPADSTNSEDNuYT NVPPGIEN SF'PMGPGSD 300
ssDP  PPGGGGPPGTPIMPSPADSTNSSDNINY T HVPPGES PMGPGSD 290
BKAP GPMGGMGGME JHHMNGSLGSGD NSPNNEZS NEJPGTPRDDGEM 349
ssDP  GPMGGEIGGME IFHHMNGSLGSGDI NSPNNmS NigPGTPRDDGEI 340
BKAP  GGNFLI Q SPSMTMSV 370
ssDP  GGNFL Q) SPSMTMSV 36l

Abb. 4: Ahnlichkeit von BKAP zu einem wEinzelstrang-DNA bindenden Protein“.

Der Vergleich der Aminosiuresequenzen zeigt die Ahnlichkeit von BKAP zu ssDP der Ratte (GenBank
Nr. AF121893; Raval-Fernandes et al., 1999). Abweichende Aminosiduren wurden schwarz unterlegt. Die
alternativen Exons in der BKAP-Sequenz sind numeriert und mit einem schwarzen Balken gekennzeich-
net. ssDP und BKAP sind zu 81 % identisch.
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3.3 Untersuchungen zur Expression von BKAP in Ratten

3.3.1 Northern-Analyse zeigt eine weite Verbreitung des
BKAP-Transkriptes in Geweben der Ratte

Zur Untersuchung der gewebespezifischen Verteilung sowie zur Ermittlung der
Transkriptlinge von BKAP wurde die Northern Blot-Analyse einer Nylonmembran
durchgefiihrt, auf die von Seiten des Herstellers (Clontech) polyA"-RNA aus verschie-
denen Geweben der Ratte transferiert worden war.

Als Matritze fiir die BKAP-spezifische Sonde diente ein 1,3 kb-Fragment, das mit den
Restriktionsendonukleasen Sa/ I und Nsi I aus pVP16-BKAP-A1 geschnitten worden
war und die vollstindige kodierende Sequenz und einen Teil der 3’-UTR umfaf}t. Die
Synthese der radioaktiv markierten Sonde und die Hybridisierung der Membran
erfolgten wie im Methodenteil beschrieben (2.2.2.3).

Wie aus dem Autoradiogramm des Northern Blots (Abb. 7) hervorgeht, wird BKAP in
allen untersuchten Gewebetypen exprimiert. Dabei ist eine besonders starke Transkrip-
tion in Testis und im Gehirn und eine sehr schwache in Milz und Leber zu beobachten.
Die Lénge des Transkripts betrdgt ca. 1,8 kb. In Testis wird eine breite Bande detektiert,
die sich von ca. 1,8 — 1,5 kb ersteckt.

Die Auflosung des RNA-Gels reichte nicht aus, um die verschiedenen Splei3varianten
von BKAP aufzutrennen, die im Gehirn der Ratte vorkommen (3.1.2). Lediglich eine
Spleiflvariante ohne alle bekannten alternativen Exone, die zusammen einen Unter-
schied von ca. 260 bp ausmachen, wiirde eine erkennbare Verschiebung der Bande zu
niedrigerem Molekulargewicht bewirken; eine solche Spleilvariante konnte in der
RT-PCR aus neuronaler RNA jedoch nicht identifiziert werden. Moglicherweise werden
solche kurzen Transkripte bevorzugt in Testis synthetisiert.

Wie bereits dargelegt, hat BKAP Ahnlichkeit mit dem bereits beschriebenen Protein
ssDP (Abb. 4). Im kodierenden Bereich der cDNA weicht die ssDP-Sequenz zu 25,5 %
von der BKAP-A1-Sequenz ab, im 3 -untranslatierten Bereich (verglichen vom Stop-
Kodon bis zur Nsi-Schnittstelle der Sonde) zu mehr als 60 %. Aufgrund der stringenten
Waschbedingungen (bei bis zu 65 °C in 0,1 x SET) war die Northern-Analyse fiir
BKAP-Transkripte spezifisch (2.2.2.3.2).
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Abb. 7: Analyse der BKAP-Transkription mittels Northern Blot.

Auf die Nylonmembran sind je 2 pg polyA” RNA aus Herz, Gehirn, Milz, Lunge, Leber, Skelettmuskel,
Niere und Testis der adulten Ratte transferiert worden. Die Membran wurde mit einer radioaktiv
markierten cDNA-Sonde hybridisiert, die die vollstindige kodierende Sequenz und einen Teil der
3’-UTR von BKAP-A1 umfaflit (bp 1 - 1335). Das BKAP-Transkript wird in allen Geweben detektiert,
am stérksten in Gehirn und Testis und nur sehr schwach in Milz und Leber. Die RNA-Lingenstandards
sind links neben der Abbildung in kb angegeben. Die Linge des Transkripts betrdgt ca. 1,8 kb.

3.3.2 BKAP und BK werden in Neuronen des peripheren

Nervensystems koexprimiert

Der BK-Kanal wird auch in Neuronen des peripheren Nervensystems exprimiert, z.B. in
den oberen Zervikalganglien (superior cervical ganglion, SCG), wie elektrophysiologi-
sche Studien an SCG-Neuronen der Ratte gezeigt haben (Smart ez al., 1987; Davies et
al., 1996). Um festzustellen, ob BKAP auch in diesen Neuronen vorkommt, wurde
RNA aus den oberen Zervikalganglien der adulten Ratte isoliert (2.2.2.1) und der erste
Strang der cDNA synthetisiert (2.2.2.2). Ein zweiter, bis auf das Fehlen der reversen
Transkriptase identischer Ansatz diente als eine Kontrolle fiir die Spezifitdt der Amplifi-
zierung in der anschlieBenden PCR. Fiir die PCR wurde wieder das Oligonukleotidpaar
1433/1434 (s. Anhang) verwendet, das schon bei der RT-PCR mit RNA aus dem Gehirn
eingesetzt worden war (3.1.2). Die PCR-Produkte wurden in einem Agarosegel elektro-
phoretisch getrennt und sichtbar gemacht (Abb. 8A, linkes Gel). Man beobachtet eine
Bande der erwarteten GroBe (ca. 1,5 kb, schwarze Pfeilspitze), die nur aus dem revers
transkribierten Ansatz amplifiziert wird. Wie bei dem analogen Experiment mit

neuronaler RNA aus dem Gehirn, trat zusitzlich eine schwichere Bande bei ca. 1,4 kb



Ergebnisse 53

auf (graue Pfeilspitze). Hierbei handelt es sich um ein unspezifisches PCR-Produkt
(vgl. 3.1.2).

Ein zweites Experiment sollte zeigen, dal in der RT-PCR tatsichlich BKAP-cDNA
amplifiziert worden war. Dazu wurde eine nested PCR mit den innenliegenden BKAP-
Primern 1439 und 1567 und nur 20 Zyklen durchgefiihrt. Das Auftreten der erwarteten
Bande bei 510 bp (Abb. 8A, rechtes Gel) bestétigt, dal BKAP in SCG-Neuronen
exprimiert wird.

Mit der gleichen experimentellen Strategie wie fiir BKAP wurde auch die Existenz von
BK-Transkripten in diesen Neuronen nachgewiesen (Primer: 402 und 403). Zwei
spezifische Banden bei ca. 1,5 und 1,3 kb sind zu beobachten (Abb. 8B; das rechte Bild
zeigt einen vergroBerten Ausschnitt aus einem anderen Gel als in Abb. 8A). Das
Bandenmuster ist fiir BK typisch, da es auch in der RT-PCR mit RNA aus anderen
Geweben auftritt, und ist auf Spleilvarianten des BK-Transkriptes zuriickzufiihren

(S. Hiilsemann, 1998; M. Stocker, personliche Mitteilung).

nested B
BKAP: BKAP:
bp - + kb kb
7126 — [
bp
5 — 2072 =
1.5 — -
1636 — 1500 —
1.0=— 1300 —
1018 —
0,5 m—
506 mm—

Abb. 8: Koexpression von BKAP und BK in SCG-Neuronen.

Die Transkripte von BKAP und BK wurden mittels RT-PCR auf RNA aus oberen Zervikalganglien
(SCQG) der adulten Ratte nachgewiesen. ,,+“: Ansatz fiir die reverse Transkription mit Enzym. ,, —
identischer Ansatz, jedoch als Kontrolle ohne Enzym.

A) Nachweis der BKAP-Expression in SCG-Neuronen. Die PCR mit der Erststrang-cDNA als Matritze
wurde mit den BKAP-spezifischen Primern wie unter 3.1.2 durchgefiihrt. Die schwarze Pfeilspitze
markiert das fiir BKAP erwartete PCR-Produkt (ca. 1,5 kb) und die graue Pfeilspitze ein unspezifisches
PCR-Produkt (ca. 1,4 kb). Das rechte Gel zeigt das Ergebnis der nested PCR. Das erwartete BKAP-
Fragment hat eine Lénge von 510 bp.

B) Nachweis der BK-Expression in SCG-Neuronen. Mit BK-spezifischen Oligonukleotiden werden aus
der Erststrang-cDNA (wie in A) zwei Banden amplifiziert, die auch aus anderen BK-exprimierenden
Geweben erhalten wurden.
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3.3.3 Die Expressionsmuster von BKAP und BK im Gehirn der Ratte

stimmen weitgehend liberein

Die RT-PCR- und Northern-Experimente zeigen, dal BKAP gemeinsam mit BK im
Gehirn der Ratte exprimiert wird. Die in situ-Hybridisierung erlaubt es, die Expres-
sionsmuster beider Partner im Gehirn zu analysieren und sollte Aufschlul dariiber
geben, ob BKAP und BK in Neuronen des zentralen Nervensytems koexprimiert
werden. Diese Experimente wurden von M. Gymnopoulos mit radioaktiv markierten
Oligonukleotidsonden durchgefiihrt (Wisden und Morris, 1994; Stocker und Pedarzani,
2000). Um die BKAP- und BK-mRNA zu detektieren, wurden 45 Basenpaare lange,
komplementire Oligonukleotide (antisense) verwendet (BKAP: Nr. 1842, 1844 und
1845; BK: Nr. 233, s. Anhang). Oligonukleotid 1842 erstreckt sich von Stop-Kodon in
die 3-UTR der BKAP-A1-cDNA; im komplementidren Bereich sind die BKAP- und die
ssDP-cDNA-Sequenz zu 59 % verschieden (Oligonukleotid 1844: 31 %, 1845: 24 %
Abweichung der ssDP-Sequenz von BKAP). Daher war nahezu ausgeschlossen, daf3 die
Sonden unter den stringenten Waschbedingungen (45 min in 1 x SSC bei 57 °C) mit
ssDP-mRNA kreuzreagieren. Mit allen drei Sonden wurden identische Ergebnisse
erzielt. Die Hybridisierung von benachbarten Gewebeschnitten mit einem sense-Oligo-
nukleotid (BKAP: Nr. 1843; BK: Nr.234) lieB den allgemeinen, unspezifischen
Hintergrund erkennen (nicht gezeigt). Als weiteres Kontrollexperiment wurde unmar-
kiertes antisense-Oligonukleotid im 500-fachen UberschuB zum Hybridisierungsansatz
gegeben, um die Spezifitidt der Sonden zu iiberpriifen (Abb. 9, ,,Kontrolle*).

In Abb. 9, die einen Uberblick iiber die Expression von BKAP und BK im Gehirn der
adulten Ratte (P60) anhand von sagittalen Gewebeschnitten zeigt, ist die Uberlappung
der Expressionsmuster von BKAP und BK zu erkennen. Hybridisierungssignale fiir
beide Transkripte findet man z.B. in Cortex, Hippocampus, Caudate putamen und olfak-
torischem Bulbus. Im nucleus reticularis des Thalamus sind beide Transkripte ebenfalls
vorhanden, widhrend BKAP im iibrigen Thalamus nur sehr schwach oder gar nicht
exprimiert wird. In der Habenula (in der gezeigten Schnittebene nicht sichtbar), wo BK
stark exprimiert ist, wird ebenfalls ein tiberdurchschnittlich starkes BKAP-Signal

detektiert.
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S e e B

Kontrolle : ' Kontrolle

Abb. 9: Autoradiogramme der in situ-Hybridisierungsexperimente mit BKAP und BK.

Sagittale Gehirnschnitte (P60) wurden mit radioaktiv markierten Oligonukleotidsonden hybridisiert.

Die gezeigten Ergebnisse sind représentativ fiir drei unabhéngige Oligonukleotide. Kontrolle: Kompeti-
tion mit 500-fachem UberschuB von unmarkiertem Oligonukleotid. Abkiirzungen: Cb Cerebellum;
CPu Caudate putamen; Cx Cortex; Hi Hippocampus; Mo5 nucleus motorius nervi trigemini; OB
olfaktorischer Bulbus; Pn nucleus pontinus; Rt nucleus reticularis; Th Thalamus; Tu olfaktorisches
Tuberkel; 7 nucleus nervi facialis. Die Skalierung entspricht 0,5 cm.

Die Dunkelfeldaufnahme des Hippocampus (Abb. 10) zeigt, dal das Hybridisierungs-
signal von BKAP besonders in den Pyramidenzellen, im Gyrus dentatus sowie in
einigen Interneuronen vorkommt. In der Dunkelfeldaufnahme des Cerebellum fillt das
BKAP-Signal in den Purkinjezellen auf, das in der Ubersicht (Abb. 9) aufgrund der
starken Expression von BKAP in der Kornerzellschicht nicht erkennbar ist. Im Cerebel-
lum weisen BKAP und BK jeweils charakteristische Expressionsmuster auf: Wéhrend
in den Purkinjezellen beide Partner exprimiert werden, kommt in der Kornerzellschicht
nur BKAP und in der molekularen Zellschicht nur BK vor.

Die in situ-Hybridisierung zeigt, daB BKAP in den meisten Regionen des Gehirns
gemeinsam mit BK exprimiert wird, und bestitigt die Koexpression von BKAP und BK
auf der zelluldren Ebene. Die Expressionsmuster sind zwar sehr dhnlich, aber nicht

vollkommen identisch.
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Abb. 10: Expressionsmuster von BKAP in Hippocampus (Hi) und Cerebellum (Cb).
Dunkelfeldaufnahmen der mit BKAP-spezifischen Sonden hybridisierten Gewebeschnitte.

Abkiirzungen: CA1 CAl-Pyramidenzellschicht, CA2 CA2-Pyramidenzellschicht, CA3 CA3-
Pyramidenzellschicht, DG Gyrus dentatus; Gr Kornerzellschicht, ML molekulare Zellschicht,
PC Purkinje-Zellschicht. Skalierung entspricht 0,5 mm.

3.4 Biochemische Studien zur Interaktion von BKAP und BK
mit rekombinanten Proteinen

Falsch positive Interaktionen sind ein generelles Problem von Bibliotheksdurch-
musterungen mit dem Zwei-Hybrid-System. Da sich manche falsch positive Kandidaten
durch Kontrollexperimente im Hefesystem nicht ausschlieBen lassen, ist es unerlaBlich,
die gefundene Interaktion mit einem unabhéngigen experimentellen Ansatz zu bestti-
gen (z.B. Wyszynski und Sheng, 1999). Der nichste Schritt bestand daher darin zu
testen, ob BK und BKAP als E.coli-exprimierte Proteine in der Lage sind, in vitro
miteinander zu interagieren. Zu diesem Zweck wurden die Filter Overlay-Methode und
die GST-Kosedimentation in unserer Arbeitsgruppe etabliert, wobei N-terminale
Konstrukte des K, 1.5 als Positivkontrolle dienten. Im N-Terminus der a-Untereinheiten
der K,-Kanile befindet sich eine Assemblierungssdomine, und N-terminale Fragmente

dieser Proteine konnen miteinander interagieren (Li e al., 1992; Xu et al., 1995).
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3.4.1 Versuch des Nachweises der Interaktion zwischen BKAP und

BK mit Filter Overlay-Experimenten

Beim Filter Overlay-Verfahren (2.2.4.1) wird ein Protein per Western Blot auf eine
Membran (,,Filter) transferiert, mit einer Losung des potentiellen Interaktionspartners
inkubiert und der gebundene Interaktionspartner mit einem spezifischen Antikorper
nachgewiesen. BKAP-B1 wurde als Fusionsprotein mit Glutathion-S-Transferase
exprimiert und BK6B mit einem T7-Epitop fusioniert (2.2.3.4). Abb. 11 zeigt
beispielhaft das Ergebnis eines solchen Experiments, bei dem das membrangebundene
Protein nach einer Prozedur von Li ef al. (1992) renaturiert worden war. Wahrend der
N-Terminus des K,1.5 die erwartete Interaktion zeigt (Abb. 11A), war keine Bindung
zwischen BKAP und dem BK-Fragment detektierbar (Abb. 11B). Das gleiche Ergebnis
wurde erzielt, wenn auf die Renaturierung verzichtet wurde, oder wenn sich die
GST-Fusionsproteine auf der Membran und die T7-Fusionsproteine in Losung befanden

(ohne Abbildung).

A B C

Blot:  T7-NK,1.5 T7-BK6B T7-BKéB
Ink.:  GST-NK,1.5 GST-BKAP-B1 —

kDa

50—

37—

—» -

25—

| 4 T7-BKeB

15—

Detekt.. anti-GST anti-GST anti-T7

Abb. 11: Versuch des Nachweises der BKAP-BK-Interaktion im Filter Overlay-Experiment.

A,B) Die mit dem T7-Epitop markierten Proteine wurden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert
(200 ng T7-NK, 1.5 bzw. 400 ng T7-BK6B) und mit 1 pg/ml des zu testenden GST-Fusionsproteins iiber
Nacht inkubiert. In der Positivkontrolle A detektiert der GST-Antikorper spezifisch gebundenes
GST-NK, 1.5 beim apparenten Molekulargewicht von T7-NK,1.5. Das analoge Experiment B mit BK6B
und BKAP-BI ist negativ.

C) Western unter Standardbedingungen mit 10 ng T7-BK6B.
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3.4.2 GST-Kosedimentation bestatigt die Interaktion von BKAP mit

dem C-Terminus des BK-Kanals

Da es mit der Filter Overlay-Methode nicht gelungen war, eine Interaktion zwischen
BKAP und BK nachzuweisen, wurden die Proteine als nidchstes im GST-Kosedimen-
tationsexperiment (,,Pulldown®) untersucht (2.2.4.2.1). Mit diesem experimentellen
Ansatz war, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Zwei-Hybrid-Experimente,
eine spezifische Interaktion von BKAP-A1 und BKAP-B1 mit dem ,,Kdder“-Konstrukt
BK6B zu beobachten (Abb. 12B). In den folgenden Experimenten kam nur BKAP-B1
zum Einsatz, das sich besser in den Bakterien tiberexprimieren lie}. BKAP-B1 wurde
ebenfalls zusammen mit dem langen C-terminalen BK-Fragment BK11A (Abb. 12A;
Aminosduren 725 - 1205) getestet, das die 157 Aminosduren des BK6B mit einschlief3t.

A S6 S7 S8 S9 S10
| ¢ i —l -
BK-11A,
. 481 As’ BK-6B -
BK-316 ‘ 157 As
316 As
B o 0 C
X &
S
kDa & S kDa
50=
5() ==
— -4 BKAP-A1
37 -
37 = | <ABKAP-B1 b= D -37
g < NK,1.5
Detektion: anti-T7 OF - -25
Detektion: anti-T7
(- - - - - [ [ [ | - |
Detektion: anti-GST Detektion: anti-GST

Abb. 12: Spezifische Kosedimentation von BKAP-A1 und -B1 mit immobilisierten BK-Fragmenten.
5 pg der immobilisierten GST-Fusionsproteine wurden mit 2,5 pg T7-markiertem BKAP-A1 oder
BKAP-BI inkubiert und die gebundenen Proteine im Western Blot analysiert. Die erneute Detektion der
Membran mit einem GST-Antikorper 146t die relativen Mengen der eingesetzten GST-Proteine erkennen.

A) Schema der getesteten Konstrukte im C-Terminus des BK-Kanals.

B) Sowohl BKAP-A1 als auch BKAP-B1 binden an GST-BK6B, aber nicht an GST allein.

C) BKAP-BI interagiert mit dem langen C-terminalen Konstrukt BK11A. Die Negativkontrollen GST,
GST-BK316 und GST-NK,1.5 demonstrieren die Spezifitit der Interaktion von BKAP mit dem
C-Terminus des BK.
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Die Bindung von BKAP-B1 an GST-BK11A ist deutlich detektierbar und spezifisch,
jedoch reproduzierbar schwicher als an GST-BK6B (Abb. 12C). Drei unabhidngige
Experimente bestétigten diese Beobachtung. Verglichen wurden jeweils parallel prozes-
sierte Ansétze, wobei der Nachweis des gebundenen BKAP-B1 nebeneinander auf der
gleichen Membran stattfand. Daher erlaubt die Western-Analyse eine grobe Schitzung
der Menge des sedimentierten Interaktionspartners anhand der Intensitidt der Banden:
Das BKAP-B1-Signal nach BK11A-Pulldown lag in der Gréf3enordnung von einem bis
zwei Fiinfteln des Signals nach BK6B-Pulldown. Die Ursache hierfiir ist unbekannt. Die
Kontrollexperimente nicht nur mit GST allein, sondern auch mit einem anderen intra-
zelluldren Abschnitt des BK-Kanals (GST-BK316, Abb. 12A) und mit GST-NK,1.5,
demonstrieren, dal die Interaktion von BKAP spezifisch mit dem C-Terminus des BK

erfolgt (Abb. 12C).

GST-BKBB (n) GST-BKBB (a)
kDa| U1 PD1| vz PD2] u1 PD1| U2 PD2

5=

50 =

T - e | <BorE

25—

Detektion: anti-T7

Abb. 13: Alterung des GST-BK6B fiihrt zum Verlust der Interaktion mit BKAP.

Uberstand (U) bzw. Eluat (PD) von GST-Pulldown-Experimenten mit jeweils gleichen Mengen von
Proteinen unterschiedlichen Alters. Die Duchfiithrung war identisch mit dem in Abb. 12 gezeigten Experi-
ment. GST-BK6B (n): frisch préparierte Affinitdtsmatrix, 3 Tage bei 4 °C gelagert; Lagerung der
induzierten Bakterien 3 Tage bei -80 °C. GST-BK6B (a): gealterte Affinitétsmatrix, 20 Tage bei 4 °C
gelagert; Lagerung der induzierten Bakterien 2 Monate bei -80 °C. U1/PD1: frisch isoliertes BKAP-B1-
Protein verwendet (3 Tage/-80 °C). U2/PD2: BKAP-B1-Protein 11 Wochen bei -80 °C gelagert.

Die Interaktion zwischen BKAP und dem BK-Fragment kann durch die Alterung der
Proteine, insbesondere von GST-BK6B, stark beeintrdchtigt werden, wie aus Abb. 13
hervorgeht. In diesem GST-Kosedimentationsexperiment ist der kombinierte Effekt der
Alterung der Bakterien vor der Isolierung des GST-BK6B (2 Monate Lagerung bei
-80 °C) und der Alterung des agarosegebundenen Proteins (20 Tage bei 4 °C) zu sehen.
Mit dieser Affinitdtsmatrix ,,GST-BK6B (a)* war, abhingig auch vom Alter des
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verwendeten BKAP-BI-Proteins, wenig oder keine Interaktion nachweisbar. Im
Gegensatz dazu ist das Ergebnis des Experiments mit der frisch préparierten Matrix
,GST-BK6B (n)* positiv.

Ausschlaggebend fiir den Verlust der Interaktion ist iiberraschenderweise die Lagerung
der induzierten Bakterien bei -80 °C vor der Isolierung des GST-BK6B: Eine aus
frischen Bakterien gewonnene BKO6B-Affinitdtsmatrix funktionierte auch nach
3 Wochen Lagerung bei 4 °C, wihrend die fiir das Experiment in Abb. 13 eingesetzte
BK6B-Matrix schon nach dreitdgiger Lagerung bei 4 °C im Interaktionstest versagte
(Ergebnisse nicht gezeigt). Demgegeniiber hat die Dauer der Lagerung des
T7-BKAP-B1-Proteins in Losung bei -80 °C einen geringeren, aber merklichen negati-
ven EinfluB} auf die Starke der Interaktion mit BK6B (vgl. jeweils die ,,PD1“-Spur mit
der ,,PD2“-Spur in Abb. 15).

Im Gegensatz dazu verhielten sich die als Positivkontrolle verwendeten Proteine,
GST-NK,1.5 und T7-NK,1.5, weitaus weniger problematisch. Die entsprechende
Affinitdtsmatrix lieB sich ohne weiteres sieben Wochen bei 4 °C und mindestens
weitere 6 Monate bei -20 °C in 50 % Glycerol lagern. T7-NK, 1.5 zeigte auch nach iiber
achtmonatiger Aufbewahrung in Losung bei -80 °C eine Interaktion mit dieser

GST-NK, 1.5-Matrix.

3.4.3 Die Interaktionsdomane lat sich auf die 76 C-terminalen

Aminosauren des BK eingrenzen

Biochemische Interaktionstests sind besonders aussagekriftig, wenn sie ,,in beiden
Orientierungen® gelingen, d.h. wenn sowohl das immobilisierte Protein A den Partner B
aus einer Losung oder einem Lysat prézipitieren kann, als auch das immobilisierte
Protein B den gelosten Partner A. Aus diesem Grund wurden Experimente analog 3.4.2,
jedoch mit agarosegebundenem GST-BKAP-B1 und BK6B-Proteinen in Losung unter
den beschriebenen Standardbedingungen (2.2.4.2.1) durchgefiihrt. Dabei stellte sich
heraus, da3 BK6B (sowohl mit T7-Epitop als auch mit Thioredoxin-Fusionsanteil) stark
an die Glutathion-Agarose band (Abb. 14A). Variationen des Detergens (1 % Triton
X-100; 0,1 - 1 % Deoxycholat; RIPA) oder der lonenstirke (bis 0,5 M NaCl und 10 mM
MgCl,) hatten entweder keinen EinfluB3 auf die Bindung des Proteins an die Agarose-
matrix, oder unterbanden auch dessen Interaktion mit GST-BKAP-B1. Mit BK6B
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konnte daher in dieser Orientierung ein solches GST-Kosedimentationsexperiment nicht

durchgefiihrt werden.

Glutathion aktiviert neuronale und heterolog exprimierte BK-Kanéle der Ratte (Soh et
al., 2001; Chung et al., 2002). Der Mechanismus, tiber den das Peptid seine Wirkung
entfaltet, ist jedoch unbekannt. Es ist mit den Literaturdaten vereinbar, daf3 Glutathion
mit einer spezifischen Bindungsstelle am Kanalprotein interagieren konnte; die
beobachtete Bindung des BK-Fragments an die Glutathion-Agarose konnte also eine
physiologische Bedeutung haben.

Um zu tberpriifen, ob BK6B spezifisch Glutathion binden kann, wurde das reduzierte
Tripeptid (y-Glu-Cys-Gly) mit dem ,,Sulfolink*-System kovalent an aktivierter Agarose
immobilisiert. Das System erlaubte es ndmlich, unter identischen Bedingungen eine
Kontrollmatrix herzustellen, an die nur Cystein anstelle von Glutathion gekoppelt war,
und so zwischen einer spezifischen Interaktion mit Glutathion und einer unspezifischen

Interaktion mit der Agarosematrix zu unterscheiden.
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Abb. 14: Unspezifische Interaktion von BK6B mit der Agarosematrix.

A) BK6B-Fusionsprotein in Losung ist fir ein GST-Pulldown-Experiment ungeeignet. Die Agarose
wurde mit gebundenem GST-BKAP-B1, GST oder ein &dquivalentes Volumen ohne Fusionsprotein
eingesetzt. T7-BK6B (nicht gezeigt) verhilt sich genauso wie Trx(Thioredoxin)-BK6B.

B) BK6B bindet unspezifisch an die Agarosematrix. Reduziertes Glutathion wurde mit dem ,,Sulfolink*-
System kovalent an aktivierte Agarose gekoppelt. An die Kontrollmatrix wurde in der gleichen Weise
Cystein gekoppelt. 1,25 ng BK6B-Protein mit T7-Epitop bzw. 2,5 ug GST wurden mit 15 pl der
jeweiligen Affinitdtsmatrix inkubiert. Wahrend GST spezifisch an die kdufliche oder selbst hergstellte
Glutathion-Agarose bindet, sedimentiert T7-BK6B gleichermaBen mit der Kontrollmatrix.
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Mit den Affinitdtsmatrizes und gelostem T7-BK6B wurde anschlieBend ein Inter-
aktionstest durchgefiihrt (vgl. 2.2.4.2.1). GST bindet auschlieBlich an die kdufliche oder
selbst hergestellte Glutathion-Agarose, wihrend BK6B gleichermallen mit der Gluta-
thion- wie der Kontrollmatrix prézipitiert (Abb. 14B). Diese Experimente zeigen, daf3

das BK-Fragment unspezifisch an die Agarosematrix bindet.
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Abb. 15: Lokalisierung der Interaktionsdoméne des BK im extremen C-Terminus und Nachweis
der BK-BKAP-Interaktion in beiden Orientierungen.

A) Im Bereich des bisher verwendeten Konstruktes BK6B wurden drei kiirzere Fragmente hergestellt und
deren Interaktion mit BKAP-B1 mittels GST-Kosedimentation getestet.

B) Kosedimentation der BK6B-Fragmente mit immobilisiertem GST-BKAP-B1. Die BK-Fragmente
wurden als Fusionsprotein mit Thioredoxin (Trx) exprimiert. Keines der BK-Fragmente zeigt eine
unspezifische Bindung an matrixgebundenes GST (diese Abb.) oder an die Agarosematrix allein (nicht
gezeigt). Trx-BK6B-1 bindet stark an BKAP-B1, wihrend das teilweise iiberlappende Trx-BK6B-3 mit
deutlich niedrigerer Affinitét, aber spezifisch interagiert. Trx-BK6B-2 sowie Trx allein (nicht gezeigt)
interagieren nicht mit BKAP-B1.

C) Kosedimentation von T7-BKAP-B1 mit den immobilisierten BK-Fragmenten. Das Experiment
bestitigt die unter B gezeigten Resultate.



Ergebnisse 63

Um dennoch die in Abb. 12 dargestellten Resultate in der umgekehrten Orientierung zu
bestitigen, und um gleichzeitig die Interaktionsdoméne im BK-Kanal weiter einzugren-
zen, wurden drei verschiedene, in der BK6B-Region (Aminosduren 1049 - 1205)
befindliche Konstrukte hergestellt (Abb. 15A): BK6B-1 (Aminosduren 1130 - 1205,
Primer 1501 und 1439), BK6B-2 (Aminosduren 1049 - 1129, Primer 443 und 1502)
und BK6B-3 (Aminosduren 1087 - 1169, Primer 1503 und 1504). Diese Fragmente
wurden als Thioredoxin-Fusionsproteine exprimiert, gereinigt und in der GST-Kosedi-
mentation mit GST-BKAP-B1 getestet. Im Gegensatz zu BK6B interagiert keines der
Fragmente unspezifisch mit der Agarosematrix (GST-Kontrollen in Abb. 15B und nicht
gezeigte Ergebnisse). Trx-BK6B-1 bindet stark und Trx-BK6B-3 deutlich schwicher,
aber dennoch signifikant an BKAP-B1. Trx-BK6B-2 (Abb. 15B) oder Trx allein (ohne
Abbildung) assoziieren dagegen nicht mit BKAP-B1. BK6B-3, das jeweils etwa die
Hilfte von BK6B-2 und BK6B-1 umfalit, enthélt also einen funktionsfihigen Teil der
Interaktionsdomine aus BK6B-1. Experimente in der umgekehrten Orientierung, also
mit den immobilisierten BK-Fragmenten und gelostem BKAP-B1 (Abb. 15C), bestéti-
gen diese Ergebnisse.

Die GST-Kosedimentations-Experimente untermauern also die im Hefesystem gefun-
dene Interaktion und zeigen, dal BKAP in der Lage ist, mit dem C-Terminus des BK-

Kanals zu interagieren.

3.5 Expression und Lokalisierung von BKAP in Sdugetier-
zellinien

Um das vollstindige BKAP-Protein in Kulturen von Séugetierzellen zu exprimieren,
wurde zunédchst die BKAP-A1-cDNA mittels PCR (Primer 1847 und 1848, s. Anhang)
im 5’'-Bereich um 6 bp ergénzt, die fiir die fehlenden N-terminalen Aminosduren Met
und Tyr kodieren (vgl. Abb. 1 und Erlduterungen hierzu). Die ¢cDNA wurde in den
Expressionsvektor pcDNA3.1/Myc-His kloniert, der dem exprimierten Protein ein
C-terminales Myc-Epitop anfiigt. Die fiir die Transfektion bestimmte DNA wurde mit
dem ,,Nucleobond“-System oder iiber eine CsCl-Gradienten gereinigt (2.2.1.2.4).
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3.5.1 Western-Analyse von transient exprimiertem BKAP in
COS-7-Zellen

Mit BKAP-A transfizierte COS-7-Zellen wurden zwischen zwei und vier Tagen nach
der Transfektion mit RIPA-Puffer lysiert (2.2.5.3). Die 16slichen und unldslichen
Fraktionen wurden dann mittels SDS-PAGE und anschlieBendem Western Blot
analysiert.

Wie aus Abb. 16A hervorgeht, ist der iberwiegende Anteil des exprimierten BKAP-A-
Proteins in RIPA-Puffer 16slich. (Bei der Interpretation des Experiments ist zu beachten,
daBl von dem RIPA-unl6slichen Material ein viermal groBerer Anteil aufgetragen wurde
als von den geldsten Proteinen im Uberstand.) Wenn 2 % Triton X-100 anstelle der im
RIPA-Puffer enthaltenen Detergenzien (2.2.5.3) verwendet wurde, verblieb hingegen
der tiberwiegende Anteil des BKAP-A in der unloslichen Fraktion (Ergebnis nicht
gezeigt). Wenn die Zellen nach der Transfektion langer als 2 Tage inkubiert wurden,
wurde keine hShere Ausbeute an BKAP-A erzielt, und der RIPA-unlésliche Anteil
schien mit der Zeit zuzunehmen (vgl. Abb. 16A). Die Koexpression mit dem BK-Kanal,
der sich im Vektor pcDNA3 befand, reduzierte stets das Expressionsniveau von BKAP,
wie das Beispiel in Abb. 16B zeigt.

Der Myc-Antikorper detektiert eine Mehrfachbande mit einem apparenten Molekular-
gewicht von ca. 48 — 50 kDa, wéhrend der berechnete Wert fiir BKAP-A-Myc ein-
schlieBlich der fusionierten Aminosduren 42,6 kDa betrdgt. Samtliche Signale sind
spezifisch, da in Lysaten von COS-7-Zellen, die zur Kontrolle mit dem Vektor trans-
fiziert worden waren, keine der Banden nachweisbar ist (Abb. 16B). Zudem detektierte
ein BKAP-B1-Antiserum die gleichen Banden, wenn COS-Zellen mit BKAP-A-Myc
transfiziert worden waren (ohne Abbildung). Mit dem durch Affinitdtschromatigrafie
gereinigten BKAP-B1-Antikorper wurde das gleiche Bandenmuster bei einem apparen-
ten Molekulargewicht von ca. 43 — 45 kDa beobachtet, wenn die COS-Zellen BKAP-A
ohne zusitzliche Fremdsequenzen exprimierten (vgl. 3.7.2).

In der Western-Analyse eines SDS-Gels mit besserer Auflosung (Abb. 16C) erkennt
man insgesamt drei BKAP-spezifische Banden, deren relative Intensitdt zwischen
verschiedenen Lysaten variierte. Die untere Bande war jedoch stets gleich stark oder

starker als die mittlere, und diese wiederum mindestens genauso intensiv wie die obere.
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Abb. 16: Heterologe Expression von BKAP-A in COS7-Zellen.

BKAP-A im Expressionsvektor pcDNA3.1/Myc-His wurde transient in COS-7-Zellen transfiziert und die
Zellen mit RIPA-Puffer lysiert. Die Proteine wurden in 10%igen Polyacrylamidgelen elektrophoretisch
getrennt und BKAP-A mit einem monoklonalen Myc-Antikdrper im Western Blot detektiert.

A) Expression von BKAP-A in Abhéngigkeit von der Wachstumszeit der transfizierten Zellen.

Die Lyse der Zellen erfolgte nach den angegebenen Inkubationszeiten. Jeweils 1/40 der 16slichen (U) und
1/10 der unloslichen (S) Fraktion des Lysats von Zellen aus einer 6 cm-Kulturschale wurden im Western
Blot analysiert.

B) Koexpression des BK-Kanals reduziert das Expressionsniveau von BKAP-A. Die Zellen wurden mit
BKAP-A, BKAP-A und BK (im pcDNA3-Vektor) oder nur mit dem pcDNA3-Vektor transfiziert, nach
3 Tagen lysiert und die Proteinkonzentration der 16slichen Fraktion bestimmt. In jeder Spur befanden sich
7 ug Gesamtprotein. Der Vergleich mit den Zellen, die mit dem Vektor transfiziert worden waren,
demonstriert die Spezifitdt des Antikorpers fiir BRAP-Myc.

C) Die BKAP-Mehrfachbanden aus den Experimenten in A und B in hoherer Auflgsung. Es handelt sich
um die gleichen Proben wie in A (45h, U) bzw. B (linke Spur), aber um einen anderen Western Blot. Die
Ausschnitte verdeutlichen die Existenz von drei BKAP-Banden mit unterschiedlicher relativer Intensitét
in A und B.

Die Lyse der Zellen fand in Gegenwart von Proteaseinhibitoren bei 4 °C statt, und es er-
scheint unwahrscheinlich, dafl das beobachtete Bandenmuster von BKAP durch Proteo-
lyse zustandegekommen sein konnte, zumal in keinem Western-Experiment Degrada-
tionsprodukte von BKAP bei niedrigerem Molekulargewicht detektiert wurden. Die
Moglichkeit der Proteolyse von BKAP ist anhand der vorliegenden Ergebnisse jedoch
nicht auszuschliefen. Die Beobachtungen kénnen auch mit zwei unabhingigen post-
translationalen Modifikationen des iiberexprimierten Proteins erkldrt werden, die
jeweils eine leichte, gleich groBBe Verschiebung des Signals zu héherem Molekular-

gewicht bewirken.
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3.5.2 BKAP zeigt ein intensives Kernsignal und kolokalisiert mit BK

an der Plasmamembran von COS7-Zellen

Indirekte Immunfluoreszenz und konfokale Mikroskopie sollten die subzelluldre Lokali-
sation des neu entdeckten Proteins aufdecken und zudem zeigen, ob es mit seinem
potentiellen Interaktionspartner kolokalisiert, wenn die Proteine gemeinsam in einer
Saugetierzelle exprimiert werden. Da bereits gezeigt wurde, dal BKAP mit dem C-
Terminus des BK-Kanals in vitro interagieren kann, sollte damit geklart werden, ob die
Voraussetzungen fiir eine Wechselwirkung mit dem vollstdndigen Kanalprotein in einer
lebenden Zelle gegeben sind. Ein solches Experiment kann auch Indizien fiir eine
Proteininteraktion liefern, da die Koexpression eines Interaktionspartners manchmal die
Lokalisation eines Proteins in der Zelle dndert.

Es wurde wieder die oben beschriebene Strategie der transienten Transfektion von
COS-7-Zellen und der Detektion des BKAP-A mittels Myc-Epitop verfolgt. Fiir den
BK-Kanal der Ratte, der ohne Fusionsanteile exprimiert wurde, stand ein affinitits-
gereinigter polyklonaler Antikorper gegen ein C-terminales Epitop (Chemicon) zur Ver-
fiigung. Die Zweitantikorper waren mit Cy3 (rot) bzw. FITC (griin) fluoreszenz-
markiert.

Bei allen BKAP-transfizierten Zellen war ein intensives Signal im Nukleus zu
beobachten. Fiir die meisten Aufnahmen muBte man eine Ubersittigung des Detektors
im Bereich des Zellkerns in Kauf nehmen, um das BKAP-Signal an der Plasma-
membran sichtbar zu machen (Abb. 17), das nur bei einem Teil der Zellen detektierbar
war. Das gleiche Resultat wurde erzielt, wenn das BKAP-A-Protein ohne Fusionsanteile
exprimiert und mit einem spezifischen, affinititsgereinigten BKAP-Antikorper detek-
tiert wurde (vgl. 3.7.1). Die beobachtete subzelluldre Lokalisierung des Proteins wird
demzufolge ausschlieBlich von den Eigenschaften des BKAP-Polypeptids bestimmt.

Die Koexpression der Proteine fiihrte zu keiner erkennbaren Verdnderung von deren
rdumlicher Verteilung in der Zelle (Abb. 17, untere Reihe). Jedoch war die Ko-
lokalisation des BKAP-Signals mit dem BK-Signal an der Plasmamambran besonders
auftillig. (Die gelbe Farbe im rechten Bild entsteht, wenn roter und griiner Kanal iiber-
lappen.) Zudem war auch intrazellulér einige Uberlappung der Signale zu beobachten.
Die Voraussetzungen fiir eine Interaktion von BKAP und BK in einer Sdugetierzelle

sind also erfiillt.
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Der kommerziell erhiltliche BK-Antikorper detektiert zwei spezifische Banden, die ein
apparentes Molekulargewicht von ca. 110 bzw. 115 kDa haben, in Lysaten von BK-
transfizierten COS-7-Zellen (zur Spezifitidt dieses Antikorpers vgl. Abb. 24A.) Diese
Banden sind deutlich erkennbar, wenn die Probe fiir die SDS-PAGE 15 min bei 55 °C
denaturiert wurde (Abb. 18A, linke Spur). Die Banden bei 110 und 115 kDa gehen
durch Aggregation vollstindig verloren, wenn man 5 min auf 95 °C erhitzt; die Aggre-
gate sind oberhalb des 250 kDa-Proteinstandards erkennbar (Abb. 18A, rechte Spur).

Aus Abb. 18B geht hervor, daB3 auch kiirzere Inkubationszeiten bei hoheren Temperatu-
ren (z.B. 5 min bei 75 °C) die Detektion des Kanalproteins stark beeintrdachtigen. Im
folgenden wurden BK enthaltende Proben 15 min bei 55 °C behandelt, und gebundene

Proteine nach der GST-Kosedimentation ebenfalls unter diesen Bedingungen eluiert.

3.6.2 Reinigung eines BK-Antiserums

Der kommerzielle BK-Antikorper aus Kaninchen hatte sich als geeignet erwiesen, den
in COS-7-Zellen exprimierten BK-Kanal in Western- und Immunfluoreszenz-
Experimenten nachzuweisen. Bei den ersten Versuchen der GST-Kosedimentation des
BK-Kanals trat das Problem auf, dal in der Western-Analyse der Eluate mit demselben
BK-Antikoérper unterhalb 150 kDa eine Vielzahl von Banden auftauchte, die in der
Western-Analyse von Zellysaten nicht beobachtet worden waren, und die die Detektion
des -moglicherweise mit BKAP kosedimentierten- Kanalproteins in den Eluaten
verhinderten. Die stérenden Signale traten gleichermallen auf, wenn in einem Kontroll-
ansatz anstelle eines Zellysates nur der entsprechende Puffer ohne Protein eingesetzt
worden war (Abb. 19A); daher mufite es sich bei dem stérenden Protein um das
GST-BKAP-B1 handeln, das ja an die Affinitdtsmatrix gebunden ist und nach der
Kosedimentation mit eluiert wird. Eine auf das SDS-Gel geladene Menge von 2 ug
GST-BKAP-B1 war ausreichend, um die Detektion des BK-Kanals zu verhindern; die
zehnfache Menge GST zeigte hingegen keine stérenden Banden bei hoherem Moleku-
largewicht (Abb. 19A). Das ,,Schmieren des Proteins im SDS-Gel ist also kein
generelles methodisches Problem der SDS-PAGE, sondern auf die besonderen Eigen-
schaften von BKAP-B1 zuriickzufiihren.
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Abb. 19: Der kommerziell erhiiltliche BK-Antikorper enthilt GST-Antikorper, die die Detektion
des Kanals nach der GST-Kosedimentation storen.

A) GST-Pulldown-Experiment mit insgesamt 10 pg immobilisiertem GST-BKAP-B1 oder 100 ng GST.
Nur 1/5 des Eluats wurde analysiert. Es wurde entweder ein Triton X-100-Lysat von transfizierten COS-
Zellen (+) oder das entsprechende Volumen Lysierpuffer ohne Protein (—) eingesetzt. Die Hauptmenge
GST-BKAP-B1 befindet sich in der Nihe des erwarteten Molekulargewichtes von 59 kDa (in dieser Abb.
nicht zu sehen). Ein Bruchteil der Proteinmenge schmiert im Bereich zwischen 150 und 60 kDa und ist
ausreichend, um die Western-Detektion von BK zu verhindern. Das Kontrollprotein GST zeigt dieses
Problem nicht (rechte Spur).

B) Western-Analyse von 1 ng gereinigtem Trx-BK6B-1 und 1 ng gereinigtem GST. Der BK-Antik6rper
zeigt eine starke Kreuzreaktion mit GST, obwohl er laut Hersteller eigens einem Reinigungsschritt unter-
zogen wurde, der die GST-Antikorper entfernen sollte.

Als néchstes stellte sich die Frage, warum GST-BKAP-B1 in der Western-Analyse fiir
BK sichtbar ist. Als Negativkontrolle fiir die Kosedimentation mit GST-BKAP-B1 war
ein Lysat von K,1.1-Myc-transfizierten COS-7-Zellen verwendet worden, und dem-
zufolge wurden die Eluate auch mit dem monoklonalen Myc-Erstantikdrper und Maus-
Zweitantikorper analysiert. Diese Antikorper zeigten keine Kreuzreaktion mit GST-
BKAP-B1; das gleiche galt fiir den Kaninchen-Zweitantikodrper, der zusammen mit dem
BK-Antikorper verwendet worden war (ohne Abbildung). Die Ursache fiir das Problem
mullte daher der BK-Antikorper sein. Abb. 19B demonstriert, da3 er mit GST kreuz-
reagiert und GST nur wenig schwicher erkennt als das Antigen aus dem C-Terminus
des BK. Das Produkt enthilt also Antikorper gegen GST, obwohl die Angaben der
Herstellers (Chemicon) besagen, da3 die GST-Antikorper in einem speziellen Reini-

gungsschritt entfernt worden seien.
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GST-BK6B-1 (vgl. Abb. 15A) wurde als Antigen in Bakterien {iberexprimiert und ein
Antiserum aus Kaninchen hergestellt (2.2.3.6). Reinigungsschritte mit immobilisiertem
GST-Protein (2.2.3.7.1) halfen, die Kreuzreaktivitdt des Antiserums mit GST so stark
zu reduzieren, daf} es fiir die Analyse der GST-Kosedimentation geeignet war, wie in

Abb. 20 gezeigt.

GST-BKAP-B1 (1ug):

250 =
150 =

100 =

75 =

Trx-BK6B1 (1ng) :

Pl T

anti- Serum Serum gereinigt gereinigt
BKéB1: + GST + GST

50 =

Abb. 20: Reinigung und Charakterisierung eines BK-Antiserums fiir die Detektion des BK in
GST-Pulldown-Experimenten.

Zum Vergleich sind die Western-Analysen einer GST-BKAP-B1-Probe (1 pug pro Spur) mit
unbehandeltem oder gegen immobilisiertes GST gereinigtem Antiserum gezeigt, jeweils mit oder ohne
Blockierung mit 50 pg/ml GST. Reinigung und Blockierung hatten keinen Einflufl auf die Sensitivitit des
Serums gegeniiber dem Antigen BK6B1 (untere Reihe).

Schon die Blockierung des urspriinglichen Antiserums mit 50 pg/ml GST verminderte
die storenden Signale im Bereich von 100 - 150 kDa. Durch die Reinigung des Serums
konnten sie weitgehend vermieden werden, wobei die Blockierung des gereinigten
Serums mit GST eine weitere, leichte Verbesserung brachte (Abb. 20, rechter
Ausschnitt). Die verbliebene Kreuzreaktivitdt mit der GST-BKAP-B1-Hauptbande
(Pfeil) erscheint akzeptabel, da von diesem Protein eine erhebliche Menge (1 pg) auf
die Membran transferiert worden ist. Die Sensitivitdt gegeniiber dem BK-Antigen blieb
unverdandert (vgl. Detektionen von jeweils 1 ng Trx-BK6BI1). Fiir die Analyse der
Eluate aus der GST-Kosedimentation wurde daher das gereinigte und GST-blockierte

Antiserum verwendet.
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3.6.3 Der vollstindige BK-Kanal kosedimentierte nicht mit
GST-BKAP

Aus den vorhergehenden GST-Kosedimentationsexperimenten mit bakteriell
exprimierten Proteinen war bekannt, dal BKAP und BK6B gleichermaBlen in
Gegenwart von 1 % wie 0,1 % (Standardbedingungen) Triton X-100 assoziieren, jedoch
z.B. 1 % Deoxycholat die Interaktion verhindert (Ergebnisse nicht gezeigt).

Fiir einen Interaktionstest mit dem vollstdndigen Ionenkanal nach der gleichen Methode
wurde BK aus transfizierten COS-7-Zellen solubilisiert (2.2.5.3), wobei ein Puffer mit
1 % Triton zum Einsatz kam, der bis auf die zugesetzten Proteaseinhibitoren mit dem
geeigneten Pulldown-Puffer identisch war (2.2.4.2). Die Verwendung der ,,Complete
Mini“-Proteaseinhibitormischung (Roche) gegeniiber ausschlieBlich 10 ug/ml Leupep-
tin im Lysierpuffer hatte keinen erkennbaren Einflufl auf die Ausbeute und Qualitit des
gewonnenen BK-Proteins. Um eine besonders hohe Konzentration von BK zu erzielen,
wurde die Lyse mit insgesamt 1 ml Puffer fiir zwei 10 cm-Zellkulturschalen durchge-
fuhrt. Die Lysate wurden fiir 2 Stunden, wie bei der Standard-Kosedimentation, oder
iiber Nacht mit der GST-BKAP-B1-Affinitdtsmatrix inkubiert. Abb. 21 zeigt die Ergeb-
nisse der Western-Analyse der eingesetzten Lysate und der zugehorigen Eluate; in
letzteren ist ebenfalls ein BK-Signal zu erwarten, falls zwischen dem Kanal und BKAP
eine Interaktion stattgefunden hat. (21B war ein unabhéngiges Experiment mit einer neu
priparierten Affinitdtsmatrix.) Die Filme wurden tiberbelichtet, um evtl. gebundenes
BK-Protein in den Eluaten sichtbar zu machen; daher ist in den Lysatproben die
typische Doppelbande nicht mehr erkennbar. Ein Teil des BK ist aggregiert und wird
oberhalb 250 kDa detektiert, vermutlich aufgrund der hohen Proteinkonzentration im
Lysat.

Das Resultat der Kosedimentation ist negativ, obwohl die verwendete Pufferlésung und
die Bedingungen der Inkubation mit den Pulldown-Experimenten, bei denen die
Kosedimentation der BK-Fragmente beobachtet wurde (3.4.2 und 3.4.3), praktisch
identisch waren. Zum Vergleich sei auf das in Abb. 15 dargestellte, zu dem in Abb. 21
gezeigten analoge Experiment mit einer GST-BKAP-B1-Matrix und dem schwicher
interagierenden der beiden positiven BK-Fragmente, nimlich Trx-BK6B-3, verwiesen
(der @uBerste C-Terminus, BK6B-1, zeigte hingegen eine wesentlich hohere Affinitét zu
BKAP-B1). 1/1000 des eingesetzten Trx-BK6B-3 lieferten ein Western-Signal, das um
ein mehrfaches schwicher war als in Abb. 21 die BK-Signale in 1/800 des COS-Lysats;
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Abb. 21: Versuche der GST-Kosedimentation des in COS-Zellen exprimierten, vollstiindigen
BK-Kanals mit BKAP-B1.

Fiir einen Ansatz wurden 10 pg immobilisiertes GST-BKAP-B1 und das Lysat von zwei konfluenten
10 cm-Zellkulturschalen eingesetzt. Die Detektion des BK erfolgte mit dem GST-gereinigten und mit
50 png/ml GST blockierten BK6B1-Antiserum; es wurden 1/800 des Lysats und 1/3 (A) bzw. 2/5 (B) des
Eluats analysiert. Die Inkubationszeit der Affinitdtsmatrix mit dem Lysat war entweder 2 Stunden (A)
oder iiber Nacht (B; unabhéngiges Experiment mit neu préparierter GST-BKAP-B1-Matrix). In beiden
Féllen war kein gebundenes BK-Protein im Eluat detektierbar.

wihrend jedoch in Abb. 21 absolut kein gebundener BK detektiert wird (mindestens 1/3
des eluierten Proteins analysiert), waren in Abb. 15 1/7 des eluierten Proteins ausrei-
chend, um eine deutliche Bande des spezifisch interagierenden Trx-BK6B-3 zu erhal-
ten. In den Experimenten mit dem vollstindigen BK-Kanal wére demzufolge selbst eine

schwache Interaktion mit der BK AP-Matrix nachweisbar gewesen.

Es bleibt festzuhalten, dafl unter experimentellen Bedingungen, bei denen reproduzier-
bar eine Interaktion zwischen BKAP-B1 und C-terminalen Fragmenten von BK statt-
fand, eine solche Bindung des vollstindigen Kanalproteins an BKAP-B1 nicht nach-

weisbar war. Mogliche Griinde hierfiir werden in Kap. 4.2 diskutiert.
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3.7 Charakterisierung und subzelluldre Lokalisierung des
nativen BKAP-Proteins

Um das native BKAP aus dem Gehirn der Ratte zu charakterisieren, sollte dessen
apparentes Molekulargewicht im Western Blot bestimmt werden. Die grobe Fraktionie-
rung des Gewebes in Membranen und l6sliche Proteine kann hierbei erste Hinweise auf
die subzelluldre Lokalisierung des Proteins geben. Mit einem ausreichend spezifischen
Antikorper ist dariiber hinaus die direkte Detektion des Proteins in Neuronen moglich,
sodaf3 dessen Lokalisierung festgestellt werden kann.

Fir die Untersuchung des nativen Proteins sollte zunédchst ein BKAP-spezifischer
Antikorper erzeugt werden. Aufgrund der Ahnlichkeit von BKAP und ssDP (Abb. 4)
war es nicht moglich, als Antigen ein Fusionsprotein mit BKAP-Sequenzen zu
generieren, die ausreichend verschieden von ssDP gewesen wiren, um eine Kreuz-
reaktion des erzeugten Antikorpers mit ssDP auszuschlieBen. Da auch das native ssDP
bisher nicht charakterisiert wurde, wurde BKAP-BI1 als Antigen verwendet, um einen
Antikorper zu gewinnen, der neben BKAP auch ssDP erkennen diirfte. Der Nachweis
von ssDP-Transkripten im Gehirn wurde zwar bisher nur bei der adulten Maus erbracht
(Raval-Fernandes et al., 1999), es ist jedoch anzunehmen, da} ssDP auch -gemeisam

mit BKAP- im Gehirn der adulten Ratte exprimiert wird.

3.7.1 Reinigung und Charakterisierung eines polyklonalen
BKAP-Antikorpers

Zwei Kaninchen wurden mit GST-BKAP-B1 immunisiert (2.2.3.6) und die Sensitivitit
und Spezifitidt der Antiseren im Western Blot und in der Immunfluoreszenz getestet
(ohne Abbildung). Das beste dieser Antiseren (Tier Nr. 3689, finale Blutung) wurde mit
immobilisiertem Trx-BKAP-B1 affinititsgereinigt (2.2.3.7.2).

Der so erhaltene polyklonale Antikorper erkannte BKAP-A sowohl in der Western-
Analyse als auch in der Immunfluoreszenz von transfizierten COS-7-Zellen mit hoher
Spezifitit (Abb. 22). Die BKAP-Detektion lie sich vollstindig blockieren, wenn man
den Antikérper iiber Nacht mit Trx-BKAP-B1 vorinkubierte (Abb. 22A, rechte
Membran).
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Die Proteinproben fiir die Western-Analyse in Abb. 23A wurden freundlicherweise von
L. Cingolani zur Verfiigung gestellt. Wéahrend mit dem unbehandelten Antiserum in
Abb 23A auch mehrere intensive, unspezifische Signale auftreten, liefert der gereinigte
Antikorper in Abb. 23B eine intensive, spezifische Bande und, abhingig von der Dauer
der Belichtung des Films, schwache oder keine unspezifischen Signale. Die Bande
befindet sich beim gleichen apparenten Molekulargewicht wie das BKAP-A-Signal aus
transfizierten COS-7-Zellen (Abb. 23B); bei dem in der 16slichen Fraktion der Gehirn-
préparation detektierten Protein handelt es sich demnach um BKAP und mdglicher-
weise auch um ssDP, das ebenso wie BKAP-A aus 361 Aminosiduren besteht und daher
in der Western-Analyse beim gleichen apparenten Molekulargewicht wie BKAP-A
erscheinen sollte.

Bereits bei der Analyse von heterolog exprimiertem BKAP-A-Myc waren drei nahe
beieinanderliegende Banden im Western Blot zu beobachten, und es wurde bereits die
Hypothese aufgestellt, daB es sich um verschieden posttranslational modifizierte
Varianten von BKAP handeln konnte (3.5.1). Vergleicht man heterolog exprimiertes
BKAP-A mit der nativen Bande in einem Western Blot mit hoherer Auflosung
(Abb. 23C), so fillt auf, daB sich das native Protein hauptsédchlich in einer scharfen
Bande auf der Hohe der oberen Bande im COS-7-Lysat befindet. Also scheint die obere,
stets schwichste Bande aus den COS-7-Zellen dem nativen Zustand des Proteins zu
entsprechen. Das ist im Einklang mit der Interpretation, dal heterolog exprimiertes

BKAP nur unvollstédndig posttranslational modifiziert wird.

3.7.3 Der BK-Kanal, nicht aber BKAP, ist in der Membranfaktion aus

Rattenhirn detektierbar

Als nichstes wurde untersucht, welche Proben aus der Fraktionierung des Gewebes den
BK-Kanal enthielten. Wie in Abb. 24A ersichtlich, detektiert der BK-Antikorper
(Chemicon) eine Doppelbande beim gleichen apparenten Molekulargewicht im Lysat
transfizierter COS-Zellen und in der Membranfraktion aus Abb. 23A. Um die Qualitit
der in Abb.23B verwendeten Membranpréiparation zu iberpriifen, wurden die
Fraktionen ebenfalls mit dem BK-Antikorper analysiert (Abb. 24B), wobei BK
wiederum in der Membranfraktion, aber nicht in der 16slichen Fraktion nachweisbar war
(Abb. 24B). Diese Verteilung des BK-Kanals ist im Falle einer gelungenen Membran-

préiparation zu erwarten.
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Abb. 24: Western-Analyse des BK-Kanals aus dem Gehirn der Ratte.

A) Der BK-Antikorper erkennt eine BK-spezifische Doppelbande im Triton-Lysat (2 %) transfizierter
COS-7-Zellen und in der Membranfraktion aus Rattenhirn (P20; Probe identisch mit der linken Spur in
Abb. 23A). Proteinmengen: COS-7-Lysate jeweils 5 pg; Gehirnmembranen 30 pg. Die Identitdt der
Bande unterhalb von 100 kDa ist unbekannt; sie wurde, mit unterschiedlicher Intensitidt, manchmal auch
in Lysaten von BK-transfizierten COS-7-Zellen beobachtet. Oberhalb der BK-Signale befindet sich ein
Protein, mit dem der BK-Antikorper kreuzreagiert.

B) Der BK-Kanal befindet sich erwartungsgemifl in der Membranfraktion, aber nicht in der 16slichen
Fraktion des Gehirns. Ein Teil der Proteinmenge verbleibt nach der Homogenisierung im
1000 x g-Sediment. Das gezeigte Experiment war, abgesehen vom Erstantikorper, identisch mit
Abb. 23B.

Wenn BKAP ein Interaktionspartner des BK-Kanals in vivo ist, dann lautet die
naheliegendste Annahme, daf3 eine solche Interaktion mit dem in einer Zellmembran
lokalisierten Kanalprotein stattfindet. In einer Membranprédparation aus dem Gehirn
sollte also BKAP zusammen mit BK angereichert sein.

Weder in der Membranpréparation aus dem Gehirn einer 20 oder 52 Tage alten Ratte
war jedoch mit dem BKAP-BI-Antikorper beim apparenten Molekulargewicht von
BKAP ein Signal zu erkennen (Abb. 23A bzw. 23B), wihrend der BK-Kanal erwar-
tungsgemil in diesen Fraktionen zu finden war (P20: Abb. 24A rechte Spur; P52: Abb.
24B). Vielmehr zeigt der BKAP-B1-Antikorper eine intensive und spezifische Bande in
der 16slichen Fraktion. In Abb. 23B wurde auch das Sediment der ersten Zentrifugation
(1000 x g) analysiert, das Gewebetriimmer und Zellkerne enthalten sollte. In dieser
Fraktion ist ebenfalls ein, wenn auch sehr schwaches, Signal beim apparenten Mole-

kulargewicht von BKAP zu sehen. Bei der Interpretation dieses Experiments ist zu
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den Ionenkanal zudem in Western Blots aus dem Gehirn der adulten Ratte (P20 oder
P52).

Man erhielt jedoch keine eindeutigen, spezifischen Signale, auch wenn -anstelle des
FITC-markierten- ein anderer Zweitantikrper mit dem Cy2-Farbstoff verwendet
wurde, der stirkere Fluoreszenzsignale liefert (ohne Abbildung). Mdoglicherweise ist die
Sensitivitdt des Erstantikorpers nicht ausreichend; auBBerdem konnte die Expression des

BK-Kanals in diesen Neuronen vom Entwicklungsstadium abhidngen.

3.8 Untersuchungen zum Kerntransport eines BK-Fragments

Die bisherigen Ergebnisse belegen einerseits, dal BKAP in vifro mit dem C-Terminus
des BK-Kanals interagieren kann, deuten aber andererseits darauf hin, dal BKAP ein
Kernprotein ist. Daher stellt sich die Frage, unter welchen Umstdnden eine direkte,
funktionelle Interaktion zwischen den beiden Proteinen in der Zelle moglich ist, wenn
die Partner in unterschiedlichen Kompartimenten lokalisiert sind.

Es ist nicht auszuschlieBen, daBl die Sensitivitit der Western- und Immun-
fluoreszenzexperimente nicht ausreichte, um membranassoziiertes BKAP nachzuwei-
sen; sollte BKAP in Neuronen an der Plasmamembran vorkommen, dann wiirde das
dort lokalisierte Protein nur einen Bruchteil der gesamten Proteinmenge ausmachen. Im
folgenden soll eine andere Hypothese aufgestellt und untersucht werden, die den
scheinbaren Widerspruch zwischen den bisherigen Ergebnissen auflosen konnte: Ein
C-terminales Fragment des BK-Kanals konnte durch eine spezifische Protease abgespal-
ten und in den Zellkern transportiert werden, wo es eine funktionelle Interaktion mit
BKAP eingehen konnte. Die folgenden Indizien fiihrten, zusammen mit den oben
genannten Argumenten, zu dieser Hypothese:

e Der intrazellulire C-Terminus des BK-Kanals enthilt dicht aufeinanderfolgend
zwei potentielle Kerntransportsignale. Das eine ist vom klassischen Typ der
Signalsequenz im T-Antigen des SV40-Virus (Kalderon ef al., 1984) und &hnelt
zudem der Sequenz, die fiir den Kerntransport des humanen c-myc-Proteins
verantwortlich ist (Dang und Lee, 1988); weiterhin besitzt BK ein zweigeteiltes
Motiv, das homolog zu der prototypischen Sequenz in Nucleoplasmin (Dingwall

und Laskey, 1991) ist (Abb. 26A).
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3.8.1

In Kap. 3.6.3 wurde bereits dargelegt, dal BKAP und BK in unterschiedlichen
Fraktionen im Gehirn vorkommen: BKAP wurde in der 16slichen, aber nicht in
der Membranfraktion gefunden, wihrend BK sich erwartungsgeméfl in der
Membran- und nicht in der 16slichen Fraktion befand. Beim Betrachten des
Western Blots in Abb. 24B, der mit dem kommerziellen, affinitidtsgereinigten
Antikorper gegen ein C-terminales Epitop des Kanalproteins durchgefiihrt
wurde, fillt auf, dal} eine Bande mit einem apparenten Molekulargewicht von
57 kDa zusammen mit dem BKAP-Signal in der 16slichen Fraktion angereichert
ist. Diese Bande konnte ein C-terminales, proteolytisches Fragment des BK-
Kanals reprasentieren. Das berechnete Molekulargewicht fiir ein Kanalfragment,
das von den Kernlokalisierungssignalen bis zum C-Terminus reicht, betragt
56,2 kDa.

Bei der Untersuchung des BK-Kanals aus der glatten Muskulatur von
Sdugetieren wurde mit mehreren unabhingigen Antikérpern ein C-terminales
Kanalfragment mit dhnlichem Molekulargewicht beobachtet (Knaus ef al., 1995;
Benkusky et al., 2000). Die Literaturdaten weisen darauf hin, daf der intrazellu-
lare C-Terminus des Kanals, einschlieBlich der potentiellen Kerntransport-

signale, durch eine Protease abgespalten werden kann.

Der intrazellulare C-Terminus des BK-Kanals enthilt ein

funktionelles Kerntransportsignal

Die klassischen Konsensussignale fiir den Kerntransport umfassen eine oder mehrere

Ansammlungen von basischen Aminoséduren, aber nicht jede basische Peptidsequenz ist

tatsdchlich in der Lage, die Kernlokalisierung eines Proteins zu induzieren. So ist z.B.

jede der beiden Hilften des Kernlokalisierungssignales von Nucleoplasmin (vgl.

Abb. 26A) fiir sich allein nicht funktionell (Dingwall und Laskey, 1991). Zunéichst

sollte daher die Frage geklart werden, ob die im BK-Kanal identifizierten Motive

(Abb. 26A) tatsdchlich in der Lage sind, ein C-terminales Fragment des Proteins in den

Nukleus einer Saugetierzelle zu dirigieren.
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Abb. 26: Der BK-Kanal enthilt zwei Kernlokalisierungssignale im C-Terminus, die in einem
potentiellen proteolytischen Fragment aus dem Gehirn enthalten sein sollten.

A) Vergleich der beiden potentiellen Kernlokalisierungssignale mit den prototypischen Sequenzen aus
dem SV40 T-Antigen (KLS2) und Nucleoplasmin (KLS1). KLS2 &hnelt auch der minimalen
Transportsequenz aus humanem c-myc (untere Zeile). Ahnliche Aminosiuren wurden eingerahmt und
identische zusétzlich fett hervorgehoben.

B) Das Schema verdeutlicht die Lage des Sequenzausschnittes in A und der aufgrund der Sequenzanalyse
hergestellten Konstrukte im C-Terminus des BK-Kanals. BK10E umfafit den gesamten intrazelluldren
Bereich hinter der letzten Transmembrandoméne S6 (Aminosduren 395 — 1205). BK-K2 (Aminosduren
687 - 1205) enthilt beide und BK-K1 (Aminosduren 694 — 1205) nur das zweiteilige Kernlokalisierungs-
signal (KLS1). BK11A (Aminosduren 725 - 1205) fehlen zur Kontrolle die fraglichen Transportsignale.
C) Western-Analyse der BK-Konstrukte in Lysaten von transfizierten COS-7-Zellen. Der Expressions-
vektor pcDNA3 war so konstruiert, da3 er den Proteinen ein HA-Epitop anfiigte. Das Expressionsniveau
der BK-Fragmente ist dhnlich. In der 16slichen Fraktion aus dem Rattenhirn (rechte Spur), die sowohl
Nukleo- als auch Zytoplasma beinhalten kann, detektiert der BK-Antikérper (Chemicon) eine Bande
(Pfeil), die ein etwas groBeres apparentes Molekulargewicht besitzt als das BK-K2-Konstrukt. In
derselben Fraktion befand sich auch BKAP, vgl. Abb. 23B.
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Zu diesem Zweck wurde mittels PCR eine Serie von Konstrukten hergestellt, die keines
(BK11A), nur eines (KLS1; BK-K1) oder beide potentielle Kernlokalisierungssignale
(BK-K2) enthielten (Abb. 26B). Zusitzlich wurde der vollstindige intrazelluldre Teil
des Ionenkanals, BK10E, verwendet. Der sense-Primer (BK11A: 1976; BK-K1: 1975;
BK-K2: 1974; BKIOE: 1973; s. Anhang) filigte jeweils ein Start-Methionin sowie
stromaufwérts eine Kozak-Konsensussequenz (Kozak, 1987) ein. Die Expression der
BK-Fragmente erfolgte mit dem Vektor pcDNA3-HA (2.2.1.1.5), der den Proteinen ein
Hiamagglutinin-Epitop anfiigte, in transfizierten COS-7-Zellen (2.2.5.2).

Wie die Western-Analyse von RIPA-Lysaten der transfizierten Zellen zeigt, detektiert
der gegen ein Epitop im duflersten C-Terminus (Aminosduren 1160 — 1205) gerichtete
BK-Antikorper spezifische Banden der BK-Fragmente, die sich jeweils in der Ndhe des
erwarteten apparenten Molekulargewichts befinden (Abb. 26C). Zum Vergleich der
apparenten Molekulargewichte wurde eine Probe der loslichen Fraktion aus dem
Rattenhirn, die bereits in Abb. 24B zu sehen ist, auf derselben Membran analysiert.
Diese Fraktion, in der BKAP detektiert worden ist, kann sowohl zytoplasmatische als
auch nukleoplasmatische Proteine enthalten (3.6.3). Das potentielle Kanalfragment in
dieser Fraktion befindet sich bei etwas hoherem apparentem Molekulargewicht als das
BK-K2-Protein, das durch das HA-Epitop um 11 Aminoséduren erweitert worden ist und
den C-Terminus bis einschlieBlich der Kernlokalisierungssignale KLS1 und KLS2
umfaflt. Das endogene Fragment sollte also aufgrund seines apparenten Molekularge-
wichtes etwas ldnger als BK-K2 sein und die Kernlokalisierungssignale ebenfalls
enthalten. Um die Identitdt der Bande in der Gehirnfraktion zu bestétigen, sollte die
Western-Analyse mit mindestens einem weiteren unabhingigen Antikorper, dessen
Epitop im C-Terminus des BK nicht mit dem des hier verwendeten Antikorpers iiber-
lappen darf, wiederholt werden. Ein solcher Antikorper stand jedoch bis zum Abschlufl

dieser Arbeit nicht zur Verfiigung.

Abb. 27: KLS2 bewirkt den Transport des BK-C-Terminus in den Zellkern von Sédugetierzellen.
COS-7-Zellen wurden mit den verschiedenen BK-Konstrukten im pcDNA3-HA-Vektor transfiziert
(Fugene 6-Reagenz) und die Detektion mit dem kommerziellen BK-Antikérper und FITC-konjugiertem
Zweitantikorper durchgefiihrt.

Linke Spalte: Reprisentative konfokale Aufnahmen (Schichtdicke ca. 1 um), die das typische
Verteilungsmuster des jeweiligen BK-Fragmentes widerspiegeln.

Rechte Spalte: Quantitative Auswertung eines reprasentativen von insgesamt drei Experimenten. Die
Zellen wurden nach dem Verteilungsmuster des BK-Fragmentes fiinf Gruppen zugeordnet: 1) nur Kern-
signal sichtbar; 2) starkes Kernsignal und etwas cytoplasmatisches Signal; 3) intrazelluldres Signal mit
deutlich unterscheidbarem Kern; 4) diffuse Verteilung innerhalb der Zelle; 5) Signal vom Kern weitge-
hend ausgeschlossen. Die Abbildungen in der linken Spalte zeigen Zellen des Typs 4 (BK11A), der
Typen 3 und 4 (BK-K1), der Typen 2 und 3 (BK-K2) bzw. des Typs 5 (BK10E).
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Quantitative Auswertung eines repréisentativen von zwei oder drei (BK-K2) unabhéngigen Experimenten
wie in Abb. 28. Generell war in Gegenwart von BKAP mehr BK-Fragment im Nukleus zu finden,
wohingegen die Grundmuster der Verteilung der einzelnen Fragmente gegeniiber deren
Einzeltransfektion (vgl. Abb. 27) erhalten blieben.
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4 Diskussion

Ionenkanéle erfiillen Schlisselfunktionen in der Physiologie von Neuronen und vielen
anderen Zellen, und ihre Aktivitdt wird auf vielfdltige Weise durch Signalkaskaden
moduliert. Die Spezifitdt regulatorischer Prozesse wird oft durch die rdumliche
Organisation der beteiligten Partner gewihrleistet und beruht daher auf physikalischen
Interaktionen zwischen Proteinen (Pawson und Scott, 1997). Ein weiterer, fir die
Funktion vor Ionenkanélen entscheidender Aspekt ist deren subzelluldre Lokalisierung,
z.B. an der Postsynapse, die durch ,,Adapterproteine* gewihrleistet wird (Sheng und
Wyszysnski, 1997). Die in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse bestitigen, daf3
Ionenkanédle in der Zelle nicht als einzelne Proteine, sondern im Rahmen supra-
molekularer Proteinkomplexe vorliegen. So sind z.B. mit dem spannungsabhidngigen
Calciumkanal Ca,l1.2 der P,-adrenerge Rezeptor, ein G-Protein, Adenylatcyclase,
Proteinkinase A und Phosphoprotein-Phosphatase 2A assoziiert (Davare et al., 2001).
Bei der Charakterisierung des NMDA-Rezeptorkomplexes mit Hochdurchsatzmethoden
wurden 77 verschiedene Proteine gefunden, u.a. Rezeptor-, Adapter-, Signal- und Zyto-
skelettproteine (Husi et al., 2000). Fiir das Verstidndnis der Funktion von Ionenkandlen
in vivo ist es also von entscheidender Bedeutung, ihre Interaktionspartner und deren
Funktion zu kennen.

Der calcium- und spannungsabhingige Kaliumkanal (BK), der vielfdltige physiologi-
sche Aufgaben erfiillt (Kap. 1.3), ist auch von medizinischem Interesse: Ein Wirkstoff,
der die Aktivitit des BK-Kanals in einer Ca® -abhiingigen Weise erhoht, zeigte in einem
Tiermodell fiir akuten ischdmischen Schlaganfall einen neuroprotektiven Effekt
(Gribkoff et al., 2001). Dariiber hinaus spielen BK-Kanéle in der glatten Muskulatur
eine Schliisselrolle bei der Regulation des Kontraktionszustandes von Arterien (Brayden
und Nelson, 1992; Jaggar et al., 2000). Die Deletion der f1-Untereinheit des BK-Kanals
der Maus, die die Ca’'-Sensitivitit des Kanals erhoht, fithrte zu erh6htem arteriellem
Tonus und erh6htem Blutdruck (Brenner et al., 2000a). Zu den Interaktionspartnern des
BK-Kanals aus Drosophila zéhlen die regulatorischen Proteine Slob und dSlip (Xia et
al., 1998b; Schopperle et al., 1998) sowie die Proteinkinase Src und die katalytische
Untereinheit der Proteinkinase A (Wang et al., 1999; Zhou et al., 2002). Neben den
Untereinheiten B1 - f4 (Knaus et al., 1994; Wallner et al., 1999b; Xia et al., 1999;
Brenner et al., 2000b; Meera et al., 2000; Uebele et al., 2000; Weiger et al., 2000) sind
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jedoch bis zum Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit keine Interaktionspartner des
BK-Kanals von Sdugetieren beschrieben worden. In der vorliegenden Arbeit wird ein
neu entdecktes Protein charakterisiert, das BKAP (BK-assoziiertes Protein) genannt
wurde, da es mit dem C-Terminus der o-Untereinheit des BK-Kanals der Ratte

interagiert.

4.1 Charakterisierung von BKAP

BKAP wird im Rahmen dieser Arbeit erstmals beschrieben. Zunéchst stellt sich die
Frage, ob die vollstindige kodierende Sequenz von BKAP kloniert wurde. Die folgen-
den Punkte sprechen dafiir, da3 das vorgeschlagene Methionin tatsédchlich den Start-
punkt der Translation darstellt:

e ESTs der Maus, die mit BKAP iibereinstimmen und sich weiter in den
5’-Bereich erstrecken als die aus der cDNA-Bibliothek isolierten Klone, weisen
ein Stopkodon auf, wenn der Leserahmen vom vorgeschlagenen Start-Methionin
aus stromaufwirts fortgesetzt wird (Abb. 1).

e In Saugetierzellen iiberexprimiertes BKAP und das native Protein aus dem
Gehirn der Ratte, das mit einem affinitidtsgereinigten Antikérper gegen BKAP
detektiert wurde, besitzen ein iibereinstimmendes apparentes Molekulargewicht
in der SDS-Gelelektrophorese (Abb. 23). Dies deutet darauf hin, daf das native
Protein genauso viele oder nicht wesentlich mehr Aminosduren umfafit als die
klonierte BKAP-Sequenz.

e Aus den Sequenzdaten des humanen Genoms wurde die Existenz eines Proteins
vorhergesagt, das mit BKAP bis auf eine Aminosiure identisch ist (,,hssDP2).

Neben BKAP wurden aus dem humanen Genom zwei weitere, dhnliche Proteine
abgeleitet (NCBI-Datenbank, Castro und Nagarajan, unpubliziert). Eines davon, ssDP
(sequence-specific single-stranded-DNA-binding protein), wurde bei der Suche nach
Faktoren, die ein CT-reiches Element im Promotor des Kollagen-Gens binden, aus dem
Hithnerembryo kloniert (Bayarsaihan et al., 1998). Rekombinantes ssDP war in der
Lage, mit einem einzelstrdngigen Oligonukleotid aus Pyrimidinbasen in vitro zu inter-
agieren (Bayarsaihan ef al., 1998). Zur Funktion des ssDP der Ratte (Raval-Fernandes
et al., 1999), dessen Aminosduresequenz zu 81 % mit BKAP identisch ist (Abb. 4),

liegen bisher keine weiteren Informationen vor.



92 Diskussion

Proteininteraktionen werden oft von modulartigen, in einer Vielzahl von Proteinen
vorkommenden Dominen vermittelt, die unabhidngig vom Rest des Proteins ihre
korrekte Konformation einnehmen und fiir deren Bindungspartner eine Konsensus-
Peptidsequenz definiert werden kann (Pawson, 1995). Die Spezifitdt der Bindung wird
meist durch die das Konsensusmotiv flankierenden Regionen in den potentiellen Inter-
aktionspartnern bestimmt (Pawson, 1995; Dalgarno et al., 1998). In der Aminosiure-
Sequenz von BKAP befinden sich drei prolinreiche Motive mit mehreren aufeinander-
folgenden ,,PXXP*“-Sequenzen (Abb. 2), die eine linksgingige Polyprolin-Helix ausbil-
den und typische Bindungsmotive fiir SH3 (,,Src homology 3“)-Doménen darstellen
(Pawson und Scott, 1997; Dalgarno et al., 1998). SH3-Doménen sind weit verbreitete
und gut charakterisierte Interaktionsmodule, die zuerst in Tyrosinkinasen der Src-
Familie identifiziert wurden und 55 - 70 Aminoséduren umfassen (Dalgarno et al., 1998).

Das alternative Spleilen von RNA-Transkripten ist ein in Eukaryonten weit
verbreiteter Mechanismus, um von einem einzigen Gen Proteine mit unterschiedlichen
Eigenschaften zu erzeugen (Breitbart ef al., 1987). Insgesamt konnten sieben Spleil3-
varianten von BKAP im Gehirn der Ratte identifiziert werden (Abb. 3). Zwei der drei
prolinreichen Proteininteraktionsmotive befinden sich in alternativen Exons, so daf3 z.B.
in Neuronen BKAP-Varianten synthetisiert werden, die mit unterschiedlichen Kombina-

tionen von Bindungspartnern assoziieren kénnten.

Die in situ-Hybridisierung 148t erkennen, daBl das BKAP-Transkript im Gehirn der
adulten Ratte weit verbreitet ist. Eine starke Expression von BKAP ist z.B. in Cortex,
Hippocampus, Caudate putamen, Habenula und olfaktorischem Bulbus zu beobachten
(3.3.3). Dartiber hinaus wird BKAP auch im peripheren Nervensystem exprimiert, wie
mit RT-PCR auf mRNA aus Neuronen der oberen Zervikalganglien (SCG-Neuronen)
gezeigt wurde (Abb. 8B). Das BKAP-Transkript hat eine Linge von ca. 1,8 kb und
kommt in allen Geweben vor, die im Northern Blot untersucht wurden. Das Expres-
sionsniveau variiert jedoch auBerordentlich und liegt am hochsten in Testis und im
Gehirn, und am niedrigsten in Milz und Leber (Abb. 7).

Die Expression von ssDP wurde bislang nicht systematisch untersucht und nur in
GroBhirn, Hirnstamm und Niere der adulten Maus tiberpriift und nachgewiesen.
Interessanterweise zeigte die Northern-Analyse von ssDP zwei Transkriptbanden bei ca.

2 kb und ca. 3 kb (Raval-Fernandes et al., 1999). Da ssDP aus einer cDNA-Bibliothek
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kloniert worden ist, die aus Cortex der adulten Ratte stammt (Raval-Fernandes et al.,
1999), ist anzunehmen, dal BKAP und ssDP im Gehirn der Ratte gemeinsam

vorkommen.

BKAP-A besteht aus 361 Aminosiduren und besitzt ein apparentes Molekulargewicht
von ca. 44 kDa (Abb. 23), das wahrscheinlich aufgrund der prolinreichen Abschnitte
des Proteins hoher liegt als der berechnete Wert: Prolinreiche Proteine zeigen eine Ver-
schiebung zu hoherem apparentem Molekulargewicht in der SDS-PAGE (Furthmayr
und Timpl, 1971; Harlow und Lane, 1999). Die Western-Analyse des in Sdugetierzellen
(COS-7) tiiberexprimierten BKAP-A zeigt insgesamt drei spezifische Banden im
Abstand von ca. 1 kDa, die wahrscheinlich von posttranslationalen Modifikationen des
Proteins herrithren (Abb. 16C). Da BKAP-A in den Zellen tiberexprimiert wurde, er-
scheint es plausibel, daf} eine endogene Enzymaktivitit nur einen Teil der produzierten
Proteine modifizieren kann.

In transfizierten Sdugetierzellen (COS-7 oder HEK-293) ist BKAP-A, im Einklang mit
seiner Ahnlichkeit zu einem DNA-bindenden Protein, iiberwiegend im Zellkern lokali-
siert. Dartiber hinaus sind BKAP-Signale im Zytoplasma und in COS-7-Zellen auch an
der Plasmamembran zu beobachten (Abb. 17).

BKAP enthélt -ebenso wie ssDP- kein klassisches Kernlokalisierungssignal aus basi-
schen Aminoséduren. Eine solche Signalsequenz kommt jedoch bei weitem nicht in allen
Kernproteinen vor: Abhéngig davon, welchem Kernkompartiment die Proteine zuzuord-
nen sind, identifizierte das Analyseprogramm PSORT solche Kerntransportsignale in
80-86 %, 62 % bzw. 41 % der Proteine (Bickmore und Sutherland, 2002). Es existieren
also weitere, bislang nur unzureichend untersuchte Mechanismen fiir den Kerntransport

von Proteinen.

Das native Protein wurde mit einem affinitdtsgereinigten BKAP-Antikorper untersucht,
der in der I6slichen Fraktion aus dem Rattenhirn eine scharfe und spezifische Bande
detektiert, die der BKAP-A-Bande aus COS-7-Zellen mit dem hochsten apparenten
Molekulargewicht entspricht (Abb. 23). In der I6slichen Fraktion der Membranpripa-
rationen konnen sowohl Proteine aus dem Zytoplasma als auch Proteine aus dem

Nukleoplasma enthalten sein. In Hippocampus-Neuronen markierte der BKAP-Antikor-
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per den Nukleus (Abb. 25). (Auf die Konsequenz dieser Befunde fiir eine mogliche
Interaktion von BKAP mit dem BK-Kanal in vivo wird Kap. 4.2 eingegangen.)

Trotz der Ahnlichkeit von BKAP und ssDP wurde die BKAP-mRNA im Northern Blot
und in der in situ-Hybridisierung spezifisch detektiert. Die DNA-Sequenzen von BKAP
und ssDP sind im Bereich der Northern-Sonde zu mindestens 25 % verschieden (vgl.
3.3.1). Die Berechnung der Schmelztemperatur von DNA-Hybriden nach Anderson und
Young (vgl. 2.2.2.3.2) ergibt, dafl unter den stringenten Waschbedingungen bei 25 %
Sequenzabweichung die Schmelztemperatur um durchschnittlich 17 °C (mindestens
4 °C und hochstens 27 °C) niedriger liegt als die letzte Waschtemperatur des Blots
(65 °C). Fiir die Spezifitdit des BKAP-Northerns spricht auch, daB3 bei der Northern-
Analyse des ssDP-Transkriptes aus Gehirn und Niere der Maus neben einer Bande bei
ca. 2 kb noch eine weitere, intensivere Bande bei ca. 3 kb auftrat (Raval-Fernandes et
al., 1999). Letztere Bande wire im Falle einer Kreuzreaktion der BKAP-Sonde mit
ssDP auch in Abb. 7 zu erwarten, war jedoch auch nach liangerer Belichtung des Films
nicht erkennbar.

Fiir die in situ-Hybridisierung wurden drei verschiedene Oligonukleotidsonden von der
BKAP-cDNA abgeleitet, die identische Resultate lieferten (3.3.3). Im Bereich derjeni-
gen Sonde, die sich in die 3 -untranslatierte Region erstreckt, sind die cDNA-Sequenzen
von BKAP und ssDP zu 59 % verschieden; deshalb ist eine Kreuzreaktion dieser Sonde
mit der ssDP-mRNA nahezu ausgeschlossen.

Aufgrund der Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen der beiden Proteine und weil ssDP
in der Western-Analyse beim gleichen apparenten Molekulargewicht wie BKAP-A
erwartet wird (beide Proteine umfassen 361 Aminosduren), besteht die Moglichkeit, daf3
der BKAP-Antikorper auch ssDP erkennen konnte.

Die in Kap. 3.7 gezeigten Ergebnisse haben auch dann Bestand, wenn der verwendete
Antikorper mit ssDP kreuzreagieren sollte. Die Interpretation der Daten und die im
ndchsten Kapitel gezogenen Schluflfolgerungen wiirden nur dann beriihrt, wenn BKAP
wesentlich niedriger exprimiert wére als ssDP, und demzufolge die Ergebnisse der
Membranpriparationen (Abb. 23) und der Immunzytochemie (Abb. 25) ausschlieBlich
die subzelluldre Lokalisierung von ssDP widerspiegelten. Die Experimente mit BKAP-
transfizierten COS-7-Zellen zeigen jedoch, daB3 der gereinigte Antikérper BKAP mit

hoher Sensitivitdt und Spezifitit erkennt, und zwar sowohl im Western Blot als auch in
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der Immunfluoreszenz (Abb. 22). Aus der in situ-Hybridisierung geht hervor, dal3
BKAP in fast allen Regionen des Gehirns der adulten Ratte exprimiert wird (Abb. 9).
Dies spricht fiir die Annahme, daf3 das Protein in den Proben, die der biochemischen
Fraktionierung des adulten Rattenhirnes entstammen, in einer Konzentration vorliegen
sollte, die ausreicht, um es im Western Blot mit dem BKAP-Antikérper nachzuweisen.
Auch das im Gehirn insgesamt hohe Expressionsniveau der BKAP-mRNA, das im
Northern Blot erkennbar ist (Abb. 7), deutet darauf hin, dal BKAP im Gehirn ein hdufig
vorkommendes Protein sein diirfte.

Die in situ-Hybridisierung zeigt eine relativ starke Expression von BKAP in den
Neuronen des Hippocampus (Abb. 10). (Allerdings ist eine Korrelation zwischen der
Menge an Transkript und der Menge an Protein in der Zelle nicht immer gegeben.) In
transfizierten Sdugetierzellen wurde die iberwiegende Menge des BKAP, mit oder ohne
angefiigtes Myc-Epitop, spezifisch im Nukleus nachgewiesen. Daher erscheint es
plausibel, daB es sich bei dem Protein, das der BKAP-Antikérper im Nukleus der
Hippocampus-Neuronen erkennt (Abb. 25), vollstindig oder zum Teil um endogenes
BKAP handelt.

Um die Frage einer moglichem Kreuzreaktion des gereinigten BKAP-Antikorpers mit
ssDP experimentell zu kldren, soll der Antikorper gegeniiber ssDP-transfizierten
COS-7-Zellen im Western Blot und in der Immunfluoreszenz charakterisiert werden,
sobald die ssDP-cDNA zur Verfiigung steht. Die Ergebnisse dieser Experimente konnen

aus Termingriinden nicht mehr in die vorliegende Arbeit aufgenommen werden.

4.2 Interaktion von BKAP mit dem BK-Kanal

BKAP wurde mit dem Zwei-Hybrid-System in der Hefe als potentieller Interaktions-
partner des BK-Kanals identifiziert (3.1.1). BKAP hat zwar Ahnlichkeit mit einem
DNA-bindenden Protein; die Moglichkeit, dal BKAP aufgrund eventueller DNA-
Bindungseigenschaften ein falsch positives Ergebnis im Zwei-Hybrid-System zeigen
konnte, ist jedoch aufgrund der durchgefiihrten Kontrollexperimente auszuschlieBen
(3.2.1). BKAP-A1 und -B1 wurden zusammen mit dem leeren Vektor pLexN getestet
und es wurde gezeigt, dal BKAP das BK-Fragment als Interaktionspartner benétigt, um
die Transkription der Reportergene zu starten.

Mit dem Zwei-Hybrid-System gewonnene Ergebnisse sollten, um als aussagekriftig zu

gelten, mit einer weiteren, unabhingigen Methode verifiziert werden (Brent und Finley,



96 Diskussion

1997, Wyszynski und Sheng, 1999). Die Filter Overlay-Methode (Li et al., 1992;
Wyszynski und Sheng, 1999) ist offenbar nicht geeignet, um eine Interaktion zwischen
BKAP und BK nachzuweisen (3.3.1). Es ist ohne weiteres vorstellbar, dal durch die
Bindung eines Partners an die Membran die Interaktionsdoméne unzuginglich wird,
oder daf} die korrekte Faltung der Proteine auf der Membran unmdoglich ist.

Die GST-Kosedimentationsexperimente mit rekombinanten Proteinen bestétigen, daf3
BKAP mit verschieden langen C-terminalen Konstrukten des BK assoziiert (3.3.2). Die
Interaktionsdomine wurde auf 76 Aminosduren im duflersten C-Terminus des Kanal-
proteins eingeschriankt (3.3.3). Es konnten drei Transkripte des BK-Kanals aus dem
Gehirn der Ratte isoliert werden, die verschiedene C-terminale Enden aufwiesen
(S. Hillsemann, 1998); daher stellt sich die interessante Frage, ob jede dieser BK-
Varianten in der Lage ist, mit BKAP zu interagieren.

Prolinreiche Sequenzen in K,1.5, die eine groBe Ahnlichkeit zu den entsprechenden
Interaktionsmotiven in der BKAP-Sequenz aufweisen, sind fiir die Assoziation des
Kaliumkanals mit der SH3-Domine der Src-Kinase verantwortlich (Holmes et al.,
1996). BK enthilt jedoch keine Sequenzabschnitte, die Ahnlichkeit mit einer SH3-
Doméne (oder einer anderen bekannten Proteininteraktionsdoméne) aufweisen, wie die
Analyse der Aminosduresequenz der von uns verwendeten BK-Spleiflvariante mit zwei
verschiedenen Programmen ergab: dem ,,CDART“-Werkzeug (conserved domain
architecture retrieval tool) in der NCBI-Datenbank und der Profilsuche in der
»Prosite“-Datenbank (Falquet ef al., 2002). Daher sollten die prolinreichen Proteininter-
aktionsmotive von BKAP keine Rolle fiir die Assoziation mit BK spielen. Eines dieser
Motive befindet sich in einem alternativen Exon, von dem gezeigt wurde, dal es nicht
an der Bindung der BK-Fragmente beteiligt ist (vgl. Abb. 2, Abb. 5 und Abb. 12; auch
beziiglich der Stirke der Interaktion wurde kein Unterschied zwischen den Splei-
varianten BKAP-A und BKAP-B beobachtet). Die Verkiirzung von BKAP am
N-Terminus um 115 Aminoséduren belieB die anderen beiden Motive intakt und fiihrte
dennoch zum vollstdindigen Verlust der Interaktion im Zwei-Hybrid-System (Abb. 6A).
Auch diese Motive sind folglich nicht an der Bindung des BK-Konstruktes beteiligt
oder allein nicht ausreichend fiir eine detektierbare Wechselwirkung. Folglich steht
mindestens eine, wahrscheinlich aber alle drei, der prolinreichen Bindungstellen in

BKAP-A fiir die Interaktion mit bislang unbekannten Partnern zur Verfiigung.



Diskussion 97

Die Interaktionsstudien mit rekombinanten Proteinen (Kap. 3.4.2 und 3.4.3) bestétigen
also die Ergebnisse aus dem Hefesystem und zeigen, dal BKAP mit C-terminalen
Fragmenten des BK-Kanals in vitro interagiert. Dariiber hinaus stellen sie klar, daf3 die
Interaktion zwischen BKAP und BK direkt, d.h. ohne ein drittes, verbriickendes Protein

stattfinden kann.

Die Interaktion zweier Proteine unter physiologischen Bedingungen setzt selbst-
verstdndlich voraus, dal sie in ein und derselben Zelle im gleichen Entwicklungs-
stadium exprimiert werden. Daher soll zunichst die Verteilung der Transkripte von BK
und BKAP im Gewebe der adulten Ratte verglichen werden.

Die in situ-Hybridisierung fiir den BK-Kanal im Gehirn der Ratte (3.3.3) zeigt in
Ubereinstimmung mit den publizierten Ergebnissen der in situ-Hybridisierung und der
Immunhistochemie (Chang et al., 1997; Knaus et al., 1996) eine starke Expression des
BK z.B. in Cortex, Hippocampus, Habenula, Caudate putamen, olfaktorischem Bulbus,
Teilen des Thalamus und in den Purkinjezellen des Kleinhirns, wo auch BKAP expri-
miert wird (Abb. 9). Der BK-Kanal wird ebenfalls gemeinsam mit BKAP in Neuronen
aus den oberen Zervikalganglien exprimiert, wie in dieser Arbeit mittels RT-PCR
(Abb. 8B) sowie mit elektrophysiologischen und pharmakologischen Methoden (Smart
et al., 1987; Davies et al., 1996) nachgewiesen wurde.

BK wird im Gehirn sehr stark exprimiert und ist zudem, ebenso wie BKAP, in nicht-
neuronalem Gewebe weit verbreitet. Die Northern-Analyse liel sowohl fiir BK (Tseng-
Crank et al., 1994) als auch fir BKAP (Abb. 7) ein mittleres bis hohes Expressions-
niveau in Skelettmuskel und Niere erkennen. In Testis, wo groB3e Mengen des BKAP-
Transkriptes detektiert wurden (Abb. 7), wurde BK ebenfalls nachgewiesen (Chang et
al., 1997; Wu et al., 1998). Herz und Lunge lieferten ein intensives BKAP-Signal
(Abb. 7), in diesen Geweben kommt jedoch nur wenig BK-mRNA vor (Tseng-Crank et
al., 1994; Chang et al., 1997). (In einer anderen Studie wurde gar kein BK-Transkript
im Herz detektiert; Wallner ez al., 1995). Wihrend in der Milz BKAP sehr schwach und
BK relativ stark exprimiert ist, kommen in der Leber beide Transkripte in geringen
Mengen vor (Abb. 7; Tseng-Crank et al., 1994).

Es bleibt festzuhalten, dal BKAP und BK in Neuronen des zentralen und peripheren
Nervensystems sowie in den meisten der untersuchten nicht-neuronalen Gewebe

koexprimiert werden. Die bemerkenswerte Ahnlichkeit der Expressionsmuster von
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BKAP und BK deutet darauf hin, dal3 die beiden Proteine funktionell zusammenwirken
konnten. Ferner kommt BKAP in einigen, wenn auch wenigen Gehirnregionen bzw.
Neuronen vor, in denen BK nicht exprimiert wird, z.B. den Kérnerzellen im Cerebellum
(Abb. 10). Daher sollte die physiologische Funktion dieses Proteins nicht zwingend an
die Interaktion mit der a-Untereinheit des BK gekoppelt sein, wie im Falle einer

,.klassischen® Untereinheit eines Ionenkanals zu erwarten wére.

Wenn BKAP ein Interaktionspartner des BK in vivo ist, dann ist zu erwarten, da3 das
Protein gleichermaflen mit dem gesamten lonenkanal wie mit den C-terminalen
Kanalfragmenten interagiert. Unter Bedingungen, die nahezu identisch mit den Ko-
sedimentationen der bakteriell exprimierten BK-Konstrukte mit BKAP (3.3.2 und 3.3.3)
waren, wurde jedoch keine Kosedimentation des vollstindigen, in COS-7-Zellen expri-
mierten Kanalproteins mit BKAP beobachtet (Abb. 21). Hierfiir kommen verschiedene
Ursachen in Betracht:

e BK konnte in den heterologen Zellen posttranslational modifiziert und so in
einen Zustand tiberfiihrt werden, in dem die Bindung von BKAP ,,abgeschaltet™
ist. Die Regulation von Proteininteraktionen durch Phosphorylierung ist weit
verbreitet und findet beispielsweise bei den Bindungspartnern von SH2-
Doménen (Pawson, 1995) und Proteinen der 14-3-3-Familie statt (Muslin ef al.,
1996; Zhou et al., 1999). (Allerdings scheint die typische Situation zu sein,
daB -wie in den genannten Fillen- die Interaktion mittels Phosphorylierung
aktiviert wird.) Innerhalb der Region, die fiir die Bindung von BKAP verant-
wortlich ist (Abb. 15), wurden funktionell relevante Phosphorylierungsstellen
sowohl der Proteinkinase G (Alioua et al., 1998; Fukao ef al., 1999) als auch der
Proteinkinase C (Zhou et al., 2001) nachgewiesen. Eine solche Modifikation von
BK konnte Bestandteil eines regulatorischen Mechanismus sein, der in vivo die
Bindung von BKAP an den Ionenkanal signalabhéngig steuert.

e Ein endogenes Protein der COS-7-Zellen konnte mit BKAP um die Interaktions-
domine am BK-Kanal konkurrieren. Da BK in diesen Zellen iiberexprimiert
wird, miiite der hypothetische endogene Interaktionspartner sehr stark expri-
miert werden, um die Mehrzahl der Bindungsstellen abzusittigen.

e Die Tetramerisierung der a-Untereinheiten des BK-Kanals (Quirk und Reinhart,

2001) oder regulatorische Sequenzen innerhalb jeder einzelnen a-Untereinheit
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(N-terminal zum Konstrukt BK11A, Abb. 12) konnten die Interaktion mit
BKAP verhindern. Eine Konkurrenz von intermolekularen und intramolekularen
Wechselwirkungen spielt z.B. beim Aktivierungsmechanismus der Src-Kinase
eine wichtige Rolle (Pawson und Scott, 1997) und wurde in &hnlicher Weise bei
der Interaktion des Adapterproteins SAP97 mit seinem Bindungspartner GKAP
beobachtet (Wu et al., 2000).

Um eine physikalische Interaktion in vivo eingehen zu konnen, miissen die beiden
potentiellen Bindungspartner nicht nur gemeinsam exprimiert werden, sondern auch im
gleichen Kompartiment der Zelle lokalisiert sein. Neben dem intensiven Kernsignal
von BKAP in COS-7-Zellen wurde auch eine Kolokalisierung des Proteins mit dem
BK-Kanal an der Plasmamembran beobachtet (Abb. 17). In Hippocampus-Neuronen
wurde BKAP jedoch nur im Zellkern und nicht an der Membran detektiert (Abb. 25).
Zudem war BKAP zwar in der 16slichen Fraktion aus dem Gehirn der Ratte, jedoch
nicht in der Membranfraktion zusammen mit dem BK-Kanal nachweisbar (Abb. 23
und 24). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, da3 BKAP normalerweise eine Funktion
im Nukleus von Neuronen ausiibt, und werfen die Frage auf, unter welchen Bedingun-
gen eine Interaktion von BKAP mit dem BK-Kanal in vivo stattfinden konnte. Zwei

mogliche Erklarungsansitze werden in diesem und im nichsten Kapitel dargelegt.

Die subzelluldre Lokalisierung von BKAP konnte einem unbekannten regulatorischen
Mechanismus unterliegen, der unter bestimmten Bedingungen, abhidngig z.B. von dem
neuronalen Zelltyp, dem Entwicklungsstadium oder zelluldren Signalwegen, eine funk-
tionelle Interaktion des Proteins mit dem membranstdndigen BK-Kanal erlaubt. Daher
konnte ein so geringer Anteil der gesamten BKAP-Proteinmenge im Gehirn an der
Plasmamembran lokalisiert sein, dafl die Nachweisgrenze der Western-Analyse nicht
erreicht wurde. In den Hippocampus-Neuronen war allerdings auch dann, wenn die
Detektion des Fluoreszenzsignals im Bereich des Zellkerns stark {iberséttigt war, kein
BKAP-Signal an der Plasmamembran erkennbar, sondern nur schwache intrazelluldre
Signale (3.7.4). In diesen Neuronen, die 2 Tage in Kultur gehalten worden waren,
konnte die Lokalisierung von BKAP entwicklungsabhingig reguliert sein, sodal3 das
Protein moglicherweise erst in einem spéteren Stadium an der Membran vorkommt. In

proliferierenden Zellen konnte die Interaktion von BKAP mit BK vom Zellzyklus
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abhédngen, da wihrend der Mitose die Kernmembran aufgelost wird und Kernproteine
somit ins Zytosol gelangen.

Die bisherigen Ergebnisse schliefen also nicht aus, dal BKAP neben einer Funktion im
Zellkern unter besonderen Bedingungen eine physiologische Funktion an der Plasma-
membran ausiiben konnte, indem es direkt mit dem BK-Kanal interagiert. Seit einigen
Jahren sind Beispiele fiir Proteine bekannt, die sowohl Aufgaben im Nukleus erfiillen,
als auch in vivo mit Membranproteinen, speziell auch mit Kaliumkanélen, assoziieren.
So wurde z.B. von drei Arbeitsgruppen unabhingig voneinander eine Interaktion des
Transkriptionsfaktors ATF4/CREB2 mit dem GABAg-Rezeptor beschrieben (White et
al., 2000; Nehring et al., 2000; Vernon et al., 2001). ATF4 wurde in Neuronen aus dem
Cortex und dem Hippocampus der Ratte sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma
und in den Dendriten nachgewiesen, wo das Protein mir dem GABAg-Rezeptor koloka-
lisiert ist. Baclofen, ein Agonist des GABAg-Rezeptors, beeinflullit die subzelluldre
Lokalisierung von ATF4 in neuronalen Zellkulturen, wobei in Cortex- und Hippo-
campus-Neuronen ein gegensitzlicher Effekt (verstirkte bzw. verminderte Kern-
lokalisierung von ATF4 nach der Behandlung der Zellen mit Baclofen) beobachtet
wurde (White ef al., 2000; Vernon et al., 2001).

KChAP (,K' channel-associated protein®) interagiert mit den spannungsabhingigen
Kaliumkanélen K,1.3, K,2.1 und K,4.3 und erhoht die Expression funktioneller Kanile
an der Plasmamembran sowie die Gesamtmenge der Kanalproteine in heterologen
Expressionssystemen (Xenopus-Oozyten und L-Zellen der Maus; Wible et al., 1998;
Kuryshev et al., 2000). Daher wurde vorgeschlagen, dal KChAP ein Chaperon fiir diese
Kaliumkanéle darstellen konnte. Das heterolog exprimierte Protein wurde mittels
Immunfluoreszenz liberwiegend im Zellkern und auflerdem im Zytoplasma, aber nicht
an der Membran nachgewiesen (Wible et al., 1998; Kuryshev et al., 2000). KChAP
gehort zur PIAS (,,protein inhibitor of activated STAT*)-Genfamilie und ist bis auf eine
zusédtzliche Kassette von 35 Aminosduren mit PIAS3 identisch, das mit dem aktivierten
STAT3-Protein assoziiert und die Bindung von STAT3 an DNA und die Aktivierung
der Transkription verhindert (Chung et al., 1997; Kuryshev et al., 2000). Endogenes
PIAS3 ist in humanen Zellinien sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert,
wo es mit dem Kernprotein Gfi-1 interagieren kann, wodurch der inhibitorische Effekt
von PIAS3 auf die STAT3-abhidngige Transkription aufgehoben wird (Rodel et al.,
2000).
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Kiirzlich wurde zudem eine Familie von Ca®’-bindenden Proteinen, die sog. KChIPs
(,,Ky channel-interacting proteins®) beschrieben, die mit den o-Untereinheiten der
K,4-Kanéle assoziieren und die Kanalfunktion modulieren (An et al., 2000). KChIP3
interagiert auferdem mit einer C-terminalen Doméne des Membranproteins Presenilin,
die eine Rolle in der Apoptose spielt (Buxbaum et al., 1998), und wurde als DREAM
(,,DRE-antagonist modulator®) bezeichnet, da das Protein in Ca**-abhingiger Weise an
bestimmte regulatorische DNA-Sequenzen binden und die Transkription regulieren
kann (Carrion et al., 1999; Spreafico et al., 2001). In transfizierten Sdugetierzellen
(HEK-293) ist KChIP3 diffus verteilt und wurde nur in Gegenwart des Interaktions-
partners K\4.3 an der Plasmamembran beobachtet. KChIP3 wird in den HEK-Zellen
palmitoyliert, und die Mutation von zwei Cysteinresten verhindert sowohl die Palmi-
toylierung des Proteins als auch dessen Lokalisierung an der Plasmamembran
(Takimoto et al., 2002). Die Acylierung/Deacylierung stellt daher einen moglichen
Mechanismus dar, um die subzelluldre Lokalisierung von KChIP3 zu regulieren, und so
dessen Funktionen in verschiedenen Kompartimenten der Zelle zu steuern.

Dariiber hinaus sind Proteine bekannt, die sowohl an Synapsen als auch im Nukleus von
Neuronen lokalisiert sein konnen, wie CASK (Hsueh et al., 2000) und BEGAIN (Yao et
al., 2002).

Die genannten Beispiele unterstreichen, dall ein und dasselbe Protein unterschiedliche
und zunéchst widerspriichlich erscheinende Funktionen in verschiedenen Komparti-

menten haben kann. Dies konnte auch fiir BKAP zutreffen.

4.3 Hat der C-Terminus des BK-Kanals eine regulatorische
Funktion im Zellkern?

Der C-Terminus des BK-Kanals enthdlt zwei potentielle Kerntransportsignale
(Abb. 26A). Diese Beobachtung fiihrte zu einer anderen Hypothese, die den scheinbaren
Widerspruch auflésen konnte, der zwischen der Interaktion von BKAP mit BK in vitro
und der beoachteten Lokalisierung von BKAP in Neuronen besteht: Die intrazellulédre
Doméne des BK-Kanals konnte unter definierten physiologischen Bedingungen proteo-
lytisch gespalten und das C-terminale Fragment in den Nukleus transportiert werden,
wo es regulatorische Funktionen ausiiben konnte, z.B. indem es mit BKAP interagiert.
Diese Hypothese wird von einigen Literaturdaten zum BK-Kanal und ersten gezielten

Experimenten (Kap. 3.8) gestiitzt, worauf im folgenden noch eingegangen wird.
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Die Idee, daB3 ein proteolytisches Fragment eines Membranproteins eine regulatorische
Funktion im Zellkern ausiiben konnte, ist keineswegs grundsétzlich neu. Dieses Prinzip
der Signaliibertragung von der Plasmamembran in den Nukleus wurde in der Literatur
bereits im Zusammenhang mit einer Reihe von Membranproteinen, jedoch bislang
keinem Ionenkanal, beschrieben (Ebinu und Yankner, 2002). Das am besten untersuchte
Beispiel ist zweifellos der Rezeptor Notch, der eine Schliisselrolle in der Zelldiffe-
renzierung spielt (Chan und Jan, 1998). Die Aktivierung des Rezeptors fithrt dazu, daf3
die intrazelluldre Domine durch Proteolyse freigesetzt wird, mit regulatorischen Protei-
nen im Nukleus assoziiert und die Transkription bestimmter Gene auslést (Chan und
Jan, 1998). In dhnlicher Weise wird der intrazelluldre Teil des Transmembranproteins
APP (,,amyloid precursor protein®) proteolytisch abgespalten und bildet im Zellkern
einen Proteinkomplex mit einem Adapterprotein und einer Histon-Acetyltransferase, der
die Transkription stimulieren kann (Cupers et al., 2001; Cao und Siidhof, 2001). Auch
die Rezeptor-Tyrosinkinase ErbB-4 wird proteolytisch prozessiert, und ein intrazelluli-
res Fragment, das ein potentielles Kernlokalisierungssignal enthélt, gelangt in den

Nukleus (Ni et al., 2001).

Die erste Voraussetzung fiir die Giiltigkeit der Hypothese ist, daB3 in der Zelle eine
Protease existiert, die die Abspaltung eines definierten BK-Fragments katalysiert. Dafiir
gibt es in der Literatur Hinweise: Bei der Reinigung der a-Untereinheit des BK aus
glatter Muskulatur des Rindes wurde das Protein bei einem bestimmten chromato-
grafischen Schritt stets in ein Hauptfragment von ca. 65 kDa und ein C-terminales
Fragment von ca. 48 kDa gespalten (Kaus et al., 1995). Ein C-terminales BK-Fragment
wurde zudem mit zwei unabhidngigen Antikorpern in der Western-Analyse von Uterus-
gewebe der Maus nachgewiesen (Benkusky et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit
wurde eine Membranpréparation aus dem Rattenhirn mit einem Antikorper gegen ein
Epitop im C-Terminus des BK analysiert und eine Bande von ca. 57 kDa detektiert, die
in der 16slichen Fraktion zusammen mit BKAP angereichert war (Abb. 23 und 24); das
berechnete Molekulargewicht eines BK-Fragments vom ersten Kernlokalisierungssignal
bis zum &dullersten C-Terminus betrdgt 56,2 kDa. (Die Abweichung des apparenten
Molekulargewichts von der Literaturangabe ist unproblematisch, da zum einen die
experimentelle Bestimmung dieses Werts zwangsldufig ungenau ist und zum anderen

gewebebedingte Unterschiede in Betracht kommen.) Die Identitdt dieses potentiellen
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BK-Fragments im Gehirn der Ratte sollte jedoch mit mindestens einem weiteren
Antikorper oder besser durch Aminosduresequenzierung bestétigt werden. Weiterhin
bleibt zu kldaren, ob die Proteolyse von BK tatsdchlich in einer lebenden Zelle
stattfinden kann.

Die zweite Voraussetzung fiir die Giiltigkeit der Hypothese ist, dal der Transport eines
proteolytisch abgespaltenen BK-Fragmentes in den Zellkern erfolgen kann. Wie in Kap.
3.8.1 gezeigt wird, enthélt der C-Terminus des BK ein basisches Motiv, dal dem klassi-
schen Kernlokalisierungssignal im SV40 T-Antigen (Kalderon et al., 1984) stark &hnelt
(Abb. 26A), und die weitgehende Lokalisierung eines entsprechenden BK-Fragments
im Nukleus von COS-7-Zellen bewirkt (Abb. 27). Das Kontrollfragment ohne Kern-
lokalisierungssignale zeigte hingegen ein diffuses Verteilungsmuster in der gesamten
Zelle, in Ubereinstimmung damit, daB Proteine zwischen 40 und 60 kDa noch -wenn
auch verlangsamt- durch die Kernporen diffundieren kénnen (Gorlich und Mattaj, 1996;
Nigg, 1997). Einmal abgespalten, kann der C-Terminus des BK also in den Zellkern
gelangen. Koexpression von BKAP fithrte dazu, da3 das BK-Fragment noch stirker im
Nukleus akkumuliert wurde (Abb. 27), ein Indiz dafiir, da3 die beiden Proteine im
Nukleus physikalisch interagieren konnten. Andere Methoden wie z.B. FRET (fluores-
cence resonance energy transfer) sind geeignet, eine Interaktion von BKAP mit den
BK-Fragmenten im heterologen System direkt zu zeigen.

Interessanterweise weist ein weiterer Kaliumkanal, Ether-a-go-go oder Eag (Briigge-
mann et al., 1993), im intrazelluldren C-Terminus ein Kerntransportsignal auf, das sich
in Studien an heterologen Zellen als funktionell erwiesen hat (L. Pardo, personliche
Mitteilung). Eag beeinfluflt die Zellproliferation und weist ein onkogenes Potential auf
(Pardo et al., 1999); die molekularen Grundlagen dieses Phdnomens sind aber weit-
gehend unbekannt. Es gibt also Hinweise darauf, daB3 die intrazelluliren Dominen
verschiedener lonenkanile direkt an der Kommunikation zwischen Plasmamembran
und Nukleus beteiligt sein konnten. Die Aufkldrung eines solchen Mechanismus hétte

grundsitzliche Bedeutung fiir das Verstdndnis der Signaliibertragung in der Zelle.
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5 Zusammenfassung

Fiir das Verstindnis der physiologischen Funktionen von Ionenkanidlen ist es von
grundlegender Bedeutung, die Identitidt und die Funktion der Proteine zu kennen, die
mit dem lonenkanal physikalisch interagieren. In dieser Arbeit wird ein neu entdecktes
Protein charakterisiert, das mit dem intrazelluliren C-Terminus des Ca*"- und span-
nungsabhingigen Kaliumkanals (BK-Kanal) der Ratte im Hefe-Zwei-Hybrid-System
interagiert, und daher BK-assoziiertes Protein (BKAP) genannt wurde.
Interaktionsstudien mit rekombinanten Proteinen bestdtigen, dal BKAP direkt und
spezifisch an C-terminale Fragmente des BK-Kanals bindet. Die Position der Inter-
aktionsdomine wurde auf die 76 C-terminalen Aminosduren des Kanalproteins einge-
schrénkt.

BKAP-mRNA wird in allen untersuchten Geweben, besonders stark in Testis und
Gehirn, exprimiert. Die Expressionsmuster von BKAP und BK im Gehirn der adulten
Ratte zeigen eine bemerkenswerte Ahnlichkeit. BKAP-Transkripte kommen in minde-
stens 7 Spleilvarianten im Gehirn der Ratte vor. Die Variante BKAP-A besteht aus
361 Aminoséduren, und das transient in Sdugetierzellen (COS-7) exprimierte Protein hat
ein apparentes Molekulargewicht von 44 kDa, tibereinstimmend mit BKAP aus dem
Gehirn der Ratte.

In COS-7-Zellen iiberexprimiertes BKAP-A befindet sich tiberwiegend im Nukleus,
aber auch an der Plasmamembran, wo es mit dem BK-Kanal kolokalisiert ist. In Hippo-
campus-Neuronen wurde BKAP jedoch nur im Nukleus, aber nicht an der Plasma-
membran detektiert, und in der Membranfraktion aus dem Gehirn der Ratte, in der der
BK-Kanal stark angereichert ist, war BKAP nicht nachweisbar. Diese Beobachtungen
stehen im Einklang mit der Ahnlichkeit der Aminoséuresequenz von BKAP zu einem
Einzelstrang-DNA bindenden Protein (ssDP), sind jedoch unerwartet im Hinblick auf
die Interaktion des Proteins mit dem BK-Kanal.

Im C-Terminus des BK-Kanals befindet sich ein klassisches Kerntransportsignal, das in
Sdugetierzellen (COS-7) funktionell ist. In Gegenwart von koexprimiertem BKAP-A
werden C-terminale BK-Fragmente verstdarkt im Nukleus der COS-7-Zellen akkumu-
liert. Die Hypothese, da3 der C-Terminus des BK-Kanals in vivo proteolytisch abge-
spalten werden konnte und gemeinsam mit BKAP eine regulatorische Funktion im

Nukleus ausiiben kénnte, wird diskutiert.
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Anhang

Il Anhang

Il.I Oligonukleotide

Nr. Sequenz (5'— 3") Ziel- Verwen-
sequenz dung
233 GGCAGCAAACGGTCCACAGGTACTTGAGAG | BK ISH
TCCGCCAGAGCAAGATGATG
234 CATCATCTTGCTCTGGCGGACTCTCAAGTAC | BK-Kontr. | ISH
CTGTGGACCGTTTGCTGCC
402 GTGTCTGCGGAGTGCTGT BK RT-PCR
403 TCCTTCCCTACTGTTTGTGA BK RT-PCR
439 GGGGATCCTCAAAGCCGCTCTTCCTGAAC BK PCR
443 CGGAATTCAATGCACTTCGAGGGGGTTACA | BK PCR
459 GCAGAGCTTCACCATTGAA BKAP-A1 | PCR
507 GTTTACCGATGCCCTTGG pVP16 Seq.
1433 | GGCAAAGGCAAGAGTAACAGC BKAP RT-PCR
1434 | CAGGAAGGGCAGGAGCAAC BKAP RT-PCR
1438 | CCGGAATTCGTGCCACCAGGGTTCTTTCAG | BKAP-A1l | PCR
1439 | CCGGAATTCCCACTGAATGCTTTAGGT BKAP-A1 | PCR
1440 | CCGGAATTCCCTGGGCCTAACAGACCT BKAP-A1 | PCR
1441 | GCCGGATCCTTAGGCTTTTGCTTCGCTCG BKAP-A1 | PCR
1442 | CGCGGATCCTTACATTGCACCTCCATAGTT | BKAP-A1 | PCR
1443 | CGCGGATCCTTAGTCTCCCGAATTGGTTGA | BKAP-A1l | PCR
1455 | CGGGGATCCTGAGGGGACGCGGTAATG BKAP-A1 | PCR
1496 | TAGAAGGCACAGTCGAGG pcDNA3/ | Seq.
Myc-His
1501 | CCGGAATTCCCCTACGAGTTTGAAC BK PCR
1502 | CGCGGATCCTTAGGGATTGGTGATGACGTA | BK PCR
1503 | CGCGAATTCTGTTATGGTGATCTGTTCTG BK PCR
1504 | CGCGGATCCTTAACTGGACGACTGTGAGG | BK PCR
1566 | GGCCGGATCCGGCAAAGGCAAGAGTAA BKAP-A1 | PCR
BKAP-BI
1567 | ACGCGTCGACTCACACACTCATGGTCAT BKAP-A1 | PCR




Anhang

1568 | ACGCGTCGACTCACGGCTGGTTACTCAAGC | BKAP-B1 | PCR
TC

1842 | GCTGACTCACGATGGTTTTCATGAGGGGAC | BKAP ISH
GCGGTAATGGATCAC

1843 | GTGATCCATTACCGCGTCCCCTCATGAAAA | BKAP- ISH
CCATCGTGAGTCAGC Kontr.

1844 | AGTTCCCAGGAGACGCCGAGGAGTAGGGT | BKAP ISH
ATTGAATTGGCATTTG

1845 | TATTCATACACGTAGAGCGCTAACTTCTCCC | BKAP ISH
GGGCCTGGCTGTCG

1847 | GGCGAATTCCACCATGTACGGCAAAGGCAA | BKAP-A1 | PCR
GAGTAACAGC

1848 | CTAGTCTAGACACACTCATGGTCATGCTGG | BKAP-A1 | PCR
GC

1854 | GGCGGATCCACCATGTACGGCAAAGGCAA | BKAP-A1 | PCR
GAGTAACAGC

1873 | TCGAGATGCATTCTAGATACCCTTACGACG pcDNA3-
TGCCCGACTACGCCTGAGGGCC HA

1874 | CTCAGGCGTAGTCGGGCACGTCGTAAGGGT pcDNA3-
ATCTAGAATGCATC HA

1973 | CGCGGATCCACCATGAAGAAATACGGGGG | BK PCR
CTC

1974 | CGCGGATCCACCATGCCCAAAAGAATTAAA | BK PCR
A

1975 | CGCGGATCCACCATGGGCTGCAGGCGGCTT | BK PCR
GA

1976 | CGCGGATCCACCATGCCGAAGCTGATGAGG | BK PCR
CA

1978 | CCGTCTAGAAAGCCGCTCTTCCTGAAC BK PCR

1987 | CTAGTCTAGATCACACACTCATGGTCATG BKAP-A1 | PCR




Anhang

I.Il Ubersicht der verwendeten Konstrukte

BK- Aminosiiuren | Linge | Schema
Konstrukt (von-bis)* (As)

BK10E 395 - 1205 811 Abb. 26
BK-K2 687 - 1205 519 Abb. 26
BK-K1 694 - 1205 512 Abb. 26
BKI11A 725 - 1205 481 Abb. 12 u. 26
BK316 395- 710 316 Abb. 12
BK6B 1049 - 1205 157 Abb. 12
BK6B-1 1130 - 1205 76 Abb. 14
BK6B-2 1049 - 1129 81 Abb. 14
BK6B-3 1087 - 1169 83 Abb. 14

*) a-rSlo: alternatives Exon nur in Spleifistelle D; a-Ende (C-terminale Sequenz

KYVQEERL; Hiilsemann, 1998)

BKAP- Aminosiuren | Linge | Schema
Konstrukt (von-bis)* (As)

BKAP-A 1-361 361 Abb. 1
BKAP-A1 3-361 359 Abb. 1u.6
BKAP-A2 3-266 264 Abb. 6
BKAP-A3 3-196 194 Abb. 6
BKAP-A4 3-90 88 Abb. 6
BKAP-AS 118 - 361 244 Abb. 6
BKAP-A6 199 - 361 163 Abb. 6
BKAP-A7 277 - 361 85 Abb. 6
BKAP-B1 3-331 299 Abb. 1u. 6

*) bezogen auf BKAP-A




Xl Anhang

IL.IIl Der Vektor pcDNA3-HA

In die Xhol- und Apal-Schnittstellen des Expressionsvektors pcDNA3 wurden die
Oligonukleotide 1873 und 1874 eingefiigt (vgl. 2.2.1.1.5), die eine Xbal-Schnittstelle

enthalten und fiir ein HA-Epitop (Aminosiuresequenz grau unterlegt) kodieren.

Hind [l Kpnl Bam H | EcoR | EcoR V Not |

AAGCTTGGETACCEAGCTCEGATCCCTAGTAACGECCECCAGTETGETGEAATTCTECAGATATCCATCACACTGECGGET
BEY st ' : | ; | ; : ' ; ' ; " ; :
TTCGAACCATGGCTCGAGCCTAGGGATCATTGCCGGCGGTCACACGACCTTAAGACGTCTATAGGTAGTGTGACCGCCGE
K L 6 T E L &S L Y T A A SV LETFTCRYP S HWRP

Aho | Abal Apa |

GCTCRAGATECATTCTAGATACCCTTACGACGTECCCRACTACGCCTRAGGECCCTATTCTATA

CGAGCTCTACGTAAGATCTATGGGAATGCTGCACGGGCTGATGCGGACTCCCGGGATAAGATAT
L EMH & RI¥Y B ¥ D VM P O ¥ A

IL.IV Klonierungen

DNA- Herkunft (PCR: In Vektor Schnittstellen

Fragment | Primer s/as)

BKI10E 1973/1978 pcDNA3-HA BamHI/Xbal

BK-K2 1974/1978 pcDNA3-HA BamHI/Xbal

BK-K1 1975/1978 pcDNA3-HA BamHI/Xbal

BKI11A 1976/1978 pcDNA3-HA BamHI/Xbal
pLexN-BK11A* pGEX-4T-1 EcoRI/Sall

BK316 pLexN-BK316* pGEX-4T-1 EcoRI/Sall

BK6B pLexN-BK6B* pVP16 EcoRI/BamHI (Frag.);

EcoRI/BglII (Vektor)

pLexN-BK6B** pSP64 EcoRI/BamHI
pSP64-BK6B** pRSET-A EcoRI/HindIIT
pSP64-BK6B** pGEX-4T-1 EcoRI/Sall
pLexN-BK6B pET32a EcoRI/Sall

BK6B-1 1501/439 pLexN EcoRI/BamHI
pLexN-BK6B-1 pGEX-4T1 EcoRI/Sall
pLexN-BK6B-1 pET32a EcoRI/Sall

BK6B-2 443/1502 pLexN EcoRI/BamHI
pLexN-BK6B-2 pGEX-4T1 EcoRI/Sall
pLexN-BK6B-2 pET32a EcoRI/Sall
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BK6B-3 1503/1504 pLexN EcoRI/BamHI
pLexN-BK6B-3 pGEX-4T1 EcoRI/Sall
pLexN-BK6B-3 pET32a EcoRI/Sall

BKAP-A | 1847/1848 pcDNA3-Myc/His | 8
1854/1987 pcDNA3-Myc/His | BamHI/Xbal

BKAP-A1 | pVP16-BKAP-AT*** | pLexN BamHI/BgllI (Frag.);

BamHI (Vektor)
pVP16-BKAP-A1 pGAD424 BamHI/BglII
1566/1567 pBKS" BamHI/BglII
pBKS'BKAP-A1 pGEX-4T-1 BamHI/Sall
pBKS'BKAP-A1 pET32a BamHI/Sall
pET32-BKAP-A1 pRSET-A BamHI/HindIII

BKAP-A2 | 459/1443 pVP16 EcoRI/BamHI (Frag.);

EcoRI/BglII (Vektor)
459/1443 pLexN EcoRI/BamHI
BKAP-A3 | 459/1442 pVP16 EcoRI/BamHI (Frag.);
EcoRI/BgllI (Vektor)
459/1442 pLexN EcoRI/BamHI
BKAP-A4 | 459/1441 pVP16 EcoRI/BamHI(Frag.);
EcoRI/BglII (Vektor)
459/1441 pLexN EcoRI/BamHI

BKAP-A5 | 1438/1455 pVP16 )

BKAP-A6 | 1439/1455 pVP16 %)

BKAP-A7 | 1440/1455 pVP16 %)

BKAP-B1 | pVP16-BKAP-B1*** | pLexN BamHI/BgllI (Frag.);

BamHI (Vektor)
pVP16-BKAP-B1 pGAD424 BamHI/BglII
1566/1568 pBKS" BamHI/Sall
pBKS"-BKAP-B1 pGEX-4T-1 BamHI/Sall
pBKS'-BKAP-B1 pET32a BamHI/Sall
pET32-BKAP-B1 pRSET-A BamHI/HindIII

pcDNA3-Myc/His

*) Ruppelt, 1997
**) D.Kerschensteiner und M.Stocker, unpubliziert
*#%) Okamoto und Siidhof, 1997




XV Anhang

§) Klonierung von BKAP-A in zwei Schritten in pcDNA3.1/Myc-His, zur Expression

des Proteins mit Myc-Epitop:

EcoRI EcoRI Xbal
T7
l , i 96%bp IQ%bp mye
BamHI HindIII | IApaI 41 106
I 1
BKAP-A

§§) Klonierung der Konstrukte BKAP-AS, -A6 und A7 in zwei Schritten in pVP16:

BamHI/
EcoRI EcoRI Bglll
507
' 1
2 150bp I I
Pstl Xbal 4 ——
, , 5 : M13

BKAP-AS (761 bp)

bzw. -A6 (518 bp)

bzw. -A7 (284 bp)
Il.LV Konzentrationen der Erstantikorper
Antikorper Verwendung | Verdiinnung Endkonzen-
gegen: tration
T7 Western 1:10000 0,1 pg/ml
GST Western 1:1000 0,2 pg/ml
Trx Western 1:2000 - 1:2500 0,4 -0,5 pg/ml
Myc Western 1:250 1,6 pg/ml

IF 1:400 - 1:500 0,8 -1 pg/ml

NeuN IF (Abb. 25) | 1:200 0,5 pg/ml
MAP2 IF (Abb. 25) | 1:300 nicht bekannt
BK Western 1:450 - 1:600 0,5 -0,7 pg/ml
(Chemicon) IF 1:500 0,6 pg/ml




Anhang XV
Antikorper Verwendung | Verdiinnung Endkonzen- | Siehe Kap.:
gegen: tration

BK6B-1 Western 1:3000 nicht bekannt | 2.2.3.6
(Serum) (Abb. 20)

BK6B-1 Western 1:3000* (Abb. 20) | nicht bekannt | 2.2.3.7.1
(GST-gereinigt) 1:2000* (Abb. 21)

BKAP-B1 Western 1:2500 nicht bekannt | 2.2.3.6
(Serum) (Abb. 23A)

BKAP-B1 Western 1:600* nicht bekannt | 2.2.3.7.2
(gereinigt) IF 1:500* (Abb. 22B)

1:250* (Abb. 25)

*) bezogen auf das bei der Reinigung eingesetzte Antiserum
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