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| Einleitung

Die Altersstruktur der Bevolkerung hat sich seit Beginn des 20. Jahrhunderts stark veréndert.
So vervierfachte sich die Zahl der 65-j&hrigen in Deutschland auf nun knapp 13 Mio., die
Zahl der Uber 80-j&hrigen hat sich sogar elffach erhoht. Diese Entwicklung wird sich in der
Zukunft fortsetzen, so dalR aufgrund einer gesteigerten Lebenserwartung der Anteil an alten
Menschen in der Gesamtbevélkerung kontinuierlich zunimmt. Verschiedene Statistiken und
Studien konnten zeigen, dafl mit zunehmendem Alter auch das Risiko fur den Ausbruch von
neurodegenerativen Erkrankungen stetig zunimmt. So steigt die Anzahl der an Demenz
leidenden Menschen in Deutschland von 1,2 % bei den 60-j&hrigen auf bis zu 35 % bei den
uber 90-jahrigen, wobei zwei Drittel dieser Demenzpatienten an der Alzheimer’schen Krank-
heit leiden. Da Demenzerkrankungen durch eine schwerwiegende Beeintrdchtigung der
geistigen Leistungsféhigkeit gekennzeichnet sind, konnen solche Patienten ab einem
bestimmten Stadium nicht mehr ihr tdgliches Leben alleine bewéltigen und sind somit als
Schwerstpflegefalle mit enormen sozialen Problemen und hohen finanziellen Kosten fir die
Familie und die Gesellschaft einzustufen. Aus der stetig ansteigenden Anzahl an betroffenen
Menschen erschliel3t sich die wachsende soziotkonomische Bedeutung der Entwicklung
sowohl einer Pravention als auch einer Therapie dieser Erkrankungen.

In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen Anderungen der Struktur sowie der
Expressionsstarke neuronaler nikotinischer Acetylcholin-Rezeptoren (nAChR) und dem
Ausbruch von schwerwiegenden neurodegenerativen Erkrankungen festgestellt. VVor diesem
Hintergrund wird eine genaue Kenntnis der strukturellen und funktionellen Eigenschaften
dieser Rezeptoren immer wichtiger, um die Entwicklung von selektiv wirkenden Substanzen
fir eine Therapie dieser Erkrankungen zu beschleunigen. Der a7 sowie a6 tragende nAChR
sind viel versprechende Ansatzpunkte fir eine solche Therapie, da eine veranderte Expression
dieser Rezeptoren bei der Entstehung verschiedener nAChR-assoziierter Erkrankungen
beobachtet wurde. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der ektopischen Expression des
neuronalen a6 und a7 nACh-Rezeptors, um das Wissen uber die Pharmakologie dieser
Rezeptoren zu erweitern.

1 Neuronale nikotinische Acetylcholinrezeptoren

Bei Vertebraten kommen nACh-Rezeptoren in neuro-neuronalen Synapsen des zentralen und
peripheren Nervensystems (neuronale nAChR) sowie an der neuromuskuldren Endplatte
(muskulare nAChR) vor.

Diese Rezeptoren sind Liganden-gesteuerte lonenkanéle, die zusammen mit den GABAAa-,
Glycin- und 5-Hydroxy-Tryptamin-3-Rezeptoren zu einer Gen-Superfamilie homologer
Rezeptoren zusammengefalit werden (Karlin und Akabas, 1995). Wéhrend der muskulare Typ
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des nAChR nur an postsynaptischen Membranen lokalisiert ist, kdnnen nACh-Rezeptoren im
Gehirn auch pra-, peri- und extrasynaptisch exprimiert werden, wo sie die Reizweiterleitung
auf verschiedene Weise beeinflussen (Lindstrom, 1997).

1.1 Eigenschaften von nACh-Rezeptoren

Strukturelle Eigenschaften. Biochemische Untersuchungen an nACh-Rezeptoren aus dem
elektrischen Organ des Zitterrochen (Torpedo california) (Galzi und Changeux, 1995) sowie
an neuronalen nACh-Rezeptoren des Hiihnchens (Gallus gallus) (Anand et al., 1991) zeigten,
dal? sowohl neuronale nACh-Rezeptoren als auch der muskuldre nACh-Rezeptor aus fiinf
membrandurchspannenden Untereinheiten aufgebaut sind. Jede Untereinheit verfligt
N-terminal Uber eine groRe hydrophile extrazellulare Doméne gefolgt von vier hydrophoben
Regionen (TM1-TM4, 19 -27 Aminoséuren), die membrandurchspannende a-Helices bilden
und durch hydrophile Bereiche verbunden sind. Dabei ist der hydrophile Bereich zwischen
TM3 und TM4 am l&ngsten und zeigt eine sehr geringen Homologie zwischen den
verschiedenen Untereinheiten (Abb. 1.1). Der C-terminale Bereich einer jeden Untereinheit ist
ca. 20 Aminosduren lang und extrazelluldr lokalisiert. Die grof3e, N-terminale, hydrophile
Domane beinhaltet eine oder mehrere Glycosylierungsstellen und ist zum synaptischen Spalt
hin orientiert, wo sie eine entscheidende Rolle bei der Ligandenbindung spielt. Der grolie
hydrophile Bereich zwischen den Transmembrandomanen TM3 und TM4 ist zum Cytoplasma
hin orientiert und weist Konsensussequenzen fir Phosphorylierungen auf (Galzi und
Changeux, 1995). Die Phosphorylierung einer nAChR-Untereinheit durch Proteinkinase A
oder Proteinkinase C bewirkt eine Desensibilisierung des nACh-Rezeptors (Hunganir und
Greengard, 1990).

Neurotransmitter-

Bindungsstelle QA

extrazellular

intrazellular

Abb.I.1 Transmembrantopologie einer nAChR-Untereinheit

Jede nAChR-Untereinheit setzt sich zusammen aus der N-terminalen hydrophilen extrazellularen Domane mit
der Neurotransmitter-Bindungsstelle, vier hydrophoben Transmembrandomanen (TM1-TM4), einer intra-
zellularen hydrophilen Doméne und einem kurzen extrazellularen C-terminalen Bereich.
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In der Plasmamembran sind fiinf nAChR-Untereinheiten symmetrisch zueinander angeordnet,
so dalk in ihrer Mitte ein lonenkanal entsteht, an dessen Auskleidung die TM2-Region einer
jeden Untereinheit maRgeblich beteiligt ist (Revah et al., 1990; Imoto et al., 1986). Die
Kationenselektivitat dieses Kanals wird von drei Ringen aus den negativ geladenen Amino-
séduren Glutamat und Aspartat bestimmt (Imoto et al., 1988).

Neuronale nACh-Rezeptoren setzen sich nur aus a-Untereinheiten oder aus a- und (3-Unter-
einheiten zu einem pentameren Transmembranprotein zusammen (Cooper et al., 1991; Anand
et al., 1991; Whiting et al., 1991) (Abb. 1.2). Fir die a- und B-Untereinheiten existieren
mehrere Isoformen, die von verschiedenen Genen kodiert werden. So wurden bisher acht
neuronale humane a-Untereinheiten (a2-a9) und drei neuronale B-Untereinheiten ([32-34)
Kloniert (Groot Kormelink und Luyten, 1997). Dabei bildet die nAChR-Untereinheiten a7
funktionelle homomere Rezeptoren.

heteromere nAChR homomere nAChR
(Bsp. a334) (Bsp. a7)

(acn
nci % &

> & o

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der pentameren Struktur heteromerer und homomerer nACh-Rezeptoren

Neuronale nACh-Rezeptoren setzen sich aus a-Untereinheiten oder aus a- und B-Untereinheiten zusammen,
wobei die a-Untereinheiten heteromerer Rezeptoren zwei verschiedene Isoformen sein kdnnen. Die beiden
Neurotransmitter-Bindungsstellen (ACh) heteromerer nACh-Rezeptoren liegen jeweils an der Grenzflache
zwischen den ao- und der B-Untereinheiten. Homomere nACh-Rezeptoren weisen fiinf Neurotransmitter-
Bindungsstellen an den Grenzflachen zwischen den a-Untereinheiten auf.

Bindung von Liganden. Neuronale nACh-Rezeptoren sind allosterisch regulierte Molekiile,
an die sich eine Reihe von strukturell unterschiedlichen Substanzen anlagern konnen.
Entsprechend ihrer Wirkung werden diese Substanzen als Agonisten, Antagonisten oder
allosterische Liganden mit aktivierendem oder inhibierendem EinfluRR bezeichnet.

Fur Acetylcholin und andere nikotinische Agonisten konnte gezeigt werden, dal} flr die
Aktivierung eines neuronalen heteromeren nAChR die Bindung von zwei Molekilen des
Liganden notwendig ist (Abb. 1.2)., wobei die beiden Bindungsstellen positiv kooperativ
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interagieren. Die an der Bindung der Agonisten beteiligten Aminosauren konnten dabei fir
neuronale nACh-Rezeptoren an der Grenzflache der a und -Untereiheiten lokalisiert werden
(Galzi und Changeux, 1995; Corringer et al., 1995; Curtis et al., 2000) (Abb. 1.3). Homomere
NAChR, wie der a7 nACh-Rezeptor weisen funf Bindungsstellen fir Acetylcholin jeweils an
den Grenzflachen der a-Untereinheiten auf (Wang et al., 1996) (Abb. 1.2). Kompetitive Anta-
gonisten, wie z.B. Methyllycaconitin (MLA), konkurrieren mit Agonisten um die gleiche
Bindungsstelle und inaktivieren auf diese Weise den Rezeptor.

prinzipielle komplementare
Komponente Komponente

B

? Loop D
LoopE

Abb. 1.3 Die Acetylcholin-Bindungsstelle

Die Acetylcholin (ACh) -Bindungsstelle liegt bei heteromeren nAChR an der Grenzflache zwischen den a- und
den B-Untereinheit. Die entsprechenden Aminosduren sind mit den an der Acetylcholin-Bindung beteiligten
Proteinstrukturen (Loop A-E) schematisch dargestellt. Die Numerierung der Aminoséuren entspricht der
Sequenz von a7 nAChR des Hiihnchens (nach Curtis et al., 2000).

Am neuronalen nACh-Rezeptor binden verschiedene Substanzen auch in einiger Entfernung
von der Acetylcholin-Bindungsstelle und modulieren dadurch die Funktion des Rezeptors. So
wurde eine Bindungsstelle fir allosterisch potenzierend wirkende Liganden (APL), wie die
Acetylcholinesterase-Inhibitoren Physostigmin oder Galanthamin, im N-terminalen Bereich
der a-Untereinheit des Rezeptorproteins rund um die Aminosdure Lys-125 lokalisiert
(Schrattenholz et al., 1993; Abb. 1.4). Diese Substanzen erleichtern die Bindung von Acetyl-
cholin und erhdéhen somit den Agonisten-induzierten lonenstrom durch den Kanal, wobei der
maximal induzierbare Strom konstant bleibt. (Pereira et al., 1993 ; Storch et al., 1995
Maelicke et al., 2000).

Eine andere Gruppe von Substanzen, die negativen allosterischen Liganden, inhibieren den
nACh-Rezeptor, indem sie sich aullerhalb der Neurotransmitter-Bindungsstelle an den nACh-
Rezeptor anlagern. Direkte Kanalblocker, wie z.B. Lokalanasthetika, dringen in den aktivier-
ten nNAChR-Kanal ein (Neher und Steinbach, 1978), wo sie mit Aminosauren in der TM2-
Region in Wechselwirkung treten (Hucho ,1986; Giraudat, 1987). Infolgedessen wird der
Rezeptor aufgrund einer sterischen Blockade des Rezeptorkanals durch den gebundenen
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Liganden inhibiert. Andere nicht-kompetitive Antagonisten, wie z.B. Steroide und die
Arachidonséure, inaktivieren den nACh-Rezeptor, indem sie sich im Grenzbereich zwischen
Rezeptorprotein und Lipidmembran anlagern (Quick M., 1987; Valera et al., 1992). Die
Bindung von Liganden an diesen Stellen erleichtert die Desensibilisierung des Rezeptors
(Abb. 1.4).

ACh, Agonisten,
kompetitive Antagonisten

. Ca2+
APL .
Steroide
LA
<4+— Ara, Opiate
Na+, Ca+2, K+

Abb. 1.4: Requlation der Aktivitdt des nACh-Rezeptors durch verschiedene Liganden

Der nACh-Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter nicht-spezifischer Kationenkanal. Allosterisch potenzierend
wirkende Liganden (APL) erhéhen die Sensitivitdt des Rezeptors gegeniiber Acetylcholin (ACh), Lokal-
anasthetika (LA) induzieren eine spannungsabhéangige Blockade des nAChR-Kanals; Steroide und Arachidon-
saure (Ara) erleichtern die Desensibilisierung des nACh-Rezeptors; Extrazellulare Calcium-lonen (Ca**) wirken
allosterisch potenzierend auf den nACh-Rezeptor (nach Maelicke et al., 1995b).

Pharmakokinetische Eigenschaften. Die Vielzahl an Kombinationsmoglichkeiten zur
Zusammensetzung von neuronalen nAChR aus den bisher elf isolierten humanen a- und (3-
nAChR-Untereinheiten (a2-a9 und B2-B4) fihrt zur Ausbildung von Rezeptoren, die sich
hinsichtlich ihrer pharmakologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften unter-
einander und vom muskularen nACh-Rezeptor unterscheiden. So sind neuronale
nACh-Rezeptoren starker permeabel fur Calcium-lonen (durchschnittlicher Calciumanteil am
Gesamtstrom: 4 %) im Gegensatz zu Rezeptoren an der motorischen Endplatte (Calciumanteil
am Gesamtstrom: 2 %) (Mulle et al., 1993; Vernino et al., 1994). Die groRte Calcium-
Permeabilitat besitzt der homooligomere a7 nACh-Rezeptor, bei dem der Calcium-Anteil am
Gesamtstrom durch den Kanal ca. 20 % betragt (Seguela et al., 1993).
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Das Schlangengift a-Bungarotoxin (a-Btx) der Giftnatter Bungarus multicinctus wirkt als
kompetitiver Antagonist bei nACh-Rezeptoren des Muskels sowie bei den homooligomeren
neuronalen nACh-Rezeptoren a7, a8 und a9 (Schoepfer et al.,, 1990), blockiert jedoch
heteromere, neuronale nACh-Rezeptoren gar nicht oder nur in sehr hoher Konzentration
(Heinemann et al., 1986). Das Alkaloid Methyllycaconitin (MLA) aus dem Rittersporn
Consolida sp. wirkt inhibierend sowohl auf homomere als auch heteromere nAChR-Subtypen,
wobei erhebliche Unterschiede in der fur die vollstindige Blockierung ben6tigten
Konzentration bestehen. Der o7 nACh-Rezeptor weist im Vergleich zu anderen
nACh-Rezeptoren eine hohe Sensitivitat gegenliber MLA auf (ICso = 1-2 nM; Vijayaraghavan
etal., 1992).

Des weiteren unterscheiden sich die Aktivierungs- und Inaktivierungskinetiken der
verschiedenen neuronalen nACh-Rezeptoren (Albuquerque und Alkondon, 1993). Der
07 nACh-Rezeptor zeichnet sich in dieser Hinsicht gegenliber anderen nACh-Rezeptoren
durch ein schnelles Einsetzen des lonenstroms sowie durch eine schnelle Desensibilisierung
des Rezeptors aus, d.h. nach Aktivierung geht der Rezeptorkanal sehr schnell in den
geschlossenen, nicht-aktivierbaren Zustand mit einer hohen Agonistenaffinitéat Gber. Es wurde
nachgewiesen, dal der homomere a7 nACh-Rezeptor der Ratte nach Stimulation mit 100 uM
Acetylcholin bereits nach 1 ms desensibilisiert, wahrend dies z.B. bei dem heteromeren
0334 nACh-Rezeptor der Ratte erst nach 20 ms geschieht (Role, 1992).

1.2 Expression neuronaler nACh-Rezeptoren im Gehirn und anderen Geweben

Durch Bindungsstudien mit radioaktiv markierten Liganden (***I a-Btx, *H Nikotin, *H-
Epibatidin) konnte die Expression von nACh-Rezeptoren in postmortalen Gehirnen sichtbar
gemacht werden. Fir diese Studien wurden vorwiegend Gehirne von Nagern und Hihnchen
verwendet. Eine Transkription der einzelnen fur a2-a9 und [32-B4 kodierenden Gene in den
unterschiedlichen Gehirnstrukturen wurde anhand von insitu-Hybridisierungen lokalisiert.

Neuronale nACh-Rezeptoren kommen in weiten Bereichen des Gehirns vor (Tab. 1.1). Im
ZNS von Vertebraten sind der o432 nACh-Rezeptor zusammen mit dem a7 nACh-Rezeptor
die am héaufigsten verbreiteten nACh-Rezeptoren (Duvoisin et al., 1989; Wada et al., 1989;
Seguela et al., 1993). Die Expression des a7 nACh-Rezeptors ist im Hippocampus, im Hypo-
thalamus, im Isocortex sowie im Bulbus olfaktorius am hochsten (Seguela et al., 1993). Im
Gegensatz dazu beschrénkt sich die Expression der a6 nAChR-Untereinheit auf sehr distinkte
Gehirnstrukturen. So konnte diese Untereinheit in wenigen catecholaminergen Nuclei, wie
dem Locus coeruleus, dem ventralen, tegmentalen Bereich und der Substantia nigra lokali-
siert werden (Le Novere et al., 1996). Zwei nAChR-Untereinheiten wurden bisher nur in be-
stimmten Spezies oder Geweben erfolgreich nachgewiesen: Der a8 nACh-Rezeptor konnte
bisher lediglich im ZNS von Voégeln, nicht aber von S&ugern nachgewiesen werden
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(Gerzanich et al., 1994), wohingegen der a9 nACh-Rezeptor nur in spezifischen endokrinen
bzw. sensorischen Organen von Vertebraten lokalisiert werden konnte (Elgoyhen et al., 1994).
Im peripheren Nervensystem ist der a334 nACh-Rezeptor der am h&ufigsten exprimierte
Rezeptor (Couturier et al., 1990; Deneris et al., 1991).

Tab. 1.1: Vorkommen der mRNA einzelner nAChR-Untereinheiten im Gehirn der Ratte

(nach Lena und Changeux, 1998)

a2 a3 a4 a5 a6 a7 B2 B3 p4
Telencephalon
Olfactory bulb + ++ 4+ ++ - ++ o+ - +
Isocortex
Layer II-111 - - + + - + ++ - -
Layer IV - + + + - + ++ - -
Layer V - - ++ + - ++ ++ - -
Layer VI - - ++ ++ - ++ ++ - -
Hippocampal formation + ) + + - 4+ - -
Striatum - - - - - - + - .
Septum - - + - - + + - -
Hypothalamus - - + - - - + - -
Supraoptic n. - - + - - +++  + - .
Diencephalon
Pineal gland - +++ - + - - + - T4+
Habenula - +++ 4 (+)  (#) A+ o+
Thalamus - + +++ - + - +++  + -
Mesencephalon
DA nuclei - (+) ++  H HH (F) o+ +++ -
Mesenc V nucleus - - + - + - T = =
Interpenduncular nucleus ++  + + ++ 4+ (+) ++ + +
Rhombencephalon
Vestibular nuclei - - + + - ++ o+ - -
Cerebellum - + - + - - + + +
Locus coeruleus - +) - - +++ - ++ +++  (+)
Motor nuclei - + + + - - ++ - -
NTS - ++ (+) + - - ++ - ++
Area postrema - ++ ++ + - - ++ - +
Der a7 nACh-Rezeptor wird auBer im Gehirn auch in Muskelzellen wéhrend der

embryonalen Entwicklung sowie im denervierten Muskel der Ratte exprimiert. Aufgrund
seiner hohen Calcium-Permeabilitat konnte dieser Rezeptor dort bei der Innervierung des
Muskels sowie bei der Stabilisierung der muskuldren Endplatte eine entscheidende Rolle
spielen (Fischer al., 1999).
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1.3 Funktion von nACh-Rezeptoren im Gehirn

Neuronale nACh-Rezeptoren sind an neuro-neuronalen Synapsen an der Umwandlung des
ankommenden elektrischen Signals in ein chemisches Signal beteiligt. Das Prinzip der
Signallibertragung an den Synapsen besteht darin, dal® ein elektrisches Signal in Form eines
Aktionspotentials an einem prasynaptischen Nervenzellende die Ausschittung eines Boten-
stoffes (Neurotransmitter) auslést und somit in ein chemisches Signal (bergeht. Der
Botenstoff diffundiert durch den Spalt zwischen zwei Nervenzellen und aktiviert seinen
spezifischen Rezeptor in der Membran der postsynaptischen Nervenzelle. Im Falle des
Neurotransmitters Acetylcholin werden neuronale nACh-Rezeptoren aktiviert. Nach der Akti-
vierung des Kationen-selektiven nACh-Rezeptors wird ein lonenstrom aus vorwiegend
Natriumionen durch die Membran erzeugt, was zu einem positiveren lokalen Membran-
potential (Depolarisation) an der postsynaptischen Membran flhrt. Durch die Depolarisation
werden spannungsgesteuerte lonenkanale aktiviert, welche die Membranpotential-Anderung
zusatzlich verstarken. Somit ist das chemische Signal wieder in ein elektrisches Signal
umgewandelt. Die lokalen Membranpotentialdnderungen werden am Axonhugel einer
Nervenzelle integriert und bei Uberschreiten eines Schwellenpotentials tiber das Axon auf die
néchste Zelle weitergeleitet.

Neben dieser klassischen Aufgabe der postsynaptischen excitatorischen Reizweiterleitung
konnen neuronale nACh-Rezeptoren auch modulierend die Wirkung anderer Neuro-
transmittersysteme beeinflussen. In verschiedenen Gehirnbereichen des Cortex , des Hippo-
campus sowie des Cerebellums wurden nACh-Rezeptoren auch in der prasynaptischen
Membran lokalisiert (Wonnacott, 1997). Nach Aktivierung dieser Rezeptoren wird durch das
Offnen des lonenkanals die intrazelluldre lonenzusammensetzung verandert, was die Frei-
setzung verschiedener Neurotransmitter (Acetylcholin, Dopamin, Noradrenalin, 5-HTj,
GABA und Glutamat) aus Zellvesikeln erleichtert (Abb. 1.5). Dadurch werden nicht nur
aktivierend wirkende, kationenselektive lonenkanéle wie Glutamat- und nACh-Rezeptoren
stimuliert, sondern auch anionenselektive lonenkandle wie GABAAa-Rezeptoren aktiviert.
Diese hyperpolarisieren aufgrund ihrer Anionenselektivitat die Plasmamembran und hemmen
im Gegensatz zu kationenselektiven lonenkandle die postsynaptische Zelle. Hier zeigt sich
somit die Verflechtung der cholinergen Transmission mit verschiedenen Neurotransmitter-
systemen. Alle diese Transmitter spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation des Ver-
haltens, was die Bedeutung des Einflusses der nACh-Rezeptoren auf die Neurotransmission
hervorhebt.

Dem a7 nACh-Rezeptor kommt aufgrund seiner vergleichsweise hohen Calcium-Permea-
bilitat sowie seiner einzigartigen pharmakologischen Eigenschaften innerhalb der cholinergen
Neurotransmission eine besondere Bedeutung zu. Bei der Ausschittung der Neurotransmitter
spielen Calcium-lonen fiir die Verschmelzung der Vesikel mit der présynaptischen Membran
eine entscheidende Rolle. Durch Blockade des a7 nACh-Rezeptors in hippocampalen
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Neuronen mittels MLA konnte eine Beteiligung dieses Rezeptors sowohl an der Freisetzung
von GABA (Racliff et al., 1999) als auch von Glutamat (Alkondon et al., 1996; Gray et al.,
1996) eindeutig nachgewiesen werden.

Im Gegensatz zu allen anderen neuronalen nACh-Rezeptoren wird der homomere a7 nACh-
Rezeptor durch Cholin, dem enzymatischen Spaltprodukt des Neurotransmitters Acetylcholin,
aktiviert (ECso(Cholin) = 1 mM; Albuquerque et al., 1997; Abb. 1.5). Aufgrund seiner
Sensitivitat fir Cholin kann der a7 nACh-Rezeptor auch noch nach Spaltung des klassischen
cholinergen Neurotransmitters Acetylcholin chemisch aktiviert werden. Diese Aktivierung
wird erst durch Wiederaufnahme von Cholin in die Zelle beendet, einem im Vergleich zur
enzymatischen Spaltung des Neurotransmitters Acetylcholin sehr viel langsameren ProzeR.
Nach der Spaltung von Acetylcholin, das eine schnelle Signaltransmission vermittelt, steigt
die Konzentration des Abbauproduktes Cholin - im Rahmen der Diffusions- und Wiederauf-
nahmeprozesse - im synaptischen Spalt an und kann uber eine Aktivierung présynaptischer
a7 nACh-Rezeptors die Freisetzung von Acetylcholin und verschiedener anderer Neuro-
transmitter erhdhen (Abb. 1.5). Die erneute Freisetzung von Acetylcholin kann sowohl die
postsynaptische excitatorische cholinerge Transmission als auch Uber die Aktivierung pra-
synaptischer nACh-Rezeptoren die Freisetzung der verschiedenen Neurotransmitter ver-
starken (Abb. 1.5). Bei wiederholter Aktivierung der Synapse wiirde es aufgrund des positiven
Rickkopplungsmechanismus zu einer Erhéhung der Acetylcholinausschittung und damit zu
einer Verstarkung der synaptischen Aktivitat kommen (Albuquerque et al., 1997).

Auf die gleiche Art und Weise wirde es nach der Cholin-induzierten Freisetzung von
Glutamat zusammen mit Acetylcholin Uber die Aktivierung postsynaptischer Glutamat-
Rezeptoren zu einer Verstarkung der glutamatergen Neurotransmission kommen (Abb. 1.5).
Das cholinerge System kdnnte so zu einer Erhohung der synaptischen Aktivitat in Form eines
Langzeitpotenzierungseffektes (LTP) fuhren (Albuquerque et al., 1997), einem Mechanismus
der in engem Zusammenhang mit Gedé&chtnisleistungen und Lernprozessen des Gehirns steht.
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Abb. 1.5: Modell fiir die Modulation der synaptischen Aktivitat durch neuronale nACh-Rezeptoren

Wahrend an den préasynaptischen Nervenendigungen die Freisetzung verschiedener Neurotransmitter durch
nACh-Rezeptoren mit einer hohen Calciumpermeabilitdt (Bsp. a7 nAChR) beginstigt wird, vermitteln ver-
schiedene in die postsynaptische Membran integrierte NAChR-Subtypen die excitatorische Reizweiterleitung.
(nach Albuquerque et al., 1997)

Der a7 nACh-Rezeptor entfaltet jedoch seine Wirkung nicht nur an neuro-neuronalen
Synapsen in vielfacher Hinsicht. Aufgrund der hohen Calcium-Permeabilitat besitzt der
a7 nACh-Rezeptor die Fahigkeit, in eine Reihe Calcium-abhéngiger metabotroper Reaktionen
der Zelle, wie Regulation der Genaktivitdt oder Proteinbiosynthese, einzugreifen. In viel-
faltigen Funktionen dieses Rezeptors wahrend der Entwicklung des ZNS spiegelt sich dieses
Potential wieder. So wird der a7 nACh-Rezeptor mit dem programmiertem Zelltod oder der
synaptischen Bahnung in Verbindung gebracht (detailliertere Betrachtungen siehe Broide R.
und Leslie F. 1999).

1.4 Pathologische Veranderungen im Zusammenhang mit a6- und a7-tragenden nACh-

Rezeptoren

Parkinson’sche Krankheit. Die Parkinson’sche Krankheit (Morbus Parkinson) ist
gekennzeichnet durch einen Verlust dopaminerger Neuronen, was zur Stérung von gerichteten
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Bewegungsabldufen fiihrt (Lloyd et al., 1975). Zur Zeit werden Parkinson-Patienten mit
L-Dopa, einer Vorstufe in der Synthese des Neurotransmitters Dopamin, behandelt, um das
Defizit in der dopaminergen Neurotransmission auszugleichen. Durch die Therapie mit
L-Dopa kann der Krankheitsverlauf jedoch nicht gestoppt, sondern nur verlangsamt werden.
Als Nebenwirkung der Behandlung ist die Entstehung von Psychosen beschrieben (Coleman,
1992).

Bei Parkinson-Patienten wurde auch ein 50 %-iger Verlust an hochaffinen Nikotin-Bindungs-
stellen im Gehirn festgestellt (Whitehouse et al., 1988; Lang et al., 1993). Ein mdoglicher
Therapieansatz flr die Krankheit wére somit ein spezifischer Agonist oder allosterisch poten-
zierender Ligand flr einen in den betroffenen Gehirnbereichen exprimierten nACh-Rezeptor,
um das Defizit der cholinergen Neurotransmission durch eine Aktivierung der verbleibenden
nACh-Rezeptoren schon bei einer niedrigen Agonisten-Konzentration auszugleichen. Durch
die Aktivierung prasynaptisch lokalisierter nACh-Rezeptoren konnte auf diesem Weg auch
die Freisetzung des Neurotransmitters Dopamin erleichtert werden, was die bei der
Parkinson’schen Krankheit gestorte dopaminerge Neurotransmission verbessern wirde.
Anhand von in situ Hybridisierungen (LeNovere et al., 1996) und immunohistochemischen
Untersuchungen (Goldner et al., 1997) konnte in dopaminergen Neuronen der Substantia
nigra eine starke Expression insbesondere der a6 nAChR-Untereinheit nachgewiesen werden.
In vivo Experimente an Ratten zeigten deutlich, daB eine Inhibition der a6 nACh-Rezeptoren
die Beweglichkeit der Tiere einschrankt (Le Novere et al., 1999). Das distinkte Expressions-
muster der a6 nAChR-Untereinheit in einem Gehirnbereich, der wéhrend des Krankheits-
verlaufs der Parkinson’schen Erkrankung degeneriert, machen a6 nACh-Rezeptoren zu einem
Ziel fur die Entwicklung einer Therapie der Parkinson’schen Erkrankung.

Schizophrenie. Schizophrenie ist eine sich chronisch verschlechternde heterogene Psychose,
die durch Halluzinationen, abnorme Verhaltensweisen und apathische Zustdnde gekenn-
zeichnet ist (Arnold und Trojanowski, 1996). Eine Beteiligung von nACh-Rezeptoren an
diesem Krankheitsbild wurde erstmals aus der geringeren Anzahl an Bindungsstellen fur die
radioaktiv markierten nikotinischen Liganden '?°l-a-Btx und ®H-Cytisin in Gehirnen von
Schizophrenie-Patienten im Vergleich zu gesunden Personen geschlossen (Freedman et al.,
1995). Eine Reihe von spateren Studien deuten auf eine Korrelation zwischen dem Ausbruch
dieser Krankheit und Veranderungen des a7 nAChR-Gens hin. So konnte bei einigen Schizo-
phrenie Patienten ein Dinukleotid-Polymorphismus auf Chromosom 15, im Bereich des
a7 nACh-Rezeptor Locus, identifiziert werden (Freedman et al., 1997). Des weiteren wurde
im frontalen Cortex des Gehirns bei schizophrenen Menschen nach deren Tod eine geringere
Expression des a7 nAChR-Proteins im Vergleich zu gesunden Personen nachgewiesen (Guan
etal., 1999).

Tourette Syndrom. Das Tourette-Syndrom ist eine hyperkinetische, motorische Stérung, die
durch motorische Zuckungen, Hyperaktivitat, Angstzustande und Phobien gekennzeichnet ist.
In der Kklassischen Medizin werden diese Krankheitssymptome mit Neuroleptika wie
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Haloperidol behandelt, was jedoch nur in einigen Fallen Linderung verschafft und von starken
Nebenwirkungen wie Sedation des Patienten begleitet ist. Es konnte gezeigt werden, dal} eine
Nikotingabe Uber einen begrenzten Zeitraum zu einer Verbesserung des Krankheitszustandes
fihrt. Die positive Wirkung des Nikotins wird auf eine Desensibilisierung bzw. Inaktivierung
von a7 und a4p2 nACh-Rezeptoren zuriickgefuhrt (Olale et al., 1997). Sollte sich durch
weitere Experimente bestatigen lassen, dal} Patienten durch Verminderung der Aktivitat der
nACh-Rezeptoren therapiert werden konnen, so wére die Entwicklung eines spezifischen
Antagonisten oder allosterisch inhibierend wirkenden Liganden als Medikament fir diese
Patienten sehr hilfreich.

Alzheimer’sche Demenz. Die Alzheimer’sche Demenz ist eine neurodegenerative Erkran-
kung des Gehirns, die gekennzeichnet ist durch ein vermindertes Gedachtnis- sowie Lern-
vermogen, Angst und Depression. Der progressiv fortschreitende Verlauf der Erkrankung
fihrt in spaten Stadien zu starken Personlichkeitsverdnderungen, die bis hin zum Verlust des
Bewulitseins der eigenen Personlichkeit fihren. Als spezifische neuropathologische
Veranderungen treten extrazellulare Plaques und intrazellulére Fibrillen auf, die nach dem
Tod der Patienten auch zur eindeutigen Diagnose der Krankheit dienen. Die Plaques entstehen
durch Ablagerung des Amyloid-[3-Proteins in extrazellularen Gehirnbereichen (Glenner et al.,
1984) aufgrund einer Stérung im Processing des Amyloid-Vorlduferproteins. Im ungestorten
Stoffwechsel wird dieses glykosylierte Transmembran-Protein innerhalb der Transmembran-
Domane in ein l6sliches, sekretorisches Protein gespalten, dessen Funktion bisher noch unbe-
kannt ist. Die intrazelluldren Fibrillen bestehen aus Filamenten aus dem Mikrotubuli-
assoziierten Protein tau (Delacourte und Defossez, 1986). Das normalerweise in Axonen
lokalisierte tau-Protein kommt in den Fibrillen in einer hyperphosphorylierten Form vor
(Grundke-Igbal et al., 1986). Im Zusammenhang mit dem Ausbruch der Alzheimer’schen
Demenz ist eine Verminderung der Anzahl an hochaffinen Nikotin-Bindungsstellen in Cortex
und Hippocampus der Alzheimer-Patienten zu beobachten, wovon hauptsachlich der a4[32
nACh-Rezeptor betroffen ist (Warpman und Nordberg, 1995). In der klassischen Therapie der
Alzheimer’schen Krankheit werden deshalb Acetylcholinesterase-Inhibitoren, wie Tacrin,
Donepezil und Rivastigmin, eingesetzt, um das Defizit in der cholinergen Neurotransmission
durch eine Erhéhung der Acetylcholin-Konzentration im synaptischen Spalt auszugleichen.
Der therapeutische Erfolg dieser Substanzen ist jedoch beschrankt (Nordberg und Svensson,
1998) und keine von ihnen kann den progressiven Verlauf der Krankheit stoppen (Flicker,
1999). AuRerdem sind erhebliche Nebenwirkungen mit der klassischen Therapie verbunden,
da durch die erhohte Acetylcholin-Konzentration auch die muscarinischen Acetylcholin-
Rezeptoren verstérkt aktiviert werden. Ein neuer Weg fur die Behandlung dieser Krankheit ist
deshalb der Einsatz von allosterisch potenzierend wirkenden Liganden (APL) als Medikament
(1.1, Liganden neuronaler NAChR; Maelicke et al., 1996). Da diese Substanzen die Aktivitat
der nACh-Rezeptoren erhdhen, ohne selbst in die verschiedenen Prozesse der Neuro-
transmission involviert zu sein, rufen sie auch keine kompensatorischen Reaktionen, wie die
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Desensibilisierung oder Verminderung der Expression des Rezeptors, hervor. Ein spezifischer
nicht-kompetitiver Agonist des a7 nACh-Rezeptors ware aus folgenden Grinden in der
Alzheimer-Therapie sehr hilfreich: Fur diesen Rezeptor konnten neuroprotektive
Eigenschaften sowie nach seiner Aktivierung eine verminderte Toxizitdt des [3-Amyloid-
Proteins nachgewiesen werden. (Kihara et al.,, 1997; Svensson und Nordberg, 1998).
Weiterhin konnte durch die Aktivierung prasynaptischer a7 nACh-Rezeptoren die
Ausschiuttung von Acetylcholin erhoht und somit der Verlust an a4f2 nACh-Rezeptoren
mittels einer gesteigerten Aktivierung der verbleibenden nACh-Rezeptoren ausgeglichen
werden. Da der a7 nACh-Rezeptor die Ausschiuttung verschiedener Neurotransmitter
moduliert (siehe Kap. 1.1.3), konnten durch seine Aktivierung Defizite in verschiedenen
Neurotransmittersystemen positiv beeinfluBt werden.

1.5 Heterologe Expression neuronaler nACh-Rezeptoren

Angesichts der Vielzahl verschiedener nAChR-Untereinheiten stellt sich die Frage, in welcher
Kombination und Stochiometrie diese Untereinheiten einen funktionellen Rezeptor ausbilden.
Des weiteren ist es wichtig, die pharmakologischen und elektrophysiologischen Eigenschaften
der verschiedenen funktionellen Rezeptoren zu charakterisieren, um deren spezielle
Funktionen in vivo zu erkennen. Da naturliche Systeme, wie z.B. Nervenzellen, die
verschiedenen nAChR-Untereinheiten und die daraus gebildeten Rezeptoren zwar in
unterschiedlichen Mengen aber gleichzeitig exprimieren, werden zur Charakterisierung der
verschiedenen nACh-Rezeptoren heterologe Expressionssysteme benétigt, die eine definierte
Kombination an Rezeptor-Untereinheiten funktionell exprimieren. Diese Expressionssysteme
ermoglichen auch erst die Entwicklung spezifischer Liganden fur einen bestimmten Rezeptor,
die in den oben beschriebenen Therapiemdglichkeiten eingesetzt werden kénnen.

Die meisten pharmakologischen und elektrophysiologischen Untersuchungen verschiedener
nACh-Rezeptoren wurden in heterologen Systemen, insbesondere den Eizellen des
Krallenfrosches Xenopus laevis, mit transient exprimierten Rezeptoren durchgefiihrt. Nach
der Injektion von cRNA oder cDNA bestimmter nAChR-Untereinheiten exprimieren diese
Oocyten den entsprechenden nACh-Rezeptor funktionell und in hoher Ausbeute in ihrer
Plasmamembran (Seguela et al., 1993; Gerzanich et al., 1997). In Oocyten exprimierte
Rezeptoren weisen jedoch z.T. im Vergleich zu in Primérkulturen exprimierten Rezeptoren
abweichende pharmakologische und elektrophysiologische Eigenschaften auf, was auf andere
posttranslationale Modifikationen zurtickzufiihren sein kdnnte (Role et al., 1992). Die GroRe
der Oocyten beeintrachtigt auflerdem eine schnelle und gleichzeitige Applikation von
Agonisten an alle Rezeptoren in der Plasmamembran, was eine gleichzeitige Aktivierung
dieser Rezeptoren und damit elektrophysiologische Messungen erschwert (Costa et al., 1994).
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Um eine verénderte posttranslationale Modifikation zu vermeiden, wurden verschiedene
Saugerzellinien (COS-Zellen, 3T3-Fibroblasten) als Expressionssystem fiir nACh-Rezeptoren
verwendet (Claudio et al., 1987; Claudio et al., 1989, Gu et al., 1990). Nach einer Trans-
fektion unterscheiden sich die einzelnen Zellen hinsichtlich der aufgenommenen DNA-Menge
und der Expressionsstarke der transfizierten nACh-Rezeptoren. Da der transfizierte
Expressionsvektor sich nicht in der Zelle repliziert, wird die transfizierte DNA bei der Zell-
teilung nur einem Teil der Tochterzellen weitergegeben. Nach einer Transfektion nimmt
deshalb der Anteil an transfizierten Zellen in einer Zellpopulation stetig ab. Transiente
Transfektionen missen deshalb stdndig unter hohem Zeit- und Arbeitsaufwand erneut
durchgefuhrt werden. Unter diesen Bedingungen erweist sich die Charakterisierung eines
Rezeptors mittels elektrophysiologischer Messungen als sehr arbeitsintensiv. Bei stabilen
Transfektionen wird eine Selektion positiv transfizierter Zellen unter Antibiotika-Druck
durchgefuhrt. Klonale Zellinien bieten den Vorteil einer homogenen Population aus Zellen
mit identischen genetischen und biochemischen Eigenschaften. Aufgrund der Unsterblichkeit
von Zellinien steht mit stabilen Zellklonen eine unbegrenzte Menge des Rezeptors fur
verschiedene Experimente zur Verfiigung (Lukas, 1998).

Stabile Expressionen wurde bisher fir den nACh-Rezeptor aus dem elektrischen Organ von
Torpedo californica (Claudio et al., 1987), den muskuldren nACh-Rezeptor der Maus
(Forsayeth et al., 1990; Sine und Claudio, 1991) und folgende neuronale, heteromere nACh-
Rezeptoren durchgefuhrt: a4p2 (Whiting et al, 1991; Buisson et al., 1996; Samochocki et al.,
2000), o334 (Stetzer et al., 1996; Staudermann et al., 1998), a234 sowie a434 (Staudermann
etal., 1998).

In dem Zeitraum, in dem diese Arbeit angefertigt wurde, lieR sich der homomere a7 nACh-
Rezeptor bisher nur in einigen wenigen Fallen funktionell in Zellinien exprimieren. Dabei
wurde die neuronale Zellinie SH-SY5Y mit einer endogenen Expression des a7
nACh-Rezeptors (Puchacz et al., 1994) oder die nicht-neuronalen Zellinien HEK-293
(Gopalakrishnan et al., 1995), GH4C1 (Quik et al., 1996) und QT6 (Kassner und Berg, 1997)
fur die Transfektion mit dem a7 nAChR-Gen verwendet. Bei vielen Versuchen scheiterte
jedoch die funktionelle heterologe Expression des homomeren a7 nACh-Rezeptors. In den
transfizierten Zellen fand zwar eine Translation des a7 nAChR-Proteins statt, die Bindung
von a-Bungarotoxin an den Rezeptor war jedoch nicht nachweisbar. Dieses Problem liel3 sich
weder mit Hilfe expressionssteigernder Methoden, wie Erhdhung des cAMP-Spiegels oder
Steigerung der Prolyl-lIsomerase-Aktivitdt, noch unter Verwendung unterschiedlichster
Zellinien neuronalen und nicht-neuronalen Ursprungs (HEK-293, CHO, COS-7, NIE-115,
NCB-20, Neuro-2A oder NG108-15) l6sen (Cooper und Milar, 1997).

Die Expression a6 enthaltender nACh-Rezeptoren wurde bisher lediglich transient durch-
gefihrt. So assemblierte die a6 nAChR-Untereinheit des Hihnchens zusammen mit der
humanen (34 nAChR-Untereinheit in Oocyten zu einem funktionellen Rezeptor. In dem
gleichen Expressionssystem scheiterte der Versuch, homomere oder heteromere a6
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enthaltende nACh-Rezeptor ausschlieBlich aus Untereinheiten des Hihnchens zu exprimieren
(Gerzanich et al., 1997). Erste wenige Daten hinsichtlich der Funktionalitat von a632 sowie
0634 nACh-Rezeptoren des Hiihnchens wurden dann anhand transienter Transfektionen von
BOSC23-Zellen gemessen (Fucile et al., 1998). In der neuesten Veroffentlichung auf dem
Gebiet der a6 nAChR-Expression wird beschrieben, dal humane a634 nACh-Rezeptoren
ineffizient und humane a6(32 nACh-Rezeptoren berhaupt nicht als funktionelle Rezeptoren
in Oocyten assemblieren. Erst eine Koexpression der a6 nAChR-Untereinheit mit zwei
weiteren Untereinheiten flhrte in diesen Experimenten zur Ausbildung funktioneller Kanéle
(a6pB4B3 nAChR, a6a3p32 nAChR und a6a4p2 nAChR, Kuryatov et al., 2000).

2 Aufgabenstellung

Neuronale a6- bzw. a7-tragende nACh-Rezeptoren stellen mogliche Zielstrukturen fir neue
Therapieansétze gegen neurodegenerative Erkrankungen dar (Kap. 1.1.4). Fir die
Entwicklung neuer Medikamente, die moglichst spezifisch die Funktion eines nAChR-
Subtyps beeinflussen sollten, muR zundchst eine grofe Anzahl an Substanzen auf ihre
Wirkung auf den Rezeptor getestet werden. Ein solches Screening mit hohem Durchsatz wird
klassischerweise mittels Bindungsstudien durchgefuhrt, in denen die Bindung einer Substanz
an das Rezeptormolekil nachgewiesen wird. Die spezifische Wirkung einer Substanz auf die
Funktionalitat eines Rezeptors erschlieBt sich jedoch erst eindeutig anhand von
Funktionalitatsanalysen, die fir die Untersuchung vieler Substanzen in einer moglichst kurzen
Zeit automatisiert werden muissen. Um die grofRe Anzahl an Experimenten unter
standardisierten Versuchsbedingungen durchfiihren zu kénnen, wird eine stabile Expression
des jeweiligen nNAChR-Subtyps in einer S&ugerzellinie benétigt, da die Rezeptoren nur in
dieser Form in genugender Menge und funktionell zur Verfugung stehen.

Das Ziel dieser Arbeit war es deshalb, a6- und a7-tragende nACh-Rezeptoren funktionell in
einem Zellsystem ektopisch zu exprimieren. Das Expressionssystem sollte dabei so konzipiert
werden, dal’ es sich spater auch zur Testung einer grollen Anzahl von Substanzen auf der
Basis automatisierter Calcium-Imaging-Analysen eignet. Da die funktionelle Expression
homomerer a7 nACh-Rezeptoren sich im Laufe dieser Arbeit als schwierig erwies (siehe
auch Quik et al., 1996, Cooper und Milar 1997), war es interessant, nach einer optimierten
Transfektion die Expression der a7 nAChR-Untereinheit auf ihrem Weg vom RNA-Molekiil
bis zur Assemblierung des funktionellen Rezeptors zu verfolgen. Auf der Basis der dabei
charakterisierten Schwierigkeiten war nach Ldsungsmoglichkeiten fir eine funktionelle
Expression des Rezeptors zu suchen.

Im Hinblick auf a6-tragende nACh-Rezeptoren stellte sich die Frage, in welcher Form die
humane a6 nAChR-Untereinheit grundsétzlich funktionelle nACh-Rezeptoren ausbildet. In
diesem Zusammenhang war sowohl die Expression funktioneller homomerer a6 nACh-
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Rezeptoren als auch eine Assemblierung der a6 nAChR-Untereinheit mit einer der drei
bekannten [ nAChR-Untereinheiten (2-34 nAChR) zu einem funktionellen Rezeptor
denkbar. Nach transienter Transfektion verschiedener Kombinationen an nAChR-Unter-
einheiten war zunéchst deren Lokalisation innerhalb der Zelle zu analysieren. Die Herstellung
einer klonalen Zellinie, die humane a6-tragende nACh-Rezeptoren stabil funktionell
exprimiert, sollte anschlieBend die pharmakologische und elektrophysiologische Charakter-
isierung dieser Rezeptoren erméglichen und gleichzeitig ein Testsystem fiir das automatisierte
Screening einer groRRen Zahl von Substanzen bereitstellen.

3 Durchfiihrung

Die funktionelle Expression ionotroper Rezeptoren, wie z.B. der nACh-Rezeptor, kann an-
hand elektrophysiologischer oder Calcium-Imaging-Untersuchungen charakterisiert werden.
Die patch-clamp-Methode ermdglicht die Messung des Agonisten-induzierten lonenstroms
durch lonenkanéle, wobei das Verfahren &uRerst arbeitsintensiv und zeitaufwendig ist. Eine
Automatisierung des Verfahrens flr die Untersuchung einer groRen Anzahl von Substanzen
ist nicht moglich. Eine Alternative, den lonenstrom zu messen, stellt das Calcium-Imaging
dar. Hierbei wird der Agonisten-induzierte Einstrom von Calcium-lonen tber die Bindung an
einen Fluoreszenzfarbstoff (z.B. Fura-2, Fluo-3) gemessen (Kramer und Gréwe, 1994).
Calcium-lmaging kann in Verbindung mit einem Fluoreszenzmikroskop so durchgefiihrt
werden, daB, im Gegensatz zur patch-clamp-Methode, eine grofRe Anzahl von Zellen
(entsprechend dem Kameraausschnitt) gleichzeitig mit Einzelzellauflosung erfasst werden.
Unter Verwendung des FLIPR-Sytems (Fluorometric Imaging Plate Reader) ist eine
simultane Messung von 96 Loch bzw. 384 Loch Mikrotiterplatten moglich.

Da der Calcium-Anteil am Gesamt-Kationeneinstrom nach Aktivierung neuronaler nACh-
Rezeptoren durchschnittlich nur 4 % betrégt (Vernino et al., 1994), wurde in unserem Labor
von Dr. Eva Stetzer (1997) ein Expressionssystem etabliert, in dem nACh-Rezeptoren und
spannungsgesteuerte L-Typ Calcium-Kandle gemeinsam ektopisch exprimiert werden. In
diesem Expressionssystem bewirkt eine ausreichende Depolarisation der Plasmamembran
durch die Aktivierung der nACh-Rezeptoren die Offnung spannungsgesteuerter Calcium-
Kanéle und somit einen massiven Calcium-Einstrom fir mehrere Sekunden. Dadurch war es
gelungen, die Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentration nach der Aktivierung von
nACh-Rezeptoren signifikant zu erhohen und infolgedessen den Einsatz der Calcium-
Imaging-Methode zum Nachweis dieser Rezeptoren zu erleichtern (Dissertation Stetzer E.,
1997). Als Zellsystem fiir die Expression wurde dabei eine HEK-293-Zellinie verwendet, die
bereits stabil mit dem spannungsabhdngigen Lal;cp-Typ Calcium-Kanal transfiziert ist
(Kleppisch et al., 1994). Diese Zellinie wird im folgenden als HEK-293/al bezeichnet. Dieses
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Zellmodell mit spannungsgesteuerten Calcium-Kanélen bildet im Rahmen dieser Arbeit die
Basis zur Expression a6- und a7-tragender nACh-Rezeptoren.

Im Laufe dieser Arbeit zeigte sich, daB zelltypspezifische Faktoren fiir die Schwierigkeiten
bei der heterologen Expression des a7 nACh-Rezeptors verantwortlich sein konnten (Cooper
und Milar, 1997). Deshalb war es denkbar, dall sich andere Zellinien als die HEK-293/a1-
Zellinie fur eine funktionelle Expression dieses Rezeptors besser eignen. Dazu wurden die
Wachtel-Zellinie QT6 und die Hypophysen-Zellinie GH4C1 ausgewdhlt, in denen bereits in
der Literatur die erfolgreiche Expression des a7 nACh-Rezeptors beschrieben wurde (Quik et
al., 1996; Kassner und Berg, 1997). Die neurale Zellinie PCC7-Mz1 wurde ebenfalls fur die
Expression dieses Rezeptors eingesetzt, da diese Zellen endogen a7 nACh-Rezeptoren
exprimieren (Dissertation Xia S., 1998; Dissertation Pohl K., 2000) und somit uber die not-
wendige Maschinerie fir eine funktionelle Expression dieses Rezeptors verfugen sollten. Des
weiteren wurde die Insektenzellinie S2 aus Drosophila melanogaster in Verbindung mit
einem induzierbaren Expressionsplasmid hinsichtlich einer funktionellen a7 nAChR-
Expression untersucht.

Bei einer funktionellen ektopischen Expression von nACh-Rezeptoren werden diese
Rezeptoren in der Plasmamembran der Zellen exprimiert. Fur die a6 und a7 nAChR-Unter-
einheit gibt es jedoch keine kommerziell erhéltlichen Antikorper, um die Expression dieser
Untereinheiten in heterologen Zellsystemen mittels Immunfluoreszenzanalysen verfolgen zu
kénnen. Deshalb wurde die cDNA der Untereinheiten mit einem Reportergen verknupft. Mit
dem green fluorescent protein (GFP) der Qualle Aequoriea victoria steht ein Reportersystem
zur Verflgung, das die Expression des zu untersuchenden Proteins anhand einer grinen
Fluoreszenz sichtbar macht (Shimomura et al., 1962; Morin und Hastings, 1971). In dieser
Arbeit wurde die GFP-Variante EGFP (enhanced green fluorescent protein) verwendet, die
eine 35mal starkere Fluoreszenz im Vergleich zum Wildtyp auszeichnet (Cormack et al.,
1996). Das Fluoreszenzprotein wurde an den extrazelluldaren C-Terminus der jeweiligen
nNAChR-Untereinheit fusioniert. Hierdurch sollte die Bindung eines Liganden im
N-terminalen Bereich der Untereinheit durch die Fusion moglichst ungestort bleiben.

Zur Herstellung der Fusionsproteine war die Sequenz der jeweiligen nAChR-Untereinheit
stromaufwarts der EGFP-Sequenz in den eukaryotischen Expressionsvektor pEGFP-N3
(Invitrogen) zu klonieren, wobei das Leseraster unbedingt beibehalten werden mufite, um eine
korrekte Translation des EGFPs zu gewahrleisten. Dazu waren zundchst mit Hilfe der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) geeignete Restriktionsschnittstellen am 3’- und am 5’-Ende
der cDNA der nAChR-Untereinheit einzufiihren. Dieses erfolgte durch die Wahl von Primern,
die an ihrem stromaufwarts gelegenen Ende die Erkennungssequenz einer geeigneten
Endonuklease beinhalteten.

Nach transienter Transfektion in Zellen war anhand der griinen Fluoreszenz der Fusions-
proteine die Expression der jeweiligen nAChR-Untereinheit mit Hilfe eines Fluoreszenz-
mikroskops direkt zu verfolgen. Der C-Terminus einer nAChR-Untereinheit, an den EGFP
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fusioniert wurde, ist extrazellular lokalisiert. Bei korrekter Faltung und Assemblierung der
Rezeptoruntereinheit in der Plasmamembran, befindet sich somit auch das C-terminal fusio-
nierte EGFP im extrazelluldren Bereich und kann durch indirekte Immunfluoreszenzanalysen
mit einem GFP-spezifischen Antiserum ohne Permeabilisierung der Plasmamembran an
Zellen nachgewiesen werden.

Die Leistungsféhigkeit dieses Systems zum Nachweis oligomerer lonenkanéle sollte zundchst
am Beispiel des bereits in der Vergangenheit mehrfach heterolog exprimierten a3p34 nACh-
Rezeptors (Stetzer et al., 1996; Staudermann et al., 1998) Uberpruft werden. Aufgrund der
nachgewiesenen Funktionalitdt dieses nACh-Rezeptors war nach der Transfektion eine
Expression beider Untereinheiten in der Plasmamembran von HEK-293/al-Zellen zu
erwarten. Des weiteren war am Beispiel des humanen a3[34 nACh-Rezeptors der Einflufl3 des
fusionierten EGFP-Proteins auf die Funktionalitdat von nACh-Rezeptoren zu untersuchen. Fir
diese Analysen wurden chimére a3[34 nACh-Rezeptoren transient ektopisch exprimiert, die
EGFP jeweils an den a- bzw. den B-Untereinheiten oder an allen Untereinheiten gleichzeitig
trugen. Die pharmakologischen Eigenschaften des a3pB4 nACh-Rezeptors und der
fluoreszierenden, chiméren o334 nACh-Rezeptoren waren anschlieBend anhand von
Calcium-Imaging- sowie patch-clamp-Untersuchungen zu vergleichen.

Zur Charakterisierung der Schwierigkeiten bei der heterologen Expression des homomeren
a7 nACh-Rezeptors in HEK-293/a1-Zellen war der Weg dieses Rezeptors innerhalb der Zelle
von der Transkription der mRNA bis zur Assemblierung des oligomeren Rezeptors zu ver-
folgen. Dabei war die Expression der a7 nAChR-Untereinheit auf der Ebene der
Transkription mittels Northern-Blot und RT-PCR-Analysen nachzuweisen. Um Mutationen
innerhalb der transkribierten mMRNA ausschlie3en zu konnen, sollte das Produkt einer flr den
a7 nACh-Rezeptor spezifischen RT-PCR kloniert und anschliefend sequenziert werden.
AnschlielRend erschien es sinnvoll, das in den Zellen translatierte a7 nAChR-Protein in einem
Western-Blot mit einem spezifischen Antikorper zu charakterisieren und mit dem aus dem
Gehirn von Ratten isolierten Referenzprotein zu vergleichen. Um eine ausreichende Menge
des Rezeptors fur diese Experimente bereitzustellen und die Ergebnisse der verschiedenen
Analysemethoden miteinander vergleichen zu koénnen, wurde der a7 nACh-Rezeptor der
Ratte stabil in HEK-293/a1-Zellen exprimiert.

Fur die humane a6 nAChR-Untereinheit war zundchst mittels transienter Transfektion von
EGFP-gekoppelten nAChR-Untereinheiten zu klaren, ob diese Untereinheit alleine oder in
Kombination mit einer der drei bekannten humanen 3 nAChR-Untereinheiten (32-34) in der
Plasmamembran von HEK-293/al-Zellen exprimiert wird. Anschliefend sollten stabile
klonale Zellinien der plasmamembranstdndig expimierten a6 nACh-Rezeptoren etabliert
werden, um diese pharmakologisch charakterisieren zu kénnen und ein geeignetes Testsystem
fur das Screening vieler Substanzen an diesem nAChR-Subtyp mittels Calcium-Imaging
bereitzustellen.
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I1 Material und Methoden
1 Gerate und Materialien
1.1 Geréate

Fluoreszenzmikroskopie:

Invertmikroskop D
IM 35 mit 100 W Lampe

Axiophot Mikroskop mit HBO 50 W Lampe
und MC 63 Fotozubehor

Fluoreszenzfiltersatze:

Griin: BP 596/FT 580/LP 590

Multiband: TBP 400, 495, 570/FT 410, 505,

585/TLP 460, 530, 610

PCR:

Thermocycler Gene Amp™

PCR System 2400

Fura-2 Calcium-Imaging:

Mikroskop Axiovert 135 TV

Xenon Lampe XBO 75W

Kamera CCD C3077

Bildverstarker DVS-3000

Filterwechsler Lambda 10

Color video copy processor

Elektrophysiologische MeBanlage:

EPC-7 patch clamp system

1.2 Chemikalien und Reagenzien

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen
Zeiss, Oberkochen

Perkin Elmer, Weiterstadt

Zeiss, Oberkochen
Hamamatsu, Herrsching
Hamamatsu, Herrsching
Hamamatsu, Herrsching
Hamamatsu, Herrsching
Mitsubishi

List Electronics, Darmstadt

Alle verwendeten Chemikalien wurden in p.a. Qualitdt eingesetzt und von folgenden Firmen

bezogen: Baker, Niederlande; Boehringer, Mannheim; Fluka, Neu-Ulm; Merck, Darmstadt;

Serva, Heidelberg; Sigma, Deisenhofen sowie Roth, Heidelberg.

e Radioaktiv markierte Chemikalien

a*?P-dATP (3000 Ci/mM)

NEN DuPont
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e Chemikalien fur die Zellkultur

Die auf Mykoplasmen- und Keimfreiheit getesteten Chemikalien wurde von folgenden

Firmen bezogen:

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium) Gibco BRL, Eggenstein
Fibronektin Calbiochem/USA

Fotales Kélberserum Boehringer, Mannheim
Geniticin (G418) Gibco BRL, Eggenstein
Puromycin Gibco BRL, Eggenstein

e Chemikalien fiir elektrophysiologische und Calcium-Imaging-Experimente

Acetylcholinbromid Sigma, Deisenhofen

Atropinsulfat Sigma, Deisenhofen

Cytisin Sigma, Deisenhofen
Fura-2-acetoxymethylester (Fura-2 AM) Molecular Probes, Niederlande
Hexamethoniumbromid Fluka, Neu-Ulm

Mecamylamin RBI, Kéln

Methyllycaconithin (MLA) RBI, KéIn

(-)-Nikotinditartrat Research Biochemicals Int., Natrick
Nitrendipin Research Biochemicals Int., Natrick
1.3 Enzyme

Die verwendeten Restriktionsenzyme sowie die DNA-modifizierenden Enzyme wurden von
den Firmen Boehringer, Mannheim; Gibco BRL, Eggenstein; Pharmacia, Freiburg und MBI

Fermentas/St. Leon-Roth bezogen und entsprechend den Angaben der Hersteller verwendet.

1.4 Antikorper

Zur Untersuchung der EGFP-gekoppelten nAChR-Untereinheiten wurde als Erstantikorper
der polyklonale aus Kaninchen gewonnene GFP-Antikérper der Firma Mobitec/Gottingen
verwendet. Dieser wurde in einer Verdiinnung von 1:500 in Immunfluoreszenzfiarbungen
bzw. 1:2000 in Western-Blot-Analysen eingesetzt.

Als Zweitantikdrper dienten anti-Kaninchen-Antikorper aus der Ziege, die entweder fiir
Immunfluoreszenzfirbungen = mit dem  Fluoreszenzfarbstoff =~ Texas-Rot (TR)
(Dianova/Hamburg ) oder fiir Western-Blot-Analysen mit dem Enzym Meerrettich-
Peroxidase (POD) gekoppelt waren (Dako/Hamburg). Der TR-gekoppelte Antikorper wurde
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1:200 und der POD-gekoppelte Antikorper 1:2000 in den entsprechenden Analysen ein-
gesetzt.

Fiir den Nachweis des exprimierten a7 nAChR-Proteins mittels Western-Blots wurde ein
polyklonaler anti-07-Erstantikdrper verwendet, der aus der Ziege gewonnen worden war
(Santa Cruz/Heidelberg) und 1:500 in den Analysen verdiinnt wurde. AnschlieBend wurde ein
POD-gekoppelter anti-Ziege-Antikorper als Zweitantikorper in einer Verdiinnung 1:2000
verwendet (Dako/Hamburg).

1.5 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech/Ebersberg synthetisiert, um die
cDNA verschiedener nAChR-Untereinheiten aus dem Menschen und der Ratte mit Hilfe der
PCR zu amplifizieren und anschlieBend in einen geeigneten Expressionsvektor zu klonieren.

Die eingefiigten Restriktionsschnittstellen sind fett markiert.

nAChR- |Strang |Sequenz Schnitt-
Unter- stelle
einheit
Human 5’ GCCAACATATAAGCTTATGGCTCTGGCCGTCTCGCT | HindIIl
a3 3 GCACTTGATAGGTACCTGCATCTTCCCTGGCCATCA  |Kpnl
Human 5 GCAAATATATAAGCTTATGGCGGCGCGGGGGTCAGG | HindIIl
as 3’ GCAGCGGACCGGTACCCTTATTTGCATTTCCAATAT | Kpnl
Human 5 GCAGATATATGAGCTCATGCTGACCAGCAAGGGGC Sacl
a6 3 GCACTTGATAGGTACCAGATTTTCCTGTGTGTTCC Kpnl
Human 5 GCAAAAAAAAGGATCCATGCGCTGCTCGCCGGGAGG |BamHI
ar 3’ GCAAAAATAAGGATCCCGCAAAGTCTTTGGACACGG |BamHI
Human 5 GCCACCGTCGAAGCTTATGCTCCCAGATTTTATGCT HindlIII
53 3’ GTCCGTTCAAGGTACCATGGTAACTATGTAGCCACA |Kpnl
Human 5 GCAAAAATATAAGCTTATGAGGCGCGCGCCTTCCCTG |HindIIl
pA GT
3’ CATCTTGATAGGTACCGTCACGCTGGGCAGCGTAGG |Kpnl
Ratte a7 |5’ GCAAAAATATAAGCTTATGTGCGGCGGGCGGGGAGG |HindIIl
3 CTACTTGATAGGTACCAGCAAAGTCTTTGGACACAG |Kpnl
Ratte a3 |5’ CTATCGGGTCAAGCTTATGGGTGTTGTGCTGCTCCC HindIII
3 GACAGTGCACGGTACCTGTGTCATCTCTGGCCATCA | Kpnl
GAP-DH |5’ CATCACCATCTTCCAGGAGCG keine
3’ GGTCCACCACCCTGTTGCTGTAG keine
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1.6 Bakterienstamme

Zur Vermehrung von Plasmiden wurden folgende E. coli Bakterienstimme verwendet:

e C600 (Appleyard, 1954; Raleigh et al., 1988)

Genotyp: F’; el4-(McrA’; thr-1; leuB6; thi-1; lacY1; supE44; rfbD1; thuA2l, EcoKr'm';
McrBC+

e X[ 1-Blue (Stratagene/Heidelberg)

Genotyp: recAl; endAl;gyrA96; thi-1; hsdR17; supE44; relAl; lac; [F'proAB; laclq;
ZAAM15; TN1O (tet)]

e Top 10F’ (Invitrogen/Niederlande)

Genotyp: mcrA A (mrr-hsdRMS-mcrBC); ®@80lacZAM15; DlacX74; recAl; deoR; araD139;
A(ara-leu)7697; galU; galK; rpsL; (SteR); end Al; nupG

1.7 Plasmidvektoren

e pCDNA3":

Dieser eukaryotische Expressionsvektor stellt eine weiterentwickelte Form von pCDNAINeo
dar (Invitrogen/Niederlande). Der Vektor steht unter der Kontrolle des Cytomegalievirus
(CMV) Promotors. Aufgrund eines BGH (bovine growth hormone)-Polyadenylierungssignals
wird das eingefiihrte Gen mit einem PolyA-Schwanz versehen. AuBlerdem weist der Vektor
ein Neomycinresistenzgen unter der Kontrolle eines SV40-Promotors zur Selektion
transfizierter, eukaryotischer Zellen mittels Geniticin und ein Ampicillinresistenzgen zur
Selektion transformierter Bakterien auf.

e pBTKpac:

Dieser eukaryotische Expressionsvektor enthdlt ein Puromycinresistenzgen unter der
Kontrolle des Thymidin-Kinase (TK)-Promotors. Bei der Herstellung stabiler Zellinien wurde
zur Vermittlung einer zusitzlichen Antibiotikaresistenz dieser Vektor kotransfiziert.

e pEGFP N-3:

Die Besonderheit dieses eukaryotischen Expressionsvektors besteht darin, dafl er mit dem
EGFP-Gen (enhanced green fluorescent protein) ein griin fluoreszierendes Reportersystem
aufweist. Im Vergleich zu dem aus der Qualle Aequorea victoria isolierten Wildtyp-GFP
enthilt das EGFP mehrere Mutationen. Durch den Austausch von Phenylalanin-64 gegen
Leucin sowie von Serin-65 gegen Thyrosin konnte die Fluoreszenzstdrke bis um das 35-fache
verstirkt werden. (Cormack et al., 1996 ; Yang,T.T. et al. 1996)

Die multiple Klonierungsstelle des Vektors befindet sich auf der 3’-Seite der fiir EGFP
kodierenden Sequenz, weshalb EGFP in dem exprimierten Fusionsprotein C-terminal angela-
gert wird. Der Vektor steht unter der Kontrolle eines CMV-Promotors und enthélt stromab-
wirts eine SV40-Polyadenylierungsstelle. Weiterhin vermittelt ein Neomycingen unter der

Kontrolle eines SV40-Promotors transfizierten eukaryotischen Zellen eine Resistenz gegen-
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tiber dem Antibiotikum Geniticin. Das enthaltene Kanamycingen ermoglich eine Selektion
von transformierten Bakterien.

Bei der Klonierung eines Gens in die multiple Klonierungsstelle des Vektors darf das
Leseraster zwischen dem einklonierten Gen und der EGFP-Sequenz nicht verédndert werden.
Andernfalls wiirde das Reporterprotein EGFP nicht in der korrekten Aminosduresequenz
translatiert werden. Deshalb ist der Vektor kommerziell in drei Leseraster-Varianten erhéltlich
(Invitrogen/Niederlande), wobei die N3-Version verwendet wurde.

e pCR"2.1-TOPO":

Dieser prokaryotische Vektor wurde zur direkten Klonierung von PCR-Fragmenten

verwendet. Das enthaltene Kanamycingen sowie das Ampicillingen ermoglichen eine

Selektion von untransformierten Bakterien (Invitrogen /Niederlande).

1.8 DNA-Konstrukte

Die verwendeten cDNAs der humanen nAChR-Untereinheiten 02-07 und (2-4 in dem
eukaryotischen Expressionsvektor pPCDNA3 (Invitrogen/Niederlande) wurden unserem Labor
freundlicherweise von der Firma Janssen (Belgien) zur Verfiigung gestellt (Groot Kormelink
und Luyten, 1997). In dem gleichen Expressionsvektor waren die cDNAs der nAChR-Unter-
einheiten a3 (PCA48E; Boulter et al., 1987), a7 (Seguela et al., 1993) und 4 (ZPC13;

Duvoisin et al., 1989) aus der Ratte in unserer Arbeitsgruppe bereits vorhanden.

1.9 DNA-Langenstandards

e lkb-Leiter (MBI Fermentas/St. Leon-Roth) mit folgenden DNA-Fragmenten (Lénge in

Basenpaaren):

10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500, 2000, 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100.
e A-Styl/pBr322-Alul- Marker mit folgenden DNA-Fragmenten (Lénge in Basenpaaren):

19332, 7743, 6223, 4254, 3472, 2690, 1882, 1489, 908, 659, 521, 403, 281, 100

1.10 Zellinien

e GH4C1:

Die Zellinie GH4C1 wurde aus der Zellinie GH3 entwickelt (Tashijan, 1968). Diese ist eine
Karzinom-Zellinie aus der Hypophyse der Ratte, die durch die Sekretion von Wachstums-
hormonen gekennzeichnet ist (ATCC-Nr.: CCL-82.2).
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e HEK-293:

HEK-293 ist eine humane Embryokarzinom-Zellinie aus der Niere. Die Zellen sind mit dem
Adenovirus 5 transformiert (Graham et al., 1977). ATCC-Nr.: CRL 1573 (American Tissue
Type Collection)

e HEK-293/a1l:

Bei dieser Zellinie handelt es sich um HEK-293-Zellen, die bereits stabil mit dem spannungs-
gesteuerten Calcium-Kanal Lal;cy transfiziert waren (Kleppisch et al., 1994). Die Zellen
wurden freundlicherweise von Prof. Franz Hoffmann, Institut fiir Pharmakologie und Toxi-
kologie, TU Miinchen, zur Verfiigung gestellt.

e PCC7-Mz1:

Bei der Embryonalkarzinomzellinie PCC7-Mz1 handelt es sich um einen Subklon der PCC7-
AzaR1-Zellen (Klon 1009). Die PCC7-AzaR1-Zellen sind wiederum ein Subklon der
PCC7-S-Zellen, welche spontan aus dem vestikuldren Tumor des rekombinanten Inzucht-
miusestammes 129xC57B1/6J hervorgegangen sind (Pfeiffer et al., 1981; Paulin et al., 1982;

Lang et al., 1989)
e QT6:

Die Zellinie QT6 ist eine Fibrosarcom-Zellinie aus Coturnix coturnix japonica (Moscovici C.
etal., 1977; ATCC-Nr.: CRL-1708).

1.11 Puffer und Kulturmedien

Name

Zusammensetzung

LB-Medium
(Luria-Bertani)

10 g Caseinhydrolysat, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl auf 1 1
bidest. Wasser; pH 7,4 mit NaOH einstellen; fiir Platten
15 g Agar pro 1 Medium zusetzen; autoklavieren

SOC-Medium 20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 186 g KCl,2 g
MgCly, 3,6 g Glucose in 1 1 bidest. Wasser
10 x PBS 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na,HPO,, 1,5 mM

(phosphate buffered saline)

KH,POy4; pH 7,4

10 x MOPS
(3-Morpholino-

250 mM 3-(N-morpholino)propansulfonsdure (MOPS),
50 mM NaOAc, 10 mM NaN,N,N’,N’-

propansulfonséure) Ethylendiamintetraacetat (EDTA); pH 7,0 mit NaOH
eingestellt; Lagerung bei 4°C
20 x SSC 3 M NaCl, 300 mM Natriumcitrat; pH 7,0 mit NaOH

(saline sodium Citrate)

eingestellt

10 x TBE
(Tris, Borsdure, EDTA)

890 mM Tris, 890 mM Borsédure, 9 mM EDTA; ergibt pH
8,4

TE
(Tris, EDTA)

10 mM Tris/HCI pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0
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2 Molekularbiologische Methoden

2.1 Klonierung spezifischer DNA-Fragmente

Zur Klonierung von spezifischen DNA-Fragmenten miissen diese zunichst {liber geeignete
Restriktionsschnittstellen in bakterielle Vektoren eingebracht werden. Nachdem die
Aufnahmebereitschaft der Bakterien entsprechend erhoht wurde (kompetente Zellen), konnen
die Vektoren in die kompetenten Bakterien eingebracht, dort vermehrt und schlieSlich auch

wieder isoliert werden.

2.1.1 DNA-Amplifikation mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden die cDNAs verschiedener nAChR-
Untereinheiten aus der Ratte bzw. dem Mensch amplifiziert. Fiir ihre spitere Klonierung
wurden gleichzeitig durch gezielte stille Mutationen Restriktionsschnittstellen stromaufwarts
bzw. stromabwirts von der amplifizierten cDNA eingefiihrt.

Die PCR-Reaktionsansitze besallen jeweils ein Volumen von 50 pl, wobei die cDNA in 30

Zyklen amplifiziert wurde.

PCR-Ansatz 1 ul  cDNA Matrize (20-100 ng)
2 ul  Primer-Mix (5°- und 3’-Primer jeweils 25 pmol/ul)
S5ul  10x HF cDNA PCR Puffer (Clontech/Palo Alto)
5ul  dANTP-Mix (dATP, dCTP, dTTP, dGTP jeweils 2 mM)
1 ul  HF cDNA Polymerase-Mix (Clontech/Palo Alto)
xul  HO
50 ul  Endvolumen

PCR-Programm: Temperatur Zeit Zyklen
94°C 1 min
94°C 20s 30
68°C 4 min
68°C 4 min
4°C bis zur Entnahme

2.1.2 DNA-Spaltung durch Endonukleasen

Restriktionsenzyme erkennen spezifische Basensequenzen der DNA und hydrolysieren

spezifisch die Phosphodiesterbindung zwischen 2 Nukleotiden, die entweder innerhalb der
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Erkennungsequenz oder in definiertem Abstand dazu liegen. Bei der Hydrolyse entstehen
DNA-Fragmente mit glatten oder {iberhingenden Enden.

Die Temperatur- und Pufferbedingungen im Restriktionsansatz wurden dabei entsprechend
den Angaben des Herstellers flir jedes Enzym eingestellt. Das Volumen wurde so gewdhlt,
dal3 der Volumenanteil des eingesetzten Enzyms nicht 10 % des Gesamtvolumens iiberstieg.
Ein Restriktionsansatz mit einem Volumen von 10 pl enthielt 100-500 ng DNA, 1 pl 10x
Restriktionspuffer sowie durchschnittlich 2 Einheiten (U) Enzym und wurde bei der
empfohlenen Temperatur 1 h inkubiert. Die Vollstdndigkeit der Reaktion wurde im Anschluf3
durch die Auftrennung der DNA-Fragmente in einem 0,7 %-igen Agarosegel iiberpriift.

Fiir praparative Restriktionen von 1-10 pg DNA wurde die erforderliche Enzymmenge nach
folgender Formel berechnet:

Anzahl der Schnittstellenim Plasmid x MG von A
Anzahl der Schnittstellen auf A x MG des Plasmids

U (Enzym) = Xug DNA

2.1.3 Dephosphorylierung von geschnittenen Vektoren

Wenn ein Vektor zur Klonierung nur mit einem Restriktionsenzym geschnitten wurde, so
wurde der linearisierte Vektor an beiden Enden mittels alkalischer Phosphatase dephosphory-
liert, um seine Rezirkularisierung bei der anschlieBenden Ligationsreaktion zu verhindern.

Zu dem hitzeinaktivierten Restriktionsansatz wurden 50 mM Tris/HCI pH 9,5 hinzugegeben
und fiir 1 h bei 37°C inkubiert. (Sambrook et al., 1989). Die Reaktion wurde gestoppt, indem
der Restriktionsansatz direkt auf ein Agarosegel aufgetragen wurde. Aus diesem wurden
anschliefend die Vektor-DNA-Fragmente isoliert.

Restriktionsansatz: 5 pug  geschnittener Vektor (in 50 ul Restriktionsansatz)
6,5 ul 500 mM Tris/HCI pH 9,5
3 ul alkalische Phosphatase (1U/pul)
xpl HO
65 ul  Endvolumen

2.1.4 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das Nucleo-Spin®-Kit
(Machery-Nagel/Diiren) verwendet. Das Prinzip dieser DNA-Isolation beruht darauf, daf3 die

Agarose in Losung gebracht wird, und die freigesetzten Nukleinsduren unter Hydrolyse-
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bedingungen quantitativ an die Sdulenmatrix binden. Die Elution der DNA erfolgt mit einer
Losung geringer Salz-Konzentration.

Zur Isolierung des gewiinschten DNA-Fragments wurde die entsprechende Bande aus einem
0,7 %-igen Agarosegel auf dem UV-Tisch ausgeschnitten. Das ausgeschnittene Gelstiick
wurde gewogen, mit 300 ul NT1-Puffer pro 100 mg Gel versetzt und 10 min bei 50°C
inkubiert, um die Gelmatrix zu schmelzen, wobei der Ansatz im Abstand von 2-3 min griind-
lich gemischt wurde. Anschlieend wurden die geldsten Bestandteile auf eine Nucleo-Spin®-
Sdule aufgetragen. Nach einer Zentrifugation von 1 min bei 6000 g in der Eppendorf-Tisch-
zentrifuge 5417C, wurde der Durchflul verworfen, die Séule mit 700 ul NT3-Puffer beladen
und bei maximaler Geschwindigkeit 1 min zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Durchflules wurde dieser Waschschritt ein weiteres Mal wiederholt. Die Sédulenmatrix wurde
nun durch eine Zentrifugation der leeren Séule bei maximaler Geschwindigkeit fiir 1 min
getrocknet. Anschlieend konnte die vom Gel und den Ethidiumbromid-Anteilen gereinigte
DNA mit 50 pl H>O bei einer Zentrifugation mit maximaler Geschwindigkeit fiir 1 min von
der Sdulenmatrix abgeldst werden. Die Ausbeute der DNA-Isolierung wurde auf einem
Agarosegel kontrolliert und betrug 50-80 % der eingesetzten DNA-Menge.

2.1.5 Ligation von DNA

e 5x Ligasepuffer: 250 mM Tris/HCI pH 7,6; 25 mM MgCl,; 5 mM DTT; 5 mM ATP;
25 % (w/v) PEG 8000

e T4-DNA-Ligase: 1 U/ul in 1 mM EDTA; 5 mM DTT; 60 mM KCI; 50 % Glycerol;
20 mM Tris/HCI; pH 7,5

Die Ligation von geschnittenen, aus Agarosegelen aufgereinigten DNA-Fragmenten und dem
entsprechend geschnittenen Vektor erfolgte in einem Gesamtvolumen von 15 pl. In einem
Ligationsansatz wurden 50-100 ng DNA-Fragment sowie 25-50 ng Vektor mit 1U T4-Ligase
(Pharmacia/Freiburg) in 1 x Ligase-Puffer bei 12°C iiber Nacht inkubiert. Als Kontrolle fiir

die Rezirkularisierung des Vektors wurde ein Ansatz ohne DNA-Fragment mitgefiihrt.

2.1.6 Herstellung kompetenter Bakterien

E. coli-Bakterien wurden durch Behandlung mit zweiwertigen Ionen (Ca®>’, Rb*", Mn®")
aufnahmeféhig fiir DNA gemacht (Hanahan, 1983).
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e TFB I-Puffer: 30 mM Na'-Acetat; 50 mM MnCly; 100 mM RbCly; 10 mM CaCly;
15 % (v/v) Glycerol; pH 5,8

e TFB II-Puffer: 10 mM MOPS; 75 mM CaCl,; 10 mM RbCly; 15 % (v/v) Glycerol,
pH 7,0

Zunichst wurde E. coli rekloniert, indem aus einer Einzelkolonie eine 5 ml Ubernachtkultur
angeimpft wurde. Diese Ubernachtkultur wurde in 500 ml LB-Medium iiberimpft und bei
37°C bis zu einer optischen Dichte (ODsgs) von 0,45-0,55 inkubiert. Die Bakterienkultur
wurde nach dem Abkiihlen auf Eis in einem sterilen R6hrchen in dem auf 4°C abgekiihlten
SS34-Rotor der Sorvall-Kiihlzentrifuge abzentrifugiert. Das abzentrifugierte Bakterienpellet
wurde vorsichtig unter Vermeidung von Luftblasen in 15 ml eiskaltem TFB I-Puffer
resuspendiert. Nach ein Inkubationszeit von 10 min auf Eis, wurde die Bakteriensuspension
bei 3000 Upm 10 min im SS34-Rotor der Sorvall-Kiihlzentrifuge bei 4°C abzentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde vorsichtig in 4 ml eiskaltem TFB II-Puffer aufgenommen. Je 200 pl
dieser Bakterienldsung wurden auf Eis aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
anschlielend bei - 80°C gelagert.

2.1.7 Transformation von kompetenten Bakterien

Transformationen wurden sowohl mit den selbst kompetent induzierten E. coli C600 bzw.
XL1-Blue sowie mit den ultrakompetenten, kommerziell erworbenen Top 10F’-Bakterien
(Invitrogen/Niederlande) durchgefiihrt.

e Transformation von E. coli C600 bzw. XL1-Blue:

Zu dem Aliquot an kompetenten Bakterienzellen von 100 pl wurde der vorgekiihlte Ligation-
sansatz bzw. bei einer Retransformation 50 ng DNA pipetiert und 20 min auf Eis inkubiert.
Nach Erwidrmung auf 42°C fiir 2 min (Hitzeschock) wurden 500 pl LB-Medium hinzu-
gegeben und die Bakterien fiir weitere 45 min bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert.
AnschlieBend wurden die Bakterien auf festen LB-Nahrbdden ausgestrichen. Die Nahrboden
enthielten das entsprechende Antibiotikum (Ampicillin: 50 pg/ml Medium; Kanamycin:

30 pg/ ml Medium), gegen das erfolgreich transformierte Bakterien resistent sein sollten.

e Transformation von Top 10F’ (Invitrogen/Niederlande)

Bevor zu der Bakteriensuspension von 50 pul der Ligationsansatz gegeben wurde, erfolgte eine
Zugabe von [3-Mercaptoethanol (0,1 mM). Nach einer Inkubationszeit von 30 min auf Eis,
wurde das Gemisch fiir 0,5 min auf 42°C im Wasserbad erwédrmt (Hitzeschock).
AnschlieBend wurde der Ansatz fiir 2 min auf Eis abgekiihlt, bevor die Bakterien in 250 pl

vorgewiarmtem SOC-Medium fiir 1 h bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert wurden. Die trans-
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formierten Bakterien wurden auf LB-Platten ausgestrichen, welche jeweils die oben aufge-

fihrten Antibiotika-Konzentrationen enthielten.

2.1.8 Isolierung von Plasmid-DNA durch Minipréparation

Um eine qualitative Aussage iiber die von Bakterien aufgenommene DNA treffen zu konnen,
mulf diese aus den Bakterien isoliert werden. Die Plasmid-DNA wurde nach der Methode von

Birnboim und Doly (1979) nach dem Prinzip der alkalischen Lyse gewonnen.

e Puffer 1: 50 mM Glucose; 50 mM EDTA; 25 mM Tris/HCI, pH 8,0
e Puffer2: 1% SDS; 0,2 M NaOH (frisch angesetzt)
e Puffer 3: 3 M K'-Acetat, pH 5,5

Dazu wurde eine Einzelkolonie von einem festen Nahrboden mit einem sterilen Zahnstocher
in eine 3 ml-Fliissigkultur liberimpft, die wiederum mit dem selektionierenden Antibiotikum
versetzt war. Nach einer Wachstumsphase iiber Nacht auf dem Schiittler bei 37°C und bei
200 Upm wurden die Bakterien in der Eppendorf-Tischzentrifuge 5417C bei 6000 Upm 3 min
abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 pl Puffer 1 mittels Vortexen gut resuspen-
diert und mit 200 pl Puffer 2 versetzt. Eine Inkubation von 5 min bei Raumtemperatur fiihrte
zur Lyse der Bakterienzellen. Durch Zugabe von 150 pl eiskaltem Puffer 3 wurde der Ansatz
neutralisiert. Die chromosomale DNA und Proteine wurden denaturiert und ausgefillt,
wihrend die Plasmid-DNA in Losung blieb. Das Bakterienlysat wurde fiir weitere 20 min auf
Eis inkubiert. Der entstehende weille flockige Niederschlag wurde anschlieBend bei
maximaler Geschwindigkeit in der Eppendorf-Tischzentrifuge 5417C 15 min abzentrifugiert
und verworfen. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt und die
enthaltene Plasmid-DNA mit dem 2,5-fachen Volumen an 100 %-igem Ethanol gefillt. Nach
einer Zentrifugation von 5 min bei maximaler Geschwindigkeit wurde das Plasmid-DNA-
Pellet mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und anschliefend an der Luft getrocknet. Die
Plasmid-DNA wurde nun in einem Volumen von 30-50 pl TE oder H,O gelost und

anschlieBend bei 4°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

2.1.9 Isolierung von Plasmid-DNA durch Maxipraparation

Fiir die Transfektion eukaryotischer Zellen muf3 die DNA in sehr reiner Form vorliegen, da
bakterielle Proteine zum Absterben der Zellen fiihren konnen. Dariiber hinaus werden in
solchen Transfektions-Experimenten groflere Mengen hochkonzentrierter DNA bendtigt,

weshalb die zu transfizierenden Expressionsvektoren in Maxipriparationen hergestellt
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wurden. Dazu wurde der Qiagen-Maxi-Kit (Qiagen/Hilden) verwendet, dessen Prinzip auf der
modifizierten alkalischen Lyse und einer sich anschlieBenden Anionenaustauscher-
chromatographie beruht.

Von den mit dem zu préiparierenden Plasmid transformierten Bakterien, die auf einer Antibio-
tika-enthaltenden LB-Platte gewachsen waren, wurde eine Einzelkolonie gepickt und in eine 3
ml-Fliissigkultur mit selektionierendem Antibiotikum iiberimpft. Diese Vorkultur wurde iiber
Tag bei 37°C auf dem Schiittler inkubiert und anschlieBend in 300 ml LB-Antibiotikum-
Medium iiberimpft. Diese Wachstumskultur wurde iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler
inkubiert. Die Zellen wurden in der Sorvall-Zentrifuge bei 6000 Upm fiir 15 min abzentrifu-
giert. Aus dem Bakterienpellet wurde mittels Qiagen-Maxi-Kit nach den Angaben des
Herstellers die Plasmid-DNA isoliert. Die gewonnene DNA wurde noch einmal in
0,1 Volumen NaCl und 2,5 Volumen 100 %-igem Ethanol umgefillt und konnte nach dem
Trocknen im Vakuum abschlieBend in 100-500 ul TE geldst werden. Die enthaltene DNA-
Konzentration wurde photometrisch bestimmt, wobei einer optischen Dichte von 1 bei einer

Wellenlidnge von 260 nm 50 ng/pl doppelstrangiger DNA entspricht.

2.1.10 Auftrennung von DNA durch Gelelektrophorese

e 3x Probenpuffer: 20 % Ficoll 400; 0,075 % Bromphenolblau oder Xylencyanol in 3x TBE

Geschnittene DNA wurde sowohl fiir analytische als auch fiir pridparative Zwecke in
Agarosegelen aufgetrennt. Je nach Grofle der zu untersuchenden DNA-Fragmente wurden ein
Anteil von 0,7-1,2 % Agarose in TBE-Puffer geldst und in der Mikrowelle aufgekocht. Vor
dem GieBen in eine Schale wurde dem Gemisch Ethidiumbromid (0,08 pg/ml) zugesetzt. Die
gleiche Etidiumbromidkonzentration war im TBE-Laufpuffer enthalten. Die Proben wurden
vor dem Auftragen mit 3x Probenpuffer versetzt und anschlieBend geméf ihrer GroBe bei
200 V im elektrischen Spannungsfeld aufgetrennt. Im Anschlu8 wurden die aufgetrennten
DNA-Fragmente unter der UV-Lampe (A=254 nm) sichtbar gemacht und gegebenenfalls
photographiert. Zur Beurteilung der Lange der DNA-Fragmente wurden 10 pl Léngen-
standard (Kap. I1.1.9) zeitgleich mitgefiihrt.

2.2 Hybridisierung von Ribonukleinsduren, Northern-Blot Analysen

2.2.1 Praparation von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen wurde der ,,RNeasy Total RNA
Kit* (Qiagen/Hilden) verwendet. Bei dieser RNA-Praparationsmethode wird die RNA nach

der Zelllyse unter stark denaturierenden Bedingungen mit RNAse-inaktivierender Wirkung
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gebracht und anschliefend an eine Silica-Membran gebunden. Aufgrund des Hochsalzpuffer-
systems bindet nur die RNA spezifisch an die Sdulenmatrix, wihrend andere Bestandteile
durch verschiedene Waschschritte entfernt werden konnen. Die reine RNA konnte
abschlieBend mit RNAse-freiem H,O eluiert werden. Die maximale Bindekapazitit der
Membran betrug 100 pg RNA.

Fiir die Isolierung von Gesamt-RNA wurden die Zellen von ein bis zwei 56 cm?-Schalen ein-
gesetzt. Nach dem Entfernen des Kulturmediums wurde der adhdrente Zellrasen zuerst zwei-
mal mit je 5 ml eiskaltem 1x PBS gewaschen. Die Zellen jeder Schale wurden mit 600 pl
Lysispuffer RLT versetzt, der 10 pl B-Mercaptoethanol pro ml Puffer enthielt. Die Zellen
wurden nun mit einem Gummispatel abgeldst. Zur Homogenisierung der Zellen und zum
Scheren von genomischer DNA wurde das Zelllysat viermal mit einer Spritze durch eine
Kaniile aufgezogen. Das Gemisch jeder Schale wurde mit 600 pl 70%-igem Ethanol versetzt.
Von diesem Ansatz wurden jeweils 600 ul auf eine Sdule appliziert und in der Eppendorf-
Tischzentrifuge 5417C bei 10000 Upm 15 s zentrifugiert. Dabei bindet die RNA spezifisch an
die Membran und der Durchflul konnte deshalb verworfen werden. Nachdem das gesamte
Zelllysat auf die Membran aufgebracht worden war, folgte der erste Waschschritt mit 700 pl
Waschpuffer RW1. Nach einer Zentrifugation von 15 s bei 10000 Upm wurde der Durchfluf3
erneut verworfen und die Sdule in ein neues, steriles Reaktionsgefdf tiberfiihrt. Die Membran
wurde nun mit 500 ul Waschpuffer RPE unter den oben beschriebenen Bedingungen zentri-
fugiert. Im letzten Waschschritt wurden die auf die Séule aufgetragenen 500 ul Waschpufter
RPE 2 min bei 14000 Upm zentrifugiert, wobei die Membran vollstdndig von dem im RPE-
Puffer enthaltenen Ethanol befreit werden sollte. Die reine RNA konnte nun durch zweimal
25 pl DEPC-H,O0 in ein neues, steriles Reaktionsgefd3 eluiert werden. Dazu wurde jeweils
1 min bei 8000 g zentrifugiert. Die Konzentration der préparierten RNA wurde photometrisch
bestimmt, wobei eine OD von 1 bei einer Wellenldnge von 260 nm einer RNA-Konzentration

von 30 pg/ml entspricht.

2.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von RNA

e 1,2 %-iges Formaldehyd-Gel: 0,6 g Agarose; 36 ml H,O; 5 ml 10x MOPS; 9 ml
37 % Formaldehyd

e 2x Probenpuffer: Ix MOPS; 50 % Formamid; 1,8 M Formaldehyd; 3,5 %
Ficoll 400, 0,025 % Bromphenolblau

Die Auftrennung der RNA erfolgte in 1,2 %-igen Agarosegelen, denen Formaldehyd als
denaturierendes Agens zur Auflosung von RNA-Sekundirstrukturen zugesetzt wurde. Bei der
Herstellung des Gels wurde die Agarose zundchst mit H,O aufgekocht. Nachdem das
Gemisch auf ca. 60°C abgekiihlt war, wurden MOPS und der leichtfliichtige Formaldehyd
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direkt vor dem Gielen des Gels zugesetzt. Die RNA-Proben wurden mit einem Volumen
Probenpuffer versetzt, 15 min auf 56°C erwiarmt und dann 5 min auf Eis abgekiihlt. Nach der
Zugabe von 1 pl Ethidiumbromid (1mg/ml) wurden die Proben auf das Gel aufgetragen und
bei 100 V im elektrischen Spannungsfeld mit 1x MOPS als Laufpuffer aufgetrennt. Das Gel
wurde nach der Elektrophorese auf dem UV-Tisch photographiert.

2.2.3 Northern-Blot-Transfer

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurde die RNA mittels Kapillarblot auf eine
Nylon-Membran transferiert.

Uber eine mit Transferpuffer 20x SSC gefiillte Schale wurde eine Glasplatte gelegt. Dariiber
wurde ein mit Transferpuffer befeuchtetes 3MM-Papier so positioniert, dal seine Enden
jeweils in die Pufferkammer eintauchten. Nacheinander wurde auf dem 3MM-Papier das
jeweils mit Transferpuffer befeuchtete Gel und die auf die GelgroBe zugeschnittene Nylon-
Membran (Hybond N'/Amersham) platziert. Vier weitere Lagen 3MM-Papier folgten der
Membran. AnschlieBend wurden mehrere Lagen saugfihiges Filterpapier aufgelegt. Um die
Diffusion der RNA zu erleichtern, wurde der Aufbau mit Gewichten beschwert. Durch die
entstehenden Kapillarkrdfte wurde die RNA aus dem Gel auf die Membran iibertragen. Der
Transfer erfolgte iiber Nacht. Nach einem kurzen Waschschritt mit 2x SSC wurde die
Membran im Ofen fiir 4 hn bei 80°C erhitzt, um die RNA-Molekiile auf der Membran zu

immobilisieren. Die Position der 18 S und 28 S RNA wurde als Langenstandard verwendet.

2.2.4 Herstellung einer spezifischen Sonde mittels PCR

Die verschiedenen nAChR-Untereinheiten weisen untereinander die geringste Homologie in
threm cytoplasmatischen Loop auf. Deshalb wurde ein 266 bp-Fragment aus diesem Bereich
des a7 nAChR mittels PCR amplifiziert und in Northern-Blot-Analysen als spezifische Sonde
verwendet. Als Hybridisierungskontrolle wurde ein fiir das Stoffwechselenzym Glyceral-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAP-DH) spezisches PCR-Amplifikat mit einer Lange von 900 bp
mitgefiihrt.
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PCR-Ansatz: Sul  cDNA Matrize (2,5 ng ra7/pCDNAINeo oder 5 pul
Rerverse-Transkriptase-Reaktion von HEK-293/a1)
Iul  Primer-Mix (5°- und 3’°-Primer jeweils 25 pmol/pl)
S5ul  10x PCR Puffer (Pharmacia/Freiburg)
Iul  dANTP-Mix (dATP, dCTP, dTTP, dGTP jeweils 2,5 mM)
0,5 ul Tag-Polymerase (Pharmacia/Freiburg)
xul  HO
50 ul  Endvolumen

PCR-Programm: Amplifikation von a7 nAChR Amplifikation von GAP-DH
Temperatur | Zeit Zyklen Temperatur | Zeit Zyklen
94°C 5 min 94°C 4 min
94°C I min |30 94°C 0,5 min |30
61°C 0,5 min 58°C 1 min
72°C 1 min 72° C 1 min
72°C 7 min 72°C 7 min
4°C bis zur Entnahme 4°C bis zur Entnahme

Alle Sonden wurden mit Hilfe des Nucleo-Spin®-Kit (Machery-Nagel/Diiren) elektro-
phoretisch (Kap. 11.2.1.4) gereinigt und bis zu ihrer Verwendung bei — 4°C aufbewahrt.

2.2.5 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten

Die Markierung der DNA-Fragmente erfolgte mittels ‘primer-extension’-Reaktion (Feinberg
und Vogelstein, 1983) an Hexanukleotiden mit einer statistischen Sequenz durch das Klenow-
Fragment der DNA-Polymerse I (Pharmacia/Freiburg) in Anwesenheit von a**P-dCTP.

e 5x Klenow-Puffer: 250 mM Tris/HCI, pH 7,5; 25 mM MgCl,
e Stop-Puffer: 0,2 M EDTA; 5 % Glycerin; 1 % Dextranblau

e Sdulenmaterial: 1 g Sepadex-G75 in 15 ml TE, autoklavieren

30-50 ng gereinigtes DNA-Fragment wurde mit 3 pg statistischen Hexanukleotiden in einem
Gesamtvolumen von 8,5 pl 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieBend schnell auf Eis fiir
5 min abgekiihlt. Nach Zugabe von 4 pl 5x Klenow-Puffer, 1ul Nukeotid-Mix (dATP, dGTP
und dTTP jeweils 2 mM), 1 ul 0,1 M DTT sowie 5 pl 3,3 pM o*’P-dCTP wurde die enzyma-
tische Verldngerung der Primer durch Zugabe von 5 U Klenow-Fragment gestartet und fiir 1 h
bei 37°C im Heizblock inkubiert. Die Reaktion wurde nun durch Zugabe von 20 pl Stop-

Puffer beendet. Nicht eingebaute Mononukleotide wurden mittels S@ulenchromatographie



II Material und Methoden 34

(Sephadex G75) in einer Pasteurpipette abgetrennt. Die spezifische Aktivitit der markierten
Proben betrug ca. 50x10® cpm/pg DNA.

2.2.6 Hybridisierung von Northern-Blot-Membranen mit radioaktiven Sonden

e Hybridisierungspuffer: 50 % Formamid; 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 2,5 mM EDTA; 4 %
SDS; 373 mM NacCl

Zunichst wurde die Membran mit der immobilisierten RNA mit 10 ml Hybridisierungspuffer
vorhybridisiert. Diesem Puffer wurden 250 pg/ml denaturierte Heringssperma-DNA frisch
zugesetzt, um unspezifische Bindungsstellen fiir DNA auf der Membran abzusittigen. Die
Vorhybridisierung wurde mindestens 4 h durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die radioaktiv
markierte denaturierte Probe in mit Heringssperma-DNA versetztem Hybridisierungspuffer
(250 pg/ml) bis zu einer Aktivitdt von 1x10’ cpm/ml verdiinnt und iiber Nacht mit der
Membran bei 42°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Nach dem Entfernen der radioaktiven
Probe wurde die Membran zweimal 10 min mit 2x SSC bei Raumtemperatur und einmal
30 min mit 0,5x SSC bei 60°C gewaschen. Der Nachweis der gebundenen DNA-Sonde auf
der getrockneten Membran erfolgte durch Autoradiographie eines Rontgenfilms (Kodak X-
OMAT AR).

2.3 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)

Das Prinzip dieser Methode besteht darin, dal die Expression eines Gens auf RNA-Ebene
durch PCR nachgewiesen wird. Dazu muf3 zunichst die in einer Zelle vorhandene RNA mit
Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden, um anschlie3end
nachzuweisende DNA-Fragmente mittels spezifischer Primer zu amplifizieren und damit zu

identifizieren.

2.3.1 Herstellung von cDNA (copy DNA)

e 5x Reverse Transkriptase-Puffer: 375 mM KCI; 15 mM MgSO,; 250 mM Tris/HCI, pH 8,3

e Superscript-Reverse Transkriptase: 200 U/ul
e DTT: 0,1 M in bidest. H,O
e ANTP-Mix: dGTP, dCTP, dATP und dTTP jeweils 10 mM

Zur Synthese des cDNA-Erststrangs wurde Gesamt-RNA eingesetzt, die wie unter Kap.
I1.2.2.1 beschrieben, préapariert wurde. Pro Reaktion wurden 2 pg RNA mit 0,5 pg Oligo-dT

(15-mere, Pharmacia/Freiburg) versetzt. Oligo-dT bindet an Poly-A-Sequenzen, weshalb in
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der sich anschlieBenden Reversen Transkription bevorzugt reife mRNA, die am 3’-Ende
durch einen Poly-A-Schwanz gekennzeichnet ist, in cDNA iibersetzt wird. Nach dem Erhitzen
fiir 10 min auf 70°C, wurde der Ansatz rasch auf Eis fiir 5 min abgekiihlt, um Sekundér-
strukturen der RNA aufzuldsen. Die Erststrangsynthese wurde in 20 pl Gesamtvolumen in
Gegenwart von 1x Reverse Transkriptase-Puffer, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP-Mix und 200 U
Reverse Transkriptase 1 h bei 37°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Reaktion 10 min
bei 75°C hitzeinaktiviert. Der Ansatz wurde mit bidest. H,O auf ein Gesamtvolumen von 100
ul verdiinnt und bei — 4°C aufbewahrt.

2.3.2 Nachweis spezifischer DNA-Fragmente mittels PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Amplifikation von cDNA der nAChR-Unter-
einheiten verwendet. Dadurch konnte die Expression der nAChR-Untereinheiten auf RNA-
Ebene in den klonalen Zellinien nachgewiesen werden.

Die PCR-Ansitze wurden in einem Volumen von 50 pl durchgefiihrt. Als Matrizen-DNA
dienten 5 pl der entsprechenden cDNA. Diese wurde mit 35 pl bidest. H,O verdiinnt und auf
Eis mit 1x PCR-Puffer, 2 mM MgCl,, jeweils 25 pmol der beiden Primer, 0,05 mM dNTP-
Mix sowie 5 U Taqg-Polymerase (Pharmacia/Freiburg) versetzt. Die Sequenzen der
verwendeten Desoxyoligonukleotid-Primer sind in Kapitel II.1.5 beschrieben. Nachdem der
Ansatz fiir 10 min bei 94°C inkubiert worden war, erfolgte die Amplifikation im ‘Gene Amp
PCR System 2400 Thermocycler, wobei folgende Programme gewéhlt wurden:

Primer Denaturierung Anlagerung Synthese Zyklen
Human a6 |94°C; 4min 60°C; 0,5 min 72°C; 2 min 35
Human 4 |94°C; 4min 68°C; 0,5 min 72°C; 2 min 25
GAP-DH 94°C; 4min 58°C; 1 min 72°C; 1 min 32

Im Anschluf3 an die Amplifikation wurde der Ansatz fiir 7 min bei 72°C gehalten, bevor er
auf 4°C abgekiihlt wurde. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend elektrophoretisch in einem
1 %-igen Agarosegel aufgetrennt und unter UV-Licht mittels Ethidiumbromid (254 nm)
sichtbar gemacht.
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3 Zellbiologische Methoden

3.1 Kultivierung der Zellinien

3.1.1 Kultur von Zellen in Kulturgefallen

e RA Stock-Losung: 1 mg/ml in DMSO, gelagert bei - 80°C. Die Losung wurde vor
Gebrauch mit H,O auf die Endkonzentration 0,1 uM verdiinnt.
e dbcAMP Stock-Losung: 100 mM in H,0, gelagert bei - 20°C.

Alle verwendeten Zellinien wurden in DMEM mit 15 % FCS unter 10 % CO, bei 37°C
kultiviert. Bei einzelnen Experimenten wurde die Wachstumstemperatur 24 h vor den
Messungen auf 25°C bzw. 30°C reduziert, um die Expression der transfizierten Proteine zu
beglinstigen. Bei der Kultivierung der QT6-Fibroblasten wurden dem Kulturmedium 1 %
nicht-essentielle Aminosduren (Sigma, Deisenhofen) zugegeben. Zur Selektion von Zellen
ohne spannungsgesteuerte Calcium-Kanidle, wurde dem Medium fiir HEK-293/a1-Zellen
Geniticin in einer Konzentration von 0,75 pg/ml zugegeben.

Die Zellinien wurden alle 2-3 Tage von ihrer Wachstumsfliche mechanisch abgeldst und in
einer Verdiinnung von 1:3 bis 1:6 in ein neues Kulturgefa iiberfiihrt, um sie in exponen-
tiellem Wachstum zu halten. PCC7-Mz1-Zellen wurden nach dem Abldsen in einer Zelldichte
von 0,5-1x10* Zellen/cm® in ein neues KulturgefiB iiberfiihrt. Fiir die Differenzierung der
Zellen wurde das Kulturmedium einen Tag nach dem Ausplattieren der Zellen auf Deck-
glidschen durch Kulturmedium mit 0,1 pM all-trans Retinsdure (RA) ersetzt. Am folgenden
Tag erfolgte ein weiterer Mediumwechsel, worauthin die Zellen in DMEM mit 15 % FCS, 0,1
uM RA und 1 mM Di-buturyl-cAMP (dbcAMP) kultiviert wurden.

3.1.2 Kultur von Zellen auf Deckglaschen

Um Zellen in immunohistochemischen, elektrophysiologischen und Calcium-Imaging-Unter-
suchungen einsetzen zu konnen, wurden diese auf Deckglidschen aus Glas kultiviert. Da die
Zellen nur bedingt auf Glasflachen adhérieren, muften die Deckgldschen vor dem Aussden
der Zellen mit dem Zelladhédsionsmolekiil Fibronektin beschichtet werden. Dafiir wurden die
Deckgldschen mit 0,5 ml einer Fibronektin-Losung (10 pg/ml) iiberschichtet und eine h bei
37°C inkubiert. Nach dem Entfernen von {iberschiissigem Fibronektin durch zweimaliges
Waschen mit 1x PBS konnten die Zellen aller in dieser Arbeit verwendeten Zellinien
(Ausnahme: PCC7-Mzl1) auf den Deckgldschen kultiviert werden.

Die PCC7-Mz1-Zellen wurden in einer Dichte von 2x10* Zellen/cm? auf Laminin-beschich-

teten Deckgldschen ausplattiert. Zur Laminin-Beschichtung wurden die Glasdeckglédschen mit
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4 pg/ml Laminin in 1x PBS fiir 1 h bei 37°C {iiberschichtet. Vor dem Aussden der Zellen

wurden die Deckgldschen zweimal mit 1x PBS gewaschen.

3.2 Transiente Transfektion

Transiente Transfektionen erfolgten nach der Calciumphosphat-DNA-Prézipitationsmethode
(Graham und Van der EB, 1973; Chen und Okayama, 1987).

e Zusammensetzung der Transfektionslosung/Deckglaschen:
1 pg DNA wurden in 45 pl H>O aufgenommen und mit 50 pl 2x BBS sowie 5 pl 2,5 M CaCl,
versetzt. Nach griindlichem Mischen wurde der Ansatz direkt auf die Zellen gegeben. Alle

Losungen wurden vor Gebrauch sterilisiert.
e 2x BBS: 50 mM BES; 280 mM NaCl; 1,5 mM NaH,POy4; pH 6,95

Die Zellen wurden 24 h vor der Transfektion 30-50 % konfluent aus der Kulturflasche auf
Fibronektin-beschichteten Deckgldschen (Vorbereitung 3.1.2) in einer 24-Loch-Platte aus-
gesdt. Am folgenden Tag wurden zu einem bis zu 70 % konfluenten Zellrasen 100 pl
Transfektionslosung pro ml Medium tropfenweise pipettiert. Die Zellen wurden unter
normalen Kulturbedingungen fiir weitere 24 h mit der Transfektionslosung inkubiert. Danach
wurde der Uberstand durch frisches Medium ersetzt, um die Transfektionsldsung zu entfernen
und fiir weitere 24-48 h bei 37°C inkubiert.

3.3 Stabile Transfektion

HEK-293/a1-Zellen wurden bis zu 50 % konfluent aus der Kulturflasche auf Fibronektin-
beschichtete Gewebekulturschalen mit einem Durchmesser von 3,5 cm ausgesit. Fiir die
Transfektion der Zellen wurden 3 pg DNA in 300 pl Transfektionslosung mit der in
Kap.I1.3.2 beschriebenen Zusammensetzung eingesetzt. Die HEK293/al1-Zellen weisen
aufgrund ihrer stabilen Transfektion mit spannungsgesteuerten Lo 1¢c,-Typ Calcium-Kanélen
bereits eine Resistenz gegeniiber dem Antibiotikum Geniticin auf. Da die zu exprimierenden
nAChR-Gene ebenfalls in Vektoren vorlagen, die ein Geniticinresistenzgen besitzen, wurden
die transfizierten klonalen Zellinien mittels einer zusdtzlich kotransfizierten Puromycin-
resistenz selektioniert. Die DNA des zu exprimierenden Gens wurde dem Transfektionsansatz
im dreifachen UberschuB im Vergleich zu dem Puromycinresistenzvektor pBTKpac
zugesetzt. Infolgedessen sollten Puromycin-resistente Zellen auch die zu exprimierende DNA
aufgenommen haben. Bei gleichzeitiger Transfektion von verschiedenen nAChR-Unterein-

heiten wurden die jeweiligen Expressionsvektoren im Mengenverhéltnis 1:1 eingesetzt.
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Aufgrund der kombinierten Transfektion der Zellen mit Expressionsvektor und Resistenz-
vektor sollten transfizierte Zellen sowohl gegen Geniticin als auch gegen Puromycin resistent
sein. Zur Selektion transfizierter Zellen wurden dem Kulturmedium nach der Transfektion fiir
zwei Wochen 750 pg/ml Geniticin und 0,3 pg/ml Puromycin zugesetzt. Nach dem Absterben
untransfizierter Zellen wachsen resistente Zellen zu kreisrunden klonalen Zellinien, die
mittels Klonierungsringen isoliert und unter Anwesenheit beider Antibiotika vermehrt
wurden.

Nach dieser Vorgehensweise wurden HEK-293/a1-Zellen mit Ha3/pCDNA3 in Kombination
mit HB4/pCDNA3 bzw. in Kombination mit HB4/pEGFP transfiziert. Durch eine Selektion
mit Geniticin und Puromycin konnten jeweils klonale HEK-293/a1-Zellinien isoliert werden,
die den humanen 034 nACh-Rezeptor oder den EGFP-gekoppelten humanen a3(34 nACh-
Rezeptor stabil exprimieren. Im weiteren werden diese klonalen Zellinien als Ha3B4L"/1 und
Ha3B4(G)L'/1 bezeichnet.

3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum FEinfrieren von Zellen wurden diese von ihrer Wachstumsfldche mechanisch abgeldst
und bei 1000 Upm in der Eppendorf-Tischzentrifuge 5417C fiirl0 min bei Raumtemperatur
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in mit 10 % DMSO versetztem Kulturmedium
vorsichtig resuspendiert und in Einfrierampullen zunéchst fiir zwei Tage bei — 80°C und
anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert.

Beim Auftauen der in fliissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden die Ampullen zunéchst
in einem Wasserbad bei 37°C schnell aufgetaut. Das DMSO in der Losung wurde durch lang-
same Zugabe von 5 ml frischem, 37°C warmem Kulturmedium verdiinnt und durch
anschliefende Zentrifugation fiir 10 min bei 1000 Upm in der Eppendorf-Tischzentrifuge
5417C entfernt. Das Zellpellet wurde in frischem, 37°C warmem Kulturmedium resuspendiert

und in einem sterilen Kulturgefd3 in Kultur genommen.

3.5 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

e AK-Verdiinnungspuffer: 10 % FCS; 0,02 NaNj; in 1x PBS
e Eindeckmittel: 10 mg p-Phenyldiamin, 1 g Evanol, 3 ml Glycerin, 7 ml 1x PBS
mit NaOH auf pH 8 eingestellt (lichtempfindlich)

Fir Fluoreszenzanalysen wurden auf Glasdeckgldschen kultivierte Zellen verwendet
(Vorbereitung siehe Kap. 11.3.1.2). Die Farbungen wurden immer bei Raumtemperatur unter
nicht-sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Nach dem Fixieren der Zellstruktur fiir 15 min mit 4
% Paraformaldehyd (PFA) wurden die Zellen dreimal je 5 min in 1x PBS gewaschen. Um
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intrazellular lokalisierte Molekiile nachweisen zu konnen, wurden die Zellen 10 min mit
0,1 % Triton (in AK-Verdiinnungspuffer) permeabilisiert. Als Erst-Antikdrper wurde der
polyklonale GFP-Antikorper im Verhiltnis 1:500 mit AK-Verdiinnungspuffer versetzt. Die
Zellen eines Deckgldschens wurden mit 50 pl dieses verdiinnten Antikorpers in einer feuchten
Kammer 1 h inkubiert. Nicht-gebundener Antikdrper wurde anschlieBend durch drei Wasch-
schritte von je 5 min mit 1x PBS entfernt. Der Texas-Rot- gekoppelte Zweit-Antikorper
wurde dann in der in Kapitel II.1.4 aufgefiihrten Konzentration in AK-Verdiinnungspuffer
angesetzt. Die Deckgldschen wurden mit je 50 ul dieser Losung iiberschichtet und licht-
geschiitzt in einer feuchten Kammer fiir 1 h inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte
von je 5 min mit 1x PBS und das Aufbringen auf Objekttridger. Hierfiir wurde pro Deckglas
ein Tropfen Eindeckmittel auf einen Objekttriger aufgetragen. Darauf wurde das Deckglas
mit der Zellschicht nach unten gelegt. Nach dem Entfernen von {iberschiissigem
Eindeckmittel mit einem Tuch wurde das Préparat mit Nagellack verschlossen, um es vor dem
Austrocknen zu schiitzen. Die Objekte wurden dann direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop

ausgewertet oder bei — 20°C gelagert.

3.6 Farbung mit FITC-markiertem a-Bungarotoxin (a-Btx)

Fiir die Bindungsanalysen wurden auf Deckgldschen kultivierte Zellen verwendet (Vorberei-
tung siehe Kap. 11.3.1.2). Die Bindung von 0-Btx konnte anhand der griinen Fluoreszenz des
FITC (FluoresceinisothioCyanat)-markierten 0-Btx sichtbar gemach