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Einleitung

1 Einleitung

Stabchen- und Zapfen-Photorezeptoren der Saugetier-Retina sind GUber Gap-
Junction-Kanale miteinander verbunden. Die molekulare Identifikation der Gap-
Junction-bildenden Proteine zwischen Stabchen und Zapfen ist von grolRer
Bedeutung fur ein besseres Verstandnis der Funktion dieser Kanale im retinalen
Netzwerk. Sie konnte aufRRerdem einen Ansatz schaffen, retinale Krankheiten zu

behandeln.

1.1 Retinitis pigmentosa und die Bystander-Hypothese

Durch Gap Junctions kdnnen moglicherweise Zelltod-induzierende Faktoren von
degenerierten Stabchen auf gesunde Zapfen Gbertragen werden (Abbildung 1-1). Bei
Patienten, die an der Krankheit Retinitis pigmentosa leiden, kdnnte ein solcher
,Bystander‘-Effekt zum Absterben der Photorezeptoren und damit zur Erblindung
fuhren (Ripps, 2002). Im Verlauf dieser Krankheit kommt es aufgrund eines
Gendefekts zu einer Degeneration der Stabchen-Photorezeptoren, die spater auf
genetisch gesunde Zapfen-Photorezeptoren Ubergreift (Berson, 1993; Travis, 1998).
Sollten Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen einen Ubertragungsweg fur
Zelltod-induzierende Faktoren bilden, kdnnte das Blockieren der Kanale die Zapfen
vor dem Absterben schitzen und so eine Erblindung verhindern. Beispiele in
anderen Geweben zeigen, dass die Weitergabe von endogenen Substanzen Uber
Gap-Junction-Kanale zwischen gesunden und apoptotischen Zellen zum Zelltod der
gesunden Zellen fuhren kann. Zum Beispiel Ubertragen sterbende Gliazellen tber
Gap Junctions Todessignale auf ihre gesunden Nachbarzellen (Lin et al., 1998; Budd
und Lipton, 1998). Auch die Ausbreitung eines ischamischen Infarkts erfolgt durch
die Weitergabe von lonen und sekundaren Botenstoffen von sterbenden auf gesunde
Astrozyten Uber Gap-Junction-Kanale (Cotrina et al., 1998). Ein Blockieren dieser
Kanale reduzierte die Ausbreitung der Apoptose auf die benachbarten Zellen
(Rawanduzy et al., 1997; Nodin et al., 2005).

Stabehen Zapfen
N\ Ausbreitung Zelltod 3 m -
j o %, | :
ONL f “ N,  vermitteinder ' \x _// '
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Abbildung 1-1. Die Bystander-Hypothese bei retinaler Degeneration. Zelltod-induzierende
Faktoren kdnnen mdoglicherweise Uber Gap-Junction-Kanale von degenerierten Stabchen auf
gesunde Zapfen Ubertragen werden (Abbildung verandert nach Wassle, 2004).
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1.2 Gap-Junction-Proteine

Gap-Junction-Kanale verbinden das Zytoplasma benachbarter eukaryotischer Zellen
miteinander. Jede der miteinander verbundenen Zellen bildet dabei einen Halbkanal,
der aus sechs Protein-Untereinheiten besteht und sich im Interzellularraum mit dem
Halbkanal einer benachbarten Zelle verbindet. Die dadurch entstehende Pore
ermdglicht den Austausch von Substanzen mit einer Grélke von bis zu 1 kDa wie
lonen, Nukleotide, Aminosauren, Wasser und Glukose.

Gap-Junction-Kanale kommen in fast allen Korperzellen vor. Unter anderem
ermoglichen sie in schwach durchbluteten Geweben wie der Augenlinse den
Transport von Nahrstoffen (Paul, 1995) und sind im Herzmuskel und im
Nervengewebe an der schnellen Weiterleitung von Aktionspotentialen beteiligt
(Spray und Dermietzel, 1995; Sohl et al., 2005). Meistens treten Gap-Junction-
Kanale in Plaques auf, die aus Tausenden einzelner Kanale bestehen (Kumar und
Gilula, 1986). Die ersten identifizierten Gap-Junction-Proteine waren die Connexine
(Goodenough, 1974; Paul, 1986), die ausschlieBlich in Wirbeltieren zur Expression
kommen. Die Innexine wurden erst wesentlich spater als Gap-Junction-Proteine der
Invertebraten identifiziert (Phelan et al., 1998). Connexine und Innexine besitzen
keine homologen Sequenzen, zeigen jedoch dieselbe Membrantopologie mit vier
membrandurchspannenden Domanen, zwei extrazellularen Schleifen, einer
zytoplasmatischen Schleife und jeweils einer zytoplasmatischen amino- und
carboxyterminalen Region (Abbildung 1-2 A). Eine zu den Innexinen homologe
Proteinfamilie mit den gleichen Membraneigenschaften wurde im Jahr 2000 in
Wirbeltieren gefunden und Pannexine genannt (Panchin et al., 2000; Baranova et al.,
2004). Die Mitglieder dieser Familie wurden aufgrund ihrer strukturellen
Ahnlichkeiten zu Connexinen und ihrer Sequenzhomologie zu den Innexinen
ebenfalls als Gap-Junction-Proteine bezeichnet. Es ist jedoch umstritten, ob
Pannexine tatsachlich in der Lage sind, interzellulare Kanale auszubilden
(Shestopalov und Panchin, 2008).

Pannexin- und Connexin-Proteine finden sich in Vertebraten, wahrend Invertebraten
Innexine exprimieren. Vergleichende Sequenzanalysen ergaben allerdings, dass die
Genome der Echinodermaten (Litvin et al., 2006; Shestopalov und Panchin, 2008)
und der Schwamme (Litvin et al., 2006) weder Connexin- noch Innexin- bzw.
Pannexinsequenzen besitzen (Abbildung 1-2 B). Da physiologische Daten zeigen,
dass Gap-Junction-Kanale in diesen Tieren existieren (Yazaki et al., 1999; Mire et

al.,, 2000), konnte noch eine weitere Familie von Proteinen existieren, die in
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Schwammen, Echinodermaten und vielleicht auch in Wirbeltieren Gap-Junction-
Kanale ausbildet (Litvin et al., 2006; Shestopalov und Panchin, 2008).
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Abbildung 1-2. Struktur und Vorkommen von Pannexinen, Connexinen und Innexinen. (A)
Proteine der Connexin-, Innexin- und Pannexin-Familie besitzen vier Transmembrandomanen,
zwei extrazellulare Schleifen, eine zytoplasmatische Schleife und einen zytoplasmatischen
Amino- und Carboxy-Terminus. Bei Innexinen und Connexinen formen sechs Protein-
Untereinheiten einen Halbkanal, der sich mit dem Halbkanal einer benachbarten Zelle zu einem
Gap-Junction-Kanal verbindet. (B) Vertebraten besitzen sowohl Pannexin- als auch Connexin-
Proteine, Invertebraten exprimieren Innexine. Einige Tierstdmme wie die Schwamme und die
Echinodermaten besitzen funktionelle Gap Junctions, exprimieren aber keines der bekannten
Gap-Junction-Proteine (Abbildungen verandert nach A: Laird, 2009; B: Shestopalov und Panchin,
2008).

1.2.1 Connexine

Im Maus-Genom wurden zwanzig Connexine beschrieben (Séhl und Willecke, 2003).
Sie wurden nach Sequenzhomologie und Lange der zytoplasmatischen Schleife in
a-, B-, y- und &-Subgruppen unterteilt. Dieses System kirzt die Connexine mit ,Gj*
ab, gefolgt von dem Buchstaben der jeweiligen Subgruppe und aufsteigender
Nummerierung in Reihenfolge ihrer Entdeckung (Séhl und Willecke, 2003). In der
vorliegenden Arbeit wird die alteste und gangigste Nomenklatur zur Einteilung der
Connexine verwendet (Beyer et al., 1987). Sie verwendet die Abkirzung ,,Cx" mit der
daran angehangten Molekllmasse in kDa. Sofern nicht anders angegeben, handelt
es sich im Folgenden um Connexine der Maus.

Connexine werden durch zahlreiche Kombinationsmoglichkeiten zu interzellularen
Kanalen mit unterschiedlichen Eigenschaften zusammengesetzt. Homomere
Connexin-Halbkanale (Connexone) bestehen aus sechs identischen Untereinheiten,
wahrend sich heteromere Connexone aus unterschiedlichen Connexinen
zusammensetzen (Gemel et al., 2008). Zwei identische Connexone verbinden sich

zu einem homotypischen Kanal, verschiedene Connexone zu heterotypischen Gap
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Junctions (Kumar und Gilula, 1996; Abbildung 1-3 A). Einige Connexine bilden
ausschlieBlich homomere, homotypische Gap Junctions, wahrend andere mit
zahlreichen Connexinen interagieren kénnen (Elfgang et al., 1995; White et al., 1995;
Cao et al., 1998). Am haufigsten finden Interaktionen zwischen stark konservierten
Connexinen statt, deren Proteinsequenzen viele Ubereinstimmende Bereiche
enthalten (Yeager und Nicholson 2000). Konservierte Regionen finden sich in den
Transmembranregionen, dem N-Terminus und den extrazellularen Schleifen. Jede
der zwei extrazellularen Schleifen enthalt bei fast allen Connexinen drei konservierte
Cysteinreste, die durch Ausbildung von Disulfid-Brucken die Kopplung zwischen zwei
Connexonen stabilisieren (Dahl et al., 1994). Die zytoplasmatische Schleife und der

C-Terminus zeigen dagegen divergente Sequenzen (Abbildung 1-3 B).

A B

Connexon Connexine Bereiche variabler

Proteinsequenzen

w3 | m4 [Membran

el Xal
c ¢ extrazellulare

c Schleifen mit
| Cysteinresten

M1

homomer heteromer homomer heteromer
homotypisch homotypisch  heterotypisch heterotypisch

Abbildung 1-3. Aufbau von Connexin-Gap-Junction-Kanalen. (A) Zwei Connexone in den
Plasmamembranen benachbarter Zellen bilden Gap-Junction-Kanale aus. Homomere Connexone
setzen sich aus sechs gleichen, heteromere Connexone aus unterschiedlichen Connexinen
zusammen. Homotypische Gap-Junction-Kanale bestehen aus identischen, heterotypische aus
verschiedenen Connexonen. (B) Connexine weisen in der zytoplasmatischen Schleife und im C-
Terminus stark divergente Sequenzen auf. Alle anderen Bereiche der Connexin-Proteine
enthalten mehr oder weniger stark konservierte Regionen (Abbildung verandert nach Bloomfield
und Valgyi, 2009).

Bei fast allen Connexinen liegt die fur das Protein codierende Region auf einem
einzelnen Exon (Abbildung 1-4 A). Dabei wird meist ein untranslatiertes erstes Exon
am 5‘-Ende des Connexin-Gens von einem zweiten Exon durch ein Intron getrennt.
Das zweite Exon enthalt die codierende Sequenz und die 3' untranslatierte Region.
Abweichend davon enthalten Cx30 (Sohl und Willecke, 2003) und Cx32 (Neuhaus et
al., 1995; Sohl et al., 1996) mehrere 5° untranslatierte Exon1-Sequenzen, die je nach
Gewebe unterschiedlich gesplei’t werden. Cx45 besitzt drei Exons, die codierende
Sequenz liegt auf dem dritten Exon (Jacob und Beyer, 2001). Es sind vier Connexine
bekannt, deren codierende Sequenz auf verschiedenen Exons liegt (Abbildung 1-4
B). Bei Cx36 (Condorelli et al., 1998; Sohl et al., 1998) und Cx39 (Séhl und Willecke,
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2003) codiert das erste Exon fir den N-terminus des Proteins, die Ubrige
Aminosauresequenz liegt auf dem zweiten Exon. Die codierende Sequenz der
retinalen Cx57-Form liegt auf Exon2 und Exon3 (Hombach, 2004), wahrend die
codierende Cx23-Sequenz wahrscheinlich durch zwei Introns auf drei Exons verteilt
wird (S6hl und Willecke, 2003).

A

allgemeine E e,
Connexin 6
Genstruktur i3

E2 E3

E1 E2 E3

Abbildung 1-4. Genstruktur der Connexine. (A) Die codierende Sequenz liegt bei Connexinen
in der Regel auf einem einzigen Exon (E). Die allgemeine Genstruktur besteht aus zwei Exonen,
wobei die codierende Region (dunkelgrau) auf dem zweiten Exon liegt. Abweichend davon wird
die 5° untranslatierte Region bei Cx30 und Cx32 alternativ gespleilt oder enthalt wie bei Cx45
mehrere Exons. (B) Bei Cx36, Cx39, Cx57 und Cx23 liegt die codierende Region auf mehreren
Exons. Sie befindet sich bei Cx36 und Cx39 auf Exon1 und Exon2, bei der retinalen Cx57-
Sequenz auf Exon2 und Exon3 sowie bei Cx23 auf Exon1, Exon2 und Exon3 (Abbildung
verandert nach Beyer und Berthoud, 2009; S6hl und Willecke, 2003).

Cx45

Die Offnungswahrscheinlichkeit der Gap-Junction-Kanéle und die GréRe der Gap-
Junction-Plaques kann durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung reguliert
werden (Lampe und Lau, 2000). In den Nervenzellen der Retina werden
Phosphorylierungen durch Neuromodulatoren wie Dopamin und Retinsaure aktiviert
(Weiler et al., 2000). Bei einer Absenkung des intrazellularen pH-Wertes und einer
Erhéhung der zytosolischen Kalzium-Konzentration schlieBen sich die Kanale
(Peracchia, 2004). Ein mechanischer Reiz und eine Absenkung der
Spannungsdifferenz zwischen den Zellen 6ffnen die Gap-Junction-Kanale und
erhdhen damit die SignalUbertragung. Neben interzellularen Kanalen bilden
zahlreiche Connexine funktionelle Halbkanale, die das Zytoplasma mit dem
extrazellularen Raum verbinden (Valiunas, 2002; Schock et al., 2008; Song et al.,
2010). Cx43, Cx37, Cx35, Cx32, Cx26 spielen moglicherweise eine Rolle bei der
Entstehung von Kalzium-Wellen durch die Freisetzung von ATP (Cotrina et al., 2000;
Stout et al., 2002; Goodenough und Paul, 2003). Bei der interzellularen Ausbreitung
von Kalzium-Wellen bindet das freigesetzte Purin ATP an purinerge Rezeptoren in
der Membran der Nachbarzelle. Die durch ATP aktivierte zytosolische
Phospholipase C lasst die Konzentration von intrazellularem IP; und Kalzium
ansteigen, woraufhin Membrankanale sich 6ffnen und ATP freisetzen. Die

resultierende Kalziumwelle kann im Nervengewebe die Freisetzung von Glutamat
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bewirken und damit neuronale Interaktionen beeinflussen (Parpura und Haydon,
2000). Allerdings bleiben nur wenige Connexin-Halbkanale, wie Cx32 und Cx30.2,
bei einer Anhebung der intrazellularen Kalzium-Konzentration und einer
physiologischen extrazellularen Kalzium-Konzentration gedffnet (Saez et al., 2005;
Bukauskas et al., 2006; DeVuyst et al., 2006). Connexin-Halbkanale werden nur
unter starker Depolarisation oder bei einer Reduktion des extrazellularen Kalziums
auf unter 0,5 mM aktiviert (Ebihara, 2003). Eine Aktivitat von Connexin-Halbkanalen
unter normalen physiologischen Bedingungen, unter denen Kalzium-Wellen

auftreten, ist deshalb unwahrscheinlich.

1.2.2 Pannexine

Zunachst wurde angenommen, dass neben den Connexinen auch die Pannexine
Gap-Junction-Kanadle ausbilden, da sie Sequenzhomologien zu den Innexinen
besitzen, die in Invertebraten Gap-Junction-Kanale aufbauen, und eine ahnliche
Membranstruktur wie die Connexine aufweisen, die in Vertebraten interzellulare
Kanale ausbilden. Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Proteinfamilien
besteht darin, dass Pannexine und Innexine nur zwei und nicht wie die Connexine
drei Cysteine in ihren extrazelluldren Schleifen aufweisen (Panchin, 2005;
Shestopalov und Panchin, 2008).

Erste Expressionsstudien an Xenopus-Oozyten deuteten darauf hin, dass Panx1,
nicht jedoch Panx2 und Panx3, homomere Gap-Junction-Kanale ausbildet. Die
gleichzeitige Expression von Panx2 und Panx1 veranderte die Eigenschaften der
Panx1-Kanale, was zu der Annahme fuhrte, dass Panx2 zusammen mit Panx1
interzellulare Kanale ausbildet (Bruzzone et al., 2003). Die Bildung von funktionellen
Gap-Junction-Kanalen durch Pannexine konnte jedoch in nachfolgenden
Experimenten nicht bestatigt werden (Boassa et al., 2007; Huang et al., 2007).
Panx1 besitzt im Gegensatz zu Connexinen und Innexinen Glykosylierungsstellen in
den extrazellularen Schleifen (Boassa et al., 2007; Penuela et al., 2007; Boassa et
al., 2008), die eine Verbindung zu dem Halbkanal einer benachbarten Zelle
unwahrscheinlich machen. Mittlerweile nimmt man an, dass Pannexine, im
Unterschied zu Innexinen und Connexinen, keine Gap Junctions ausbilden.

Einige Studien wiesen darauf hin, dass Pannexine Kanale ausbilden, die das
Zytoplasma mit dem extrazellularen Raum verbinden (Locovei et al., 2006b; Locovei
et al., 2007; Scemes et al., 2007). Die Untersuchung von Panx1-exprimierenden
Xenopus-Oozyten ergab eine starke Leitfahigkeit von 475 pS (Bruzzone et al., 2003;
Bao et al., 2004). Panx1-Kanale sind durchlassig fur ATP und andere Molekdle bis
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zu einer Grole von 1,5 kDa (Wang et al., 2007), und sie spielen moéglicherweise bei
der Freisetzung von ATP im Zusammenhang mit purinergen Rezeptoren eine Rolle
(Spray et al., 2006; Locovei et al., 2006a; Locovei et al., 2007). Purinerge ionoptrope
P2X-Rezeptoren sind ATP-gesteuerte lonenkanale, die bei Aktivierung eine selektive
Durchlassigkeit fur Kationen ermdglichen, die zu einer Erhdhung der intrazellularen
Kalzium-Konzentration und damit zur Depolarisation fuhrt (Edwards, 1994; Khakh et
al., 2001). Die Aktivierung von purinergen metabotropen P2Y-Rezeptoren aktiviert
sekundare Botenstoffe, wobei durch die Bildung von IP3 oder cAMP intrazellulares
Kalzium freigesetzt und Proteinkinasen aktiviert werden kénnen (Ralevic und
Burnstock, 1998). Purinerge Rezeptoren regulieren Funktionen wie Differenzierung,
Zelltod, Wachstum und die Freisetzung von Neurotransmittern, Hormonen und
Zytokinen. Panx1-Kanale sind bei Ruhepotential geschlossen und 6ffnen bei einer
Depolarisation, bei mechanischem Stress und bei einem Anstieg der intrazellularen
Kalzium-Konzentration (Bao et al., 2004). AuRerdem o6ffnen sich Panx1-Kanale bei
einer erhohten extrazellularen ATP-Konzentration, wenn sie zusammen mit
purinergen Rezeptoren exprimiert werden (Locovei et al., 2006a; Locovei et al.,
2007). Aufgrund dieser Eigenschaften besitzt Panx1 eine potentielle Funktion als
ATP-freisetzender Kanal bei der Entstehung von Kalzium-Wellen (Spray et al.,
2006), wie es bereits fur Connexin-Halbkanale hypothetisiert wurde.

Uber die Funktion von Panx2 ist wenig bekannt. Zunéchst deuteten Versuche mit
Xenopus-Oozyten darauf hin, dass Panx2 zusammen mit Panx1 heteromere Gap-
Junction-Kanale ausbildet (Bruzzone et al., 2003). Mittlerweile gilt dies als
unwahrscheinlich, weil eine Glykosylierung in der extrazellularen Schleife von Panx1
die Ausbildung von Gap Junctions sterisch behindert (Penuela et al., 2007; Boassa
et al., 2007). Expressionsstudien in Zelllinien von Saugetieren deuteten an, dass
Panx1 moglicherweise mit Panx2 heteromere Kanale in der Plasmamembran
ausbildet (Penuela et al., 2009). Es konnte jedoch bisher weder im Gewebe (Wang
et al., 2009) noch durch Expression in Zelllinien (Lai et al., 2009) gezeigt werden,
dass Panx1 und Panx2 kolokalisiert vorliegen. Studien im Gehirn zeigten, dass
Panx1 und Panx2 wahrend der Entwicklung gegensatzlich reguliert werden (Vogt et
al., 2005). Zusammen mit dem Befund, dass heteromere Panx1/Panx2-Kanale bei
Uberexpression zwar gebildet werden, aber instabil sind (Ambrosi et al., 2010),
deuten alle diese Studien an, dass Panx2 keine heteromeren Kanale mit Panx1
ausbildet. Expressionsstudien in Saugerzellen zeigten Panx2 vorwiegend in

intrazellularen Zellkompartimenten, jedoch nicht in der Plasmamembran (Penuela et
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al., 2009; Lai et al., 2007). Neuere Expressionsstudien in Xenopus-Oozyten zeigten,
dass Panx2-Proteine homomere Kanale aus acht Panx2-Untereinheiten ausbilden,
welche die Plasmamembran mit dem extrazellularen Raum verbinden (Ambrosi et
al., 2009).

Wahrend Panx1 in zahlreichen Geweben zur Expression kommt und Panx3
ausschlieflich in der Haut und im Knorpel gefunden wurde, wird Panx2 vor allem im
zentralen Nervensystem exprimiert (Baranova et al., 2004; Vogt et al., 2005; Zappala
et al., 2007; Wang et al., 2009; Swayne et al., 2010). Dieser Umstand deutet darauf
hin, dass die Eigenschaften fur Panx2 in neuronen-spezifischen Funktionen von
Bedeutung sind. Eine physiologische Funktion von Panx2 im Nervensysten konnte
allerdings noch nicht demonstriert werden. Einige Studien lassen vermuten, dass
Panx2 die Differenzierung neuronaler Zellen steuert (Swayne et al., 2010) und als
Tumorsuppressor in der Gliomagenese von Bedeutung ist (Litvin et al., 2006; Lai et
al., 2009).

1.3 Gap Junctions und die Retina

1.3.1 Die Saugetier-Retina

Sinneseindricke werden in der Retina zu elektrischen Impulsen verarbeitet. Die
200 pm dicke Retina enthalt beim Menschen etwa 120 Millionen Nervenzellen, die in
drei Kernschichten und zwei plexiformen Schichten angeordnet sind (Abbildung 1-5).
In der auBeren Kernschicht liegen die Zellkorper der Photorezeptoren. Die innere
Kernschicht enthalt die Somata der Horizontalzellen, Bipolarzellen und
Amakrinzellen, die Ganglienzellschicht die Kerne einiger Amakrinzellen und die der
Ganglienzellen. In der auf3eren und der inneren plexiformen Schicht finden die
elektrischen und chemischen Verschaltungen zwischen den Nervenzellen statt. Bei
den Miullerzellen handelt es sich um Gliazellen, die alle retinalen Schichten
durchspannen.

Die Photorezeptoren verwandeln einen eintreffenden Lichtreiz in ein elektrisches
Signal. Stabchen-Photorezeptoren sind leicht erregbar und ermoéglichen dadurch das
Sehen bei schwachem Licht (Rieke and Baylor, 1998). Zapfen-Photorezeptoren sind
weniger lichtempfindlich und lassen sich in verschiedene Typen einteilen, die bei
unterschiedlichen Wellenlangen Licht absorbieren (McNaughton, 1990). Mause
besitzen zum Beispiel ausschlieRlich blau-sensitive und grin-sensitive Zapfen (Szel
et al., 1992). Stabchen- und Zapfen-Photorezeptoren hyperpolarisieren als Reaktion
auf einen Lichtreiz und setzen an ihren Synapsen Glutamat frei. An diesen Synapsen

werden die Signale auf Bipolar- und Horizontalzellen Ubertragen. Horizontalzellen
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wirken durch negative Ruckkopplung auf Photorezeptoren zuriick (Thoreson et al.,
2008) und modulieren die Signalweiterleitung von Photorezeptoren zu Bipolarzellen
(Zhang und Wu, 2009).

In der Maus-Retina gibt es elf Zapfen-gesteuerte Bipolarzelltypen, die sich in funf
OFF- und sechs ON-Zapfen-Bipolarzellen aufteilen lassen, und eine Stabchen-
gesteuerte ON-Bipolarzelle (Wassle et al., 2009). OFF-Bipolarzellen besitzen
ionotrope Glutamatrezeptoren und hyperpolarisieren bei einem Lichtreiz, ON-
Bipolarzellen reagieren durch metabotrope Glutamatrezeptoren mit einer
Depolarisation auf einen Lichtreiz (Wassle and Boycott, 1991). ON-Bipolarzellen
bilden Synapsen mit den ON-Ganglienzellen, OFF-Ganglienzellen werden von OFF-
Bipolarzellen kontaktiert. Wahrend Zapfen-gesteuerte Bipolarzellen direkte Kontakte
mit den Ganglienzellen ausbilden, erregen Stabchen-gesteuerte Bipolarzellen durch
Glutamatfreisetzung die All-Amakrinzellen, einen spezifischen Amakrinzelltyp. Die
All-Amakrinzellen leiten das Signal an ON- und OFF-Bipolarzellen des Zapfen-
Signalwegs weiter. Die All-Amakrinzelle erregt Gber Gap Junctions bei Licht die ON-
Bipolarzellen des Zapfen-Signalwegs und inhibiert Uber die Freisetzung von Glyzin
die OFF-Bipolarzellen (Kolb und Famiglietti, 1974; Wassle et al., 1991). Ganglienzell-
Dendriten Ubermitteln die Signale der Bipolar- und Amakrinzellen an das Gehirn.

Photorezeptor- £ &

aulensegmente £ 8 Photorezeptor-

Auftensegmente

Photorezeptor-

Stabchen Innensegmente

Zapfen

Kernschicht Aulere

Kernschicht

§. Lok Aulere
plexiforme Schicht § = Horizontalzelle plexiforme Schicht

Innere

Bipolarzelle 2
Kernschicht

Innere
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Amakrinzelle
Innere
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Abbildung 1-5. Die Saugetier-Retina. (A) Das lichtmikroskopische Bild der vertikalen Maus-
Retina zeigt die geschichtete Struktur der neuronalen Zellen. (B) Die schematische Darstellung
der vertikalen Retina zeigt die Kontakte der retinalen Nervenzelltypen in den plexiformen
Schichten und die Lokalisation der neuronalen Zellkérper in den Kernschichten (A: MafRstab
30 ym. B: Abbildung verandert nach Webvision; Kolb, Fernandez und Nelson).
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1.3.2 Photorezeptor-Signalwege

Durch die Ubertragung von Zapfen-Signalen an verschiedene Zapfen-Bipolarzellen
werden die photopischen Signale (ber verschiedene Ubertragungswege
weitergeleitet. Obwohl nur ein Stabchen-Bipolarzelltyp in der Retina zur Verfligung
steht, wird auch die skotopische Information der Stabchen Uber unterschiedliche
Signalwege verarbeitet (Bloomfield und Dacheux, 2001; Volgyi et al., 2004). Im
primaren Stabchen-Signalweg werden die Signale Uber Stabchen-Bipolarzellen auf
All-Amakrinzellen Ubertragen. Gap-Junction-Kanale zwischen All-Amakrinzellen und
ON-Zapfen-Bipolarzellen vermitteln die Weiterleitung von Stabchen-Signalen in den
Zapfen-Signalweg (Dedek et al., 2006; Maxeiner et al., 2005). Durch chemische
Synapsen werden die skotopischen Signale von All-Amakrinzellen auf OFF-Zapfen-
Bipolarzellen Ubertragen (Strettoi et al., 1990). ON- und OFF-Bipolarzellen
Ubermitteln die Signale der Stabchen auf ON- bzw. OFF-Ganglienzellen. Uber einen
anderen Ubertragungsweg werden die Signale von den Stibchen (ber chemische
Synapsen an OFF-Zapfen-Bipolarzellen weitergeleitet, welche die Signale an OFF-
Ganglienzellen Ubermitteln  (Soucy et al., 1998). Bei einem weiteren
Ubertragungsweg werden die Signale der Stabchen liber Gap Junctions auf Zapfen
Ubertragen und Uber ON- und OFF-Zapfen-Bipolarzellen an die Ganglienzellen

weitergeleitet (Trumpler et al., 2008).

1.3.3 Connexine in der Retina

Gap-Junction-Kanale spielen bei der Signalverarbeitung der Retina eine wichtige
Rolle. Die Kopplung zwischen All-Amakrinzellen und ON-Zapfen-Bipolarzellen
erméglicht zum Beispiel die Ubertragung von Stabchen-Signalen in den Zapfen-
Signalweg (Dedek et al., 2006; Maxeiner et al., 2005). Die Connexone dieses
heterotypischen Gap-Junction-Kanals bestehen aus Cx36-Proteinen in den All-
Amakrinzellen (Feigenspan et al., 2001) und aus Cx45-Proteinen in den
Axonterminalien der ON-Zapfen-Bipolarzellen (Maxeiner et al., 2005). Cx45 wurde
aullerdem zwischen bistratifizierenden Ganglienzellen gefunden (Schubert et al.,
2005b). Cx36-Proteine wurden zusatzlich zu ihrer Expression in Amakrinzellen in
Bipolarzellen (Feigenspan et al., 2004; Han und Massey, 2005; Lin et al., 2005;
Hilgen et al., 2011), in Dendriten von A-Typ-Ganglienzellen (Hidaka et al., 2004;
Schubert et al., 2005a), sowie in Zapfen detektiert (Abbildung 1-6). Auf die Kopplung
zwischen Photorezeptoren wird in Abschnitt 1.3.4 naher eingegangen. In der
Kaninchen-Retina sind axonlose A-Typ-Horizontalzellen durch homologe Cx50-Gap-

Junctions gekoppelt (O’Brien et al., 2006), wahrend Horizontalzellen der Maus Cx57
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exprimieren (Hombach et al., 2004; Shelley et al., 2006; Janssen-Bienhold et al.,
2009). Cx43-Proteine wurden in Mdllerzellen des Kaninchens (Johansson et al.,
1999; Zahs et al., 2006) und der Maus (Kihara et al., 2006) nachgewiesen. Kirzlich
wurde mit Cx30.2 ein weiteres retinales Connexin in verschiedenen
Ganglienzelltypen identifiziert. Diese Studien an Mausen, deren codierende Cx30.2-
Region durch ein LacZ-Reportergen ersetzt wurde, zeigten eine Cx30.2-vermittelte
Kopplung zwischen Ganglienzellen des RGa1-Typs und deplatzierten Amakrinzellen.
Dass eine Cx30.2-Reportergen-Expression in RGas-Zellen, jedoch nicht in
deplatzierten Amakrinzellen nachgewiesen werden konnte, weist auf heterotypische
Gap Junctions zwischen diesen beiden neuronalen Zelltypen hin (Muller et al., 2010).
Obwohl in Wirbeltieren fast alle retinalen Neurone gekoppelt vorliegen (Vaney et al.,
1991; Cook et al., 1995), konnten in der Saugetier-Retina bisher keine weiteren
Connexine eindeutig einem neuronalen Zelltyp zugordnet werden (Soéhl et al., 2000;
Guldenagel et al., 2000; Sohl et al., 2010).

? Cx30.2

deplatzie! ~" RGAI1-
Amakrinzelle  Ganglienzelle

Cx30.2 Cx30.2

X368 'CX38

Abbildung 1-6. Connexine in der Maus-Retina. Zwischen Zapfen (cones, C), All-Amakrinzellen
(All), OFF-alpha-Ganglienzellen (a-GC) und OFF-Zapfen-Bipolarzellen (OFF CB) bildet Cx36
homotypische, interzellulare Kanadle aus. Horizontalzellen sind Uber Cx57-Gap-Junction-Kanale
und verschiedene Ganglienzelltypen Uber Cx30.2-Kanale gekoppelt. Heterotypische Gap-
Junction-Kanéle befinden sich zwischen Cx36-exprimierenden All-Amakrinzellen und Cx45-
exprimierenden ON-Zapfen-Bipolarzellen und wahrscheinlich zwischen Cx36-exprimierenden
Zapfen und Stabchen (rods, R) und zwischen deplatzierten Amakrinzellen und Cx30.2-
exprimierenden RGA1-Ganglienzellen (Abbildung verandert nach Soéhl et al., 2005).
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1.3.4 Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen

Die informationstbertragende Terminalie der Zapfen wird als Pedikel, die des
Stabchens als Spherule bezeichnet. Pedikel besitzen kleine Fortsatze
(Telodendrien), welche die Terminalien benachbarter Photorezeptoren kontaktieren
(Abbildung 1-7 A). Die Gap-Junction-Kanale der Zapfen kdnnen direkt in den
Membranen der Pedikel oder in den Telodendrien lokalisiert sein (Abbildung 1-7 B).
Gap-Junction-Kanadle zwischen Zapfen-Terminalien wurden ultrastrukturell in
Kaninchen, Makake und Maus gezeigt (Tsukamoto et al, 2001; Raviola und Gilula,
1973; Abbildung 1-7 B). Die Kanale zwischen zwei Zapfen sind aus Cx36-Proteinen
aufgebaut (Dang et al., 2004; Deans et al., 2004; Feigenspan et al., 2004).
Elektrophysiologische Untersuchungen an gekoppelten Zapfen ergaben eine
Leitfahigkeit von mehreren hundert pS; das entspricht einer Anzahl von etwa zehn
bis hundert Cx36-Gap-Junction-Kanalen (DeVries et al., 2002; Hornstein et al., 2004;
Li und DeVries, 2004). Schatzungen zufolge verbessert die Kopplung benachbarter
Zapfen das Signal-Rausch-Verhaltnis um bis zu 70% (DeVries et al., 2002).

Eine Kopplung zwischen Stabchen-Photorezeptoren durch Gap-Junction-Kanale
wurde in der Maus-, Salamander- und Primatenretina gefunden (Hornstein et al.,
2005; Zhang und Wu, 2004; Tsukamoto et al, 2001; Abbildung 1-7 C). Die Proteine,
die die Gap-Junction-Kanale zwischen Stabchen ausbilden, konnten noch nicht
identifiziert werden. Diese Kopplung zwischen Stabchen verbessert wahrscheinlich,
genau wie die Kopplung der Zapfen, das Signal-Rausch-Verhaltnis. Neben der
Kopplung zwischen Zapfen und der zwischen Stabchen gibt es eine Kopplung von

Stabchen und Zapfen durch heterotypische Gap-Junction-Kanale.

Abbildung 1-7. Gap Junctions zwischen Photorezeptoren. (A) Zapfen kdnnen Uber Gap-
Junctions in Telodendrien benachbarte Zapfen-Pedikel (ZP) kontaktieren. (B) Die
elektronenmikroskopische Aufnahme der Makaken-Retina zeigt Gap-Junction-Kanale zwischen
zwei Zapfen (Pfeile). Die Gap-Junction-Kanale befinden sich hier zwischen der Pedikel-Membran
des einen Zapfens (links) und dem Telodendrium des anderen Zapfens (rechts). (C)
Ultrastrukturelle Aufnahme gekoppelter Stabchen-Spherules (Pfeile). (Abbildungen verandert
nach A: Rodiek, 1998; B: Raviola und Gilula, 1973; C: Tsukamoto et al., 2001).
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Bei etwa 2,5 Photonen in der Sekunde pro Stabchen sind Stabchen-Bipolarzellen
gesattigt (Dunn and Rieke, 2006), bei Zapfen liegt die Sattigung dagegen bei 30
Photonen pro Sekunde (Deans et al., 2002). Uber Gap Junctions kénnen Stabchen-
Signale auf den Zapfen-Signalweg Ubertragen werden, so dass Signale
weitergeleitet werden, die sonst Uber den Stabchen-Signalweg verloren gehen
wurden (Smith et al., 1986). Wahrscheinlich sind die Gap-Junction-Kanale zwischen
Stabchen und Zapfen bei Lichtintensitaten im mesopischen Bereich geodffnet und
schlieBen bei steigender Belichtung (Heikkinen et al., 2011). Der zirkadiane
Rhythmus der Retina kontrolliert die Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen und
ermoglicht den Zapfen, sehr schwache Lichtsignale in der Nacht, aber nicht am Tage
zu empfangen (Ribelayga et al., 2008, Li et al., 2009; Mangel und Ribelayga, 2010).
In Saugetieren gibt es ultrastrukturelle Nachweise fir Gap Junctions zwischen
Stabchen und Zapfen in Kaninchen und Makake (Raviola und Gilula, 1973), Katze
(Smith et al., 1986) und Maus (Tsukamoto et al, 2001; Abbildung 1-8 A).
Elektrophysiologische Untersuchungen zeigten die Ubertragung von Stabchen-
Signalen auf Zapfen von Makake (Schneeweis und Schnapf, 1995; Schneeweis und
Schnapf, 1999; Hornstein et al., 2005), Katze (Nelson, 1977) und Maus (Trumpler et
al., 2008). Neurobiotin-Injektionen in Zapfen von Makaken ergaben sechs gekoppelte
Stabchen pro injiziertem Zapfen (Hornstein et al., 2005; Abbildung 1-8 B).

Abbildung 1-8. Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen. (A) Die
elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt Gap-Junction-Kanéle in der Membran zwischen
Stabchen (S) und Zapfen (Z) der Maus. (B) Das in einen Zapfen der Makaken-Retina injizierte
Neurobiotin diffundiert Gber Gap-Junction-Kanale in die umliegenden Stabchen (Mitte). Ein
Zapfen, der in Anwesenheit des Gap-Junction-Blockers Carbenoxolon injiziert wurde, zeigte keine
Kopplung mit benachbarten Stabchen (rechts). (Abbildungen verandert nach A: Tsukamoto et al.,
2001; B: Hornstein et al., 2005).

Obwohl Gap-Junction-Kanale zwischen Stabchen und Zapfen in zahlreichen Spezies
beschrieben wurden, konnten die kanalbildenden Proteine noch nicht identifiziert
werden. Wahrscheinlich besteht das Connexon dieses Kanals auf der Zapfenseite
zumindest teilweise aus Cx36-Proteinen, da Zapfen Cx36 exprimieren (Deans et al.,

2004; Feigenspan et al., 2004; Dang et al., 2004). AuRerdem konnte gezeigt werden,
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dass die direkte Signallbertragung zwischen Stabchen und Zapfen in Cx36-
defizienten Mausen unterbrochen ist (Trimpler et al., 2008). In Mausen, in denen die
codierende Cx36-Gensequenz durch das Reportergen B-Galactosidase ersetzt
wurde, wurde Cx36 zunachst sowohl in Zapfen als auch in Stabchen identifiziert
(Deans et al., 2002). In der Retina des Tigersalamanders kommt Cx35, ein Cx36-
Ortholog, in Membranen zwischen kontaktierenden Stabchen vor (Zhang und Wu,
2004). RT-PCR-Analysen deuteten darauf hin, dass Cx36-mRNA in Zapfen, aber
nicht in Stabchen der Maus zur Expression kommt (Feigenspan et al., 2004). In
transgenen Mausen, die ein Fusionsprotein aus Cx36 und GFP exprimierten, lagen
die GFP-Signale in der auBeren Kernschicht jedoch so dicht, dass eine Expression
von Cx36 in Stabchen nicht vollstandig ausgeschlossen werden konnte (Feigenspan
et al., 2004). Eine eindeutige Zuordnung der Cx36-Signale zu Stabchen- und Zapfen-
Halbkanalen kann durch immunhistochemische und elektronenmikroskopische
Analysen erfolgen. Ultrastrukturelle Untersuchungen mit Cx36-Antikdrpern, die das
Vorliegen von Cx36 in Zapfen, aber nicht in Stabchen zeigen, gibt es von der
Meerschweinchen-Retina (Lee et al., 2003; Abbildung 1-9 B), nicht jedoch von der
Maus-Retina. Wie in Abschnitt 1.2.1 erlautert, besteht die codierende Sequenz
einiger Connexine aus verschiedenen Exonen. Um vollstdndig ausschlieRen zu
kénnen, dass der Kanal zwischen Stabchen und Zapfen ausschlielBlich aus Cx36
besteht, muss getestet werden, ob in Stdbchen eine Cx36-Spleildvariante zur
Expression kommt, die mdoglicherweise nicht von dem verwendeten Antikorper
erkannt wird.

Abbildung 1-9. Cx36-Expression in Gap-Junction-Kanalen zwischen Stibchen und Zapfen.
(A) Der Gap-Junction-Kanal liegt im Bereich der Stabchenmembranen, die von Zapfen-
Telodendrien kontaktiert werden. (B) Die elektronenmikroskopische Aufnahme zeigt Cx36-
Immunoreaktivitdt in der Zapfen-Membran eines Meerschweinchens (Pfeile). Gap-Junction-
Kanale zwischen einem Zapfen-Telodendrium und dem benachbarten Stabchen-Spherule (S)
zeigen ausschliefSlich auf der Seite des Zapfens Cx36-Immunoreaktivitat. Maflstab: 0,5 um.
(Abbildungen verandert nach A: Rodiek, 1998; B: Lee et al., 2003).
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Einige Daten lassen vermuten, dass Mause der C57BL/6-Linie, die keinen
zirkadianen Rhythmus besitzen, keine oder nur wenig Gap Junctions zwischen
Stabchen und Zapfen ausbilden (Trimpler et al., 2008). Die Lichtantworten der
Horizontalzell-Somata in 129/Sv-Mausen zeigten den Eingang von Stabchen-
Signalen, die auf eine Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen zurtckgefuhrt
wurde. Die elektrophysiologischen Untersuchungen von Horizontalzellen Cx36-
defizienter Mause zeigten dagegen keinen Stabchen-Eingang. In C57BL/6-Mausen
erhielten nur wenige Horizontalzellen einen Eingang von Stabchen-Signalen
(Trimpler et al., 2008). Prof. Botond Roska vom Friedrich-Miescher-Institut in Basel
konnte mit der Ableitung von Zapfen-Bipolarzellen in C57BL/6-Mausen keinen
Eingang von Stabchen-Signalen finden (mundliche Aussage, RETICIRC Mid-term
meeting Luzern 2010).

1.3.1 Pannexine in der Retina

Es gibt nur wenige Studien Uber die Expression von Pannexinen in der Maus-Retina.
Panx3 kommt nicht im Nervengewebe vor und wird deshalb wahrscheinlich nicht in
der Retina exprimiert (Baranova et al., 2004). Die Expression von Panx1- und
Panx2-mRNA wurde in der Retina mit In-situ- Hybridisierung und durch quantitative
RT-PCR-Analysen nachgewiesen. Dabei zeigte sich eine Anreicherung beider
Proteine in den Ganglienzellen. Immunhistochemische Analysen zeigten Panx1-
Proteine in Ganglienzellen, Amakrinzellen und Horizontalzellen. Die Panx1-
Expression war neonatal am starksten und nahm mit zunehmendem Alter ab
(Dvoriantchikova et al., 2006). Im Zebrafisch wurde die Expression von Panx1 in
Dendriten der Horizontalzellen gezeigt (Prochnow et al., 2009). Es wird spekuliert, ob
Panx1-Kanale moglicherweise in einem sogenannten ephaptischen Mechanismus
eine Rolle spielen (Dvoriantchikova et al., 2006; Prochnow et al., 2009). In diesem
Mechanismus vermitteln Membrankanale negative Feedback-Signale von
Horizontalzellen zu Zapfen (Kamermans et al., 2001; Kamermans and Fahrenfort,
2004; Fahrenfort et al., 2009). Untersuchungen, die Panx2-Proteine in der Retina

nachweisen, gibt es bisher noch nicht.
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1.4 Zielsetzung

In der vorliegenden Dissertation sollte untersucht werden, welche Gap-Junction-
Proteine an der Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen beteiligt sind. Proteine der
Connexin- und der Pannexin-Genfamilie kamen hierfur als Kandidaten in Frage. Da
die Expression von Cx36 in Zapfen als gesichert gilt, wurde ein Gap-Junction-Protein
gesucht, das als Kopplungspartner zu Cx36 den Halbkanal auf der Stabchenseite
ausbildet. Zunachst sollte eindeutig ausgeschlossen werden, dass Cx36 in Stabchen
zur Expression kommt und homotypische Gap-Junction-Kanale zwischen Stabchen
und Zapfen ausbildet. Sollte Cx36 immunhistochemisch in Zapfen, jedoch nicht in
Stabchen nachgewiesen werden, sollte Uberprift werden, ob eine Spleivariante von
Cx36 in Stabchen vorkommt, die nicht vom verwendeten Antikorper erkannt wird.
Sofern die Expression von Cx36 in Stabchen eindeutig ausgeschlossen werden
konnte, sollten andere Connexine und die Pannexine auf ihre Expression in
Photorezeptoren durch RT-PCR und Immunhistochemie untersucht werden. Die
Verwendung genspezifischer und degenerierter Primer sollte dabei die Moglichkeit
bieten, sowohl bekannte als auch unbekannte Connexinsequenzen zu detektieren.
Da die Annahme bestand, dass Mause der C57BL/6-Linie keine oder nur wenig Gap-
Junction-Kanale zwischen Stabchen und Zapfen ausbilden, sollten die Experimente
mit C57BL/6 und zusatzlich mit 129/Sv-Mausen durchgeflhrt werden.

Auf zweierlei Weise sollte ermittelt werden, ob Cx36 mit einem oder mehreren
identifizierten Gap-Junction-Proteinen Kanale bildet: Zunachst sollte eine Expression
von Cx36 und dem jeweiligen Gap-Junction-Proteinkandidaten in Saugetierzellen
erfolgen. Damit sollte Uberprift werden, ob das in Photorezeptoren detektierte Gap-
Junction-Protein in einem Expressionssystem in der Lage ist, mit Cx36 Kanale
auszubilden. Um zu prufen, ob Cx36 mit dem identifizierten Proteinkandidaten im
Bereich der Photorezeptor-Terminalien Gap-Junction-Kanale ausbildet, sollten die
beiden Proteine auf eine Kolokalisation in der aulleren plexiformen Schicht

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere und Bakterienstamme

Es wurden 129/Sv-Mause verwendet, die sich im Nachtzyklus befanden. Diese
wurden in einem Raum gehalten, in dem der Tag- und der Nachtrhythmus mittels
einer Zeitschaltuhr vertauscht wurden. Die Ma&use wurden erst nach einer
Umstellung des zirkadianen Rhythmus nach zwolf Tagen fur Experimente verwendet.

C57BL/-Mause wurden fur eine Stunde dunkeladaptiert.

Tabelle 2-1: Versuchstiere

Name Genotyp Hersteller
Mus musculus domesticus Black 6;
C57BL/6 Inzuchtstamm, Fellfarbe schwarz, Charles River;
Blastozysten-Spendertiere und Mausstamm Wilmington, USA
fir Rickkreuzungen
129/Sv Mus musculus domesticus; Inzuchtstamm, Charles River;
Fellfarbe braun Wilmington, USA
. . Prof. Hannah Monyer;
Panx1Ko | " anxi-defizientor Mausstamm, in C57BL/S | jinische Neurobiologie
9 Univ. Klinik Heidelberg

2.1.2 Zelllinien und Antikorper

Tabelle 2-2: Zelllinien

Name Beschreibung Referenz
Maus-Neuroblastoma-Zelllinie 2A, etabliert | Klebe und Ruddle,
N2A-Zellen aus dem Tumor eines Albino-A- 1969; Olmsted et
Mausstammes al., 1970
Gey et al., 1952;
HeLa-Wildtyp- I-!uman.e Zelliqie, etab_lli_ert_ aus dem Scherer et al.,
Zellen Zervixkarzinom einer 31-jahrigen farbigen 1953; Jones et al.,
Frau im Jahre 1951 1971; Elfgang et
al., 1995
Cx36- HeLa-Wildtyp-Zellen, stabil transfiziert mit
exprimierende Cx36m:pBEHpac18; Resistenzen: Horst et al., 1990
HelLa-Zellen Pyromycin, Ampicillin




18

Material und Methoden

Tabelle 2-3: Bakterienstamme

Bezeichnung Genotyp Hersteller
One  Shot™- | F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 | Invitrogen,
TOP10-E.coli AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu) 7697 galU | Groningen,
galK rpsL (Str%) endA1 nupG A- NL
JM 109-E.coli endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—, mk+), | Promega,
relA1, supE44, A(lac-proAB), [F',traD36, | Madison, WI,
proAB, laqlqZAM15] USA
Tabelle 2-4: Primare Antikorper fiir die Imnmunhistochemie
Antikorper Spezies/ Hersteller
Verdiinnung
. ] Santa Cruz
ér.F"CX.?’z’ Ziege 1:500 Biotechnology;
-Terminus .
Heidelberg
Anti-Cx36 monoklonal; C- Maus 1:1000 Invitrogen, Carlsbad,
Terminus Aminosaure 286-303 ) CA, USA
Anti-Cx36 polyklonal; . ) Invitrogen, Carlsbad,
C-Terminus Aminosaure 286-303 | aninchen 1:300 CA, USA
, ) . , . Invitrogen, Carlsbad,
Anti-Cx43; C-Terminus Kaninchen 1:250 CA. USA
. . ) Invitrogen, Carlsbad,
Anti-Cx45 Kaninchen 1:100 CA. USA
. i Invitrogen, Carlsbad,
Anti-Cx50 Maus 1:100 CA. USA
Anti-Cx53.8 S1; C-terminales Pineda Antikérper-

Ende von Fisch Cx53.8
CSMSMILELSSIMKK

Kaninchen 1:500

Service, Berlin

Anti-Panx1

Kaninchen 1:2000

University of Western

Prof. Dale Laird;

Ontario, London,
Ontario, Kanada

Anti-Panx2 S3 C-Terminus

Kaninchen 1:200

Pineda Antikorper-

DSGPSSAPPAASEKKHTRHF * Service, Berlin
. - ] Swant, Bellinzona,
Anti-Calbindin Maus 1:5000 Schweiz/300
Anti-Cone-Arrestin Kaninchen 1:1000 Mllllpors,silllerlca,
BD Transduction
Anti-Glutamin-synthetase Maus 1:500 Laboratories;
Heidelberg
Maus BD Transduction
Anti-PKARIIB ) Laboratories;
1: 1000 :
Heidelberg
Anti-PSD-95 Maus 1:10000 Dianova, Hamburg
Invitrogen, Carlsbad,
Anti-Velis-3 Kaninchen 1:1000 CA, USA
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Antikorper Spezies/ Hersteller
Verdinnung
Zebrafish International
. ) Resource
Anti-ZNP-1 Maus 1:1000 Center/081002-25:
Eugene; USA
Die Antikdrper wurden in TBS/Tx/1% NGS (pH 7,6) verdinnt.
Tabelle 2-5: Sekundare Antikorper fir die Inmunhistochemie.
Antikorper Ver- Hersteller
diinnung
Ziege anti Kaninchen IgG Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
1:500
Alexa 488
Ziege anti Kaninchen IgG . Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
1:300
Alexa 568
Maus anti Kaninchen 1gG . Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
1:500
Alexa 488
. . ) Jackson ImmunoResearch;
Ziege anti Maus IgG Cy3 1:500 Suffolk; England
Ziege anti Maus Alexa IgG 568 1:500 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
- ) Jackson ImmunoResearch;
Esel anti Ziege IgG Cy3 1:300 Suffolk: England
Huhn anti Ziege 1gG Alexa 488 1:300 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
— ) Jackson ImmunoResearch;
Maus anti Ziege Cy3 1:500 Suffolk: England

Die Antikorper wurden in TBS/Tx/1% NGS (pH 7,6) verdunnt.

2.1.3 Vektoren und Primer

Alle Vektorkarten finden sich im Anhang, Abschnitt 8.1; alle verwendeten Primer
befinden sich im Anhang, Abschnitt 8.3.
pGEM®-T Easy: Ein 3015 Basenpaare groRes Plasmid der Firma Promega.

pcDNA3.1+: Eukariotischer Expressionsvektor mit 5400 Basenpaaren der Firma
Invitrogen. Das inserierte Gen wird unter der Kontrolle des CMV-Promotors
exprimiert.

pEGFP-N1: Ein eukaryotischer Expressionsvektor mit 4700 Basenpaaren der Firma
Clontech. Die codierende Sequenz des GFP-Proteins wird unter der Kontrolle eines
CMV-Promotors exprimiert.

Cx36m:pBEHpac18: Dieser Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Willecke, Institut fur

Genetik, Universitat Bonn, zur Verflugung gestellt. Er ist ein Abkdmmling des

Cx36r:pBEHpac18, entstand durch Umklonierung des Bam/Xba-Fragmentes und
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umfasst 5800 Basenpaare. Die Nucleotidsequenzen des ersten Exons und hinter der
Xbal-Schnittstelle entsprechen der Cx36-Gensequenz der Ratte, sie codieren jedoch
fur dieselbe Aminosaurenfolge. Das Plasmid besitzt eine Ampicillin- und eine
Pyromycinresistenz.

pCx36EGFP-P: Dieser Vektor wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Willecke, Institut fur

Genetik, Uni Bonn, zur Verfugung gestellt. Der Vektor besitzt ein pBEHpac18-
Ruckgrat mit CMV-Promotor und ein GFP-Protein, das aus peGFP-N1 (Clontech)
kloniert wurde. Die Cx36-Gensequenz wurde als PCR-Produkt nach Entfernen des
Stopp-Codons kloniert. Das 7420 Basenpaare grof3e Plasmid besitzt eine Ampicillin-
und eine Pyromycinresistenz.

pDsRed-Express-N1: Ein eukaryotischer Expressionsvektor mit 4700 Basenpaaren

der Firma Clontech. Die codierende Sequenz des GFP-Proteins wird unter der

Kontrolle eines CMV-Promotors exprimiert.

2.1.4 DNA-GroRenstandard

Der peqGOLD DNA-Leiter-Mix ist ein Langenstandard fur die GrolRenbestimmung mit
den FragmentgroRen 100 bp, 200 bp, 300 bp, 400 bp, 500 bp, 600 bp, 700 bp,
800 bp, 900 bp, 1000 bp, 1200 bp, 1500 bp, 2000 bp, 2500 bp, 3000 bp, 3500 bp,
4000 bp, 5000 bp, 6000 bp, 8000 bp, 10.000 bp. Der

Herstellerangaben eingesetzt.

Marker wurde nach

2.1.5 Gerate und Reagenzien

Tabelle 2-6: Gerate

Bezeichnung Hersteller

Agarosegel Mini und Midi Gelkammern Biometra, Gottingen

Agar 100-Harz

Plano GmbH, Wetzlar

Axiophot 2 mit Axia Cam MRc

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg

Elektronenmikroskop 902

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Eletroporationsapparatur Gene-Pulser

Biorad Laboratories, Minchen

Gefriermikrotom Kryocut 5030 Bright
Microtome

Smuths Thebewn; Cambridgeshire,
England

Gelkammer

Biometra, Gottingen

Glaspipettenzieher P-97

Sutter Instruments, Novato, CA, USA

Alphalmager EP mit DE 450

Biozym scientific, Hess. Oldendorf

Hybridisierungsofen

Appligene, lllkirch, Frankreich

Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)

Biochrom AG, Berlin

Inkubator

Heraeus Instruments, Osterode/Harz

Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
TCS-SL

Leica Microsystems AG, Wetzlar
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Bezeichnung

Hersteller

Kammer zur Lagerung von Saugerzellen
wahrend einer elektrophysiologischen
Ableitung

Luigs and Neumann, Ratingen

Kuhlzentrifuge Typ J2-21

Beckman Coulter, Krefeld

Magnetruhrer

Ikamag RH IKA, Staufen

Mastercycler

Eppendorf, Hamburg

Mikrotom Reichert Jung Ultracut

Leica Microsystems AG, Wetzlar

Mikroskop flr elektrophysiologische
Untersuchungen

Leica Microsystems AG, Wetzlar

Nitrozellulosemembran
Porendurchmesser 0,45 ym

Schleicher und Schill GmbH, Dassel

Objekttrager

Menzel Glaser, Braunschweig

Objekttisch fur elektrophysiologische
Ableitungen

Luigs & Neumann, Ratingen

Oszilloskop fur elektrophysiologische | Tektronix, Beaverton, USA
Ableitungen

pH-Meter WTW, Weilheim

Schuttler Edmund Buhler, Hechingen

Spannungsgerat Standard Power Pack

Biometra, Gottingen

Steuergerat fur den Mikromanipulator

Luigs & Neumann, Ratingen

Thermocycler

Eppendorf, Hamburg

Tischkuhlzentrifuge 5147R

Eppendorf, Hamburg

Tisch, schwingungsgedampft fur
elektrophysiologische Ableitungen

TMC, Peabody, MA, USA

UV Transilluminator

Biometra, Gottingen

Vectastain Elite ABC-Kit

Vector Laboratories, Burlingame, USA

Verstarker PatchMaster fur
elektrophysiologische Ableitungen

Heka Elektronik, Lambrecht

Vortex Reax 2000

Heidolph Instruments, Nurnberg

Vorverstarker EPC-9/2, fir
elektrophysiologische Ableitungen

Heka Elektronik, Lambrecht

Tabelle 2-7: Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Attractene Transfection Reagent

Qiagen, Hilden

Bicarbonat 7,5%

Biochrom AG, Berlin

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Sigma-Aldrich, Steinheim

DIG RNA-Labeling Mix

Roche, Mannheim

DNA-GroRenstandard

Peqlab, Erlangen

DNase |, RNasefrei (10 U/pl)

Roche, Mannheim

DNase | Amplification Grade (1 U/pl)

Invitrogen, Karlsruhe

dNTP Mix (10 mM)

Qiagen, Hilden

DMEM 10 x

Biochrom AG, Berlin

Doppel-Patch-Clamp-Verstarker EPC9

Heka, Lambrecht

ECL-Western-Blot Detection Kit

Amersham Bioscience, Freiburg

EcoRI (10 U/ul)

Roche, Mannheim

FBS Fetal Bovine Serum

Biochrom AG, Berlin
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Bezeichnung

Hersteller

Glutamin 200 mM

Biochrom AG, Berlin

Hepes 1 M

Biochrom AG, Berlin

HindlIIl (10 U/ul)

Roche, Mannheim

HotStar HiFidelity Polymerase (2,5 U/ul)

Qiagen, Hilden

JM109 kompetente Zellen

Promega, Madison, USA

Kryomatrix Tissue-Tek

Sakura Finetek GmbH, Staufen

Kryomikrotom Bright Instrument Company,
Cambridgeshire, England

Loading Dye 5 x ,GelPilot* Qiagen, Hilden

Nanofect Transfection Reagent Qiagen, Hilden

Nukleasefreies Wasser

Promega, Madison, WI, USA

NucleoSpin Kit RNA 11

Macherey-Nagel GmbH, Diren

Oligo(dT) Primer (500 p/ul)

Promega, Madison, WI, USA

Penicillin/Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

peqGOLD Plasmid Miniprep Kit |

Peqlab, Erlangen

pGEM-T-Easy Vector System

Promega, Madison, WI, USA

Plasmid Cx36:pBEHpac18

AG Willecke, Universitat Bonn

Plasmid pCx36EGFP-P

AG Willecke, Universitat Bonn

Plasmid pcDNA3.1+

Invitrogen, Kalsruhe

Plasmid peGFP-N1

Clontech, Heidelberg

Plasmid pDsRed-Express-N1

Clontech, Heidelberg

PureYield™ Plasmid Midiprep System Peglab, Erlangen
QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Hilden

QuikChange® Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit

Stratagene, La Jolla, CA, USA

FirstChoice® RLM-RACE Kit

Ambion, Austin, TX, USA

Rapid DNA Ligation Kit

Roche, Mannheim

RNasin Plus® RNase Inhibitor (40 U/ul)

Promega, Madison, WI, USA

RNAse AWAY

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Superscript™ Il Reverse Transcriptase
(200 U/yl)

Invitrogen, Karlsruhe

Standard-DNA-Leiter

Peqglab, Erlangen

T3 RNA-Polymerase (20 U/ul)

Roche, Mannheim

T7 RNA-Polymerase (20 U/ul)

Roche, Mannheim

TissueTek® Compound 4583

Sakura Finetechnical Co. Ltid;
Staufen

Transfectin Transfection Reagent

Biorad, Laboratories, Minchen

Trypsin/EDTA-LOsung

Biochrom AG, Berlin

TSA™ Plus Fluorescence Systems

PerkinElmer, Boston, MA, USA

Vectashield

Vectors Laboratories, Burlingame,
England

Xhol (10 U/ul)

Roche, Mannheim

Zellkulturwasser

Promocell GmbH, Heidelberg
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2.2 Puffer und Losungen

Lésungen wurden ausschlieBlich mit deionisiertem Wasser hergestellt und durch

Autoklavieren fur 20 Minuten bei 121 °C sterilisiert.

2.2.1 Puffer fiir die In-situ-Hybridisierung:

Alle Puffer und Lésungen fir die In-situ-Hybridisierung wurden mit DEPC-H,O

angesetzt.

DEPC-H,0

Hydrolyse-Mix (pH 10,2)

Neutralisationslésung (pH 1,2)

Carbonatpuffer (pH 10,2)

10 x PBS (pH 7,4)

20 x SSC (pH 7,4)

Essigsaureanhydrid/Triethanolamin
(pH 8,0)

Prahybridisierungspuffer

10 x Hybridisierungspuffer

50 x Denhardt’s solution

P1-Puffer (pH 7,5)

0,1% DEPC (v/v)
in ddH,0

4 mM NaHCO3
60 mM Na2CO3

0,1 M HCI

60 mM Na2CO3
40 mM NaHCO3

1,5 M NaCl
17 mM NaH,PO,
83 mM NazHPO4

3 M NaCl
0,3 M tri-Natriumcitrat

10 mM Triethanolamin

pH mit Essigsaureanhydrid eingestellt

2,5x Denhardt’s solution
50 mM Tris ( pH 7,5)

25 mM EDTA

0,25 mg/ml tRNA

2 mM NacCl

50% Formamid

10x Denhardt’s solution
200 mM Tris (pH 7,5)
10 mM EDTA

5 mg/ml tRNA

1 mg/ml poly-A

10 mg/ml BSA
10 mg/ml Ficoll
10 mg/ml Polyvinylpyrollidin (PVP)

100 mM Tris (pH 7,5)
150 mM NaCl
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P3-Puffer (pH 9,5) 100 mM Tris (pH 9,5)
100 mM NaCl
50 mM MgCl,

P4-Puffer (pH 8,0) 10 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA

MBM 10 mg/ml Blocking Reagent
5 mg/ml BSA Fraktion V
in P1-Puffer

Entwicklungspuffer 0,35 mg/mlI NBT
0,175 mg/ml BCIP
0,25 mg/ml Levamisol
In P3-Puffer (pH 9,5)

TNT 0,05% Tween-20
in P1-Puffer (pH 7,5)

2% H,0, 2% H,0,
in 1x PBS (pH 7,4)

2.2.2 Puffer fur die Herstellung von Gefrierschnitten

30% Sucrose-Losung 30% Sucrose (w/v)
in0,1 MPB pH 7,4

2% PFA-Fixierldsung 2% Paraformaldehyd (PFA) (w/v)
3% Sucrose (w/v)
0,1 M Phosphatpuffer pH 7,4

0,2 M Phosphatpuffer (PB-Puffer) 4 Teile 0,2 M Na2HPO4
mit 1 Teil 0,2 M NaH2PO4
pH 7,4 einstellen

2.2.3 Losungen flir die Praparation von Plasmid-DNA

P1-Resuspensionspuffer 50 mM Tris-HCI, pH 8,0
10 mM EDTA
100 ug/ml RNAse A
Lagerung bei 4 °C

P2-Lysepuffer 200 mM NaOH
1% SDS

P3-Neutralisationspuffer 2,5 M Kaliumacetat, pH 4,8
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2.2.4 Losungen fiir die Agarosegelelektrophorese

Tris-Borat-EDTA (TBE)-Puffer pH 8,2

Ethidiumbromid-Farbel6sung

2.2.5 Medien fur die Klonierung

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)
LB-Agarplatten

89 mM Tris (w/v)
89 mM Borsaure (w/v)
2 mM EDTA (w/v)

0,5 pg/ml Ethidiumbromid
in1x TBE pH 8,2

25 g/L Luria-Bertani-Medium
25 g/L Luria-Bertani-Medium
32 g/L Lennox-LB-Agar

Das Flussigmedium wurde autoklaviert und bei 4 °C gelagert. LB-Agar-Medium

wurde autoklaviert und in Petrischalen gegossen. Bei Bedarf wurden dem LB-Agar

Antibiotika und/oder X-Gal zugegeben.

2.2.6 Puffer und Lésungen fiir die Proteinbiochemie

Alle Lésungen wurden mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt.

Homogenisierungspuffer 2, pH 7,4

Bradfordreagenz

3 x SDS-Probenpuffer

SDS-Laufpuffer

50 mM Tris/HCI

2 yg/ml Leupeptin

2 mM EGTA

5 pg/ml Aprotinin

2 mM EDTA

2 mM PMSF

0,1 mM Na3VO4
1mMDTT

0,1 mg/ml Coomassie-Blau G-250
5% Ethanol

8,5% Phosphorsaure

1,9 M Tris/HCI pH 6,8

3 ml Glycerin

0,1% Bromphenolblau
0,3 ml B-Mercaptoethanol
90 mg/ml SDS

auf 10 ml auffallen

14,4 mg/ml Glycin
3 mg/ml Tris
1 mg/ml SDS
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Transferpuffer

TBST pH 7,4

Ponceau-S-Ldsung

Stripp-L6ésung | (pH 8,8)

Stripp-Losung Il (pH 3)

3 mg/ml Tris
14,4 mg/ml Glycin
0,01% SDS

20 mM Tris
150 mM NacCl
0,2% Tween 20

2% Ponceau-S
3% Essigsaure

0,01 M Tris-HCI pH 6,8 (w/v)
1% SDS (w/v)
10 mM B-Mercaptoethanol (v/v)

0,1 M Tris-Natriumcitrat Dihydrat (w/v)

1% SDS (w/v)
10 mM B-Mercaptoethanol (v/v)

2.2.7 Loésungen und Medien fiir die Inmunhistochemie

Losung A

Zellkulturmedium DMEM 1 x

DMEM/FBS/DNase-I-Losung

Papain-Lésung 20 Units/ml

ConA-Ldsung (Concanavalin A)

ad 100 ml mit HBSS
0,1 mM EDTA

100 mM Hepes

100 Units Antibiotika

1 x DMEM

7,5% Sodium Bicarbonat

100 Units Penicillin/Streptomycin
200 mM Glutamin

100 mM Hepes

25,6 ml DMEM 1 x
10% FBS

100 Units/ml DNase |
steril filtrieren

20 Units/ml Papain
1 mM Cystein pH 7,3
auf 1 ml auffillen mit Losung A

1 mg/mlin 0,1 M PBS
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2.3 Molekularbiologische Methoden

Alle Inkubationen ohne Temperaturangabe erfolgten bei Raumtemperatur.

2.3.1 Praparation von Gewebe

C57BL/6- und 129/Sv-Wildtyp-Mause im Alter zwischen acht und 16 Wochen wurden
mit Kohlenstoffdioxid betaubt und durch Genickbruch getotet. Das Auge wurde
aufgeschnitten und Linse, Glaskérper und Kornea vom Augenbecher abgetrennt. Die
Retina wurde dem Augenbecher entnommen. Die Augenbecher wurden in PBS-
Puffer (vgl. Abschnitt 2.2.2) mit RNase-freiem Besteck prapariert. Fur die Herstellung
von Kryoschnitten wurden die Augenbecher mit der darin enthaltenen Retina nach
der Praparation sofort fixiert. Dazu wurde das Gewebe zweimal fir zehn Minuten in
2%igem Paraformaldehyd (in PBS Puffer) fixiert. Der Augenbecher wurde dreimal fur
zehn Minuten in 0,1 M PBS gewaschen und danach uber Nacht in einer 30%igen
Sucrose-Losung (vgl. Abschnitt 2.2.2) bei 4 °C inkubiert. Neben den Retinen wurden
den Versuchstieren in einigen Fallen Gehirn, Herz, Leber und Linse fir RT-PCR-
Analysen und Gewebeschnitte entnommen. Dabei wurde die Augenlinse zusammen
mit der Retina bei einer Augenpraparation isoliert und anschlieBend fixiert. Zur
Praparation von Herz und Leber wurde die Haut der Bauchseite langs aufgeschnitten
und die Organe entnommen. Zur Praparation des Gehirnes wurde der Kopf zunachst
vom Rumpf abgelést und die Schadelkapsel freigelegt. AnschlieRend wurde der

Schadelknochen gedffnet und das Hirngewebe entnommen.

2.3.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Die Gewebe wurden wie in Abschnitt 2.3.1 prapariert und anschlieliend auf einem
-190 °C kalten Metallblock in einer Kryomatrix eingebettet. In einem gekuhlten
Kryomikrotom wurden bei -20 °C 18 pum dicke Schnitte des Augenbechers her-
gestellt. Fur Hybridisierungsversuche wurden die Schnitte immer frisch hergestellt
und auf vorgewarmte Objekttrager gebracht. Auf einer Warmeplatte wurden die

Schnitte 15 Minuten getrocknet, bevor sie weiter verarbeitet wurden.

2.3.3 Praparation von Plasmid-DNA

Klone einer LB-Platte wurden mit 5 ml LB-Medium angeimpft und unter standigem
Schiutteln Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Das LB-Medium enthielt ein Antibiotikum,
fir das die verwendeten Plasmide ein Resistenzgen besallen. Nach der Inkubation
wurden die Bakterien zweimal acht Minuten bei 10.000g in einem 1,5ml

ReaktionsgefaR  zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
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Bakterienpellet in 300 pl P1-Resuspensionspuffer (vgl. Abschnitt 2.2.3)
resuspendiert. Danach wurden der Suspension 300 ul P2-Lysepuffer (vgl. Abschnitt
2.2.3) zugesetzt und das Reaktionsgefal® funf Minuten inkubiert. Nach Zugabe von
300 yl  P3-Neutralisationspuffer (vgl. Abschnitt 2.2.3) und einer 10-minutigen
Inkubation bei 4 °C erfolgte eine Zentrifugation fur 15 Minuten bei 4 °C und 10.000 g.
Die Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 650 ul Isopropanol und einer
Zentrifugation von 15 Minuten bei 4 °C und 10.000 g prazipitiert. Das Pellet wurde
durch die Zugabe von 1 ml kaltem 70%igem Ethanol von Salzverunreinigungen
befreit. Durch eine Zentrifugation bei 4 °C und 10.000 g wurden die Plasmide erneut
pelletiert, dreil3ig bis sechzig Minuten getrocknet und in 40 pl DEPC-Wasser gelost.
Fur die Maxipraparation wurden 200 ml LB-Medium mit einer Bakterienkolonie
angeimpft und schuttelnd Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde

mit dem Pure Yield Plasmid Midi-Kit nach Angaben des Herstellers isoliert.

2.3.4 Reinigung und Extraktion von DNA
Zur Reinigung der DNA nach enzymatischen Reaktionen wurde das QlAquick PCR

Purification Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers verwendet. Die
Extraktion der DNA-Fragmente aus Agarosegelen erfolgte durch das QIAEX Il Gel

Extraction Kit der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers.

2.3.5 Isolierung von genomischer DNA und RNA
Um Kontaminationen mit RNasen zu verhindern, wurde mit Handschuhen gearbeitet.
Im Wasser enthaltene RNAsen wurden durch Behandlung mit Diethylpyrocarbonat
(vgl. Abschnitt 2.2.1) inaktiviert. Alle Losungen wurden ausschlief3lich mit DEPC-
behandeltem Wasser hergestellt. Glaswaren und Praparierbesteck wurden fur
vier Stunden bei 200 °C gebacken. Gerate, die keine Hitze vertragen, wurden mit
RNAse AWAY nach Angaben des Herstellers behandelt. Alle Einwegutensilien
wurden RNase-frei vom Hersteller bezogen. Die Retinen wurden wie in Abschnitt
2.3.1 prapariert. Sie wurden anschlieBend aus dem Augenbecher geldst und mit
einer sterilen Spritze mechanisch homogenisiert. Gehirn, Herz, Leber und Linse
wurden mit Hilfe eines Glashomogenisators homogenisiert. Die Isolierung von
genomischer DNA und RNA erfolgte durch das NucleoSpin Kit RNA Il von Macherey-

Nagel nach Angaben des Herstellers.

2.3.6 Isolierung von mRNA aus retinalen Zellen

Um die mRNA aus Photorezeptoren, Mullerzellen, Horizontalzellen und Bipolarzellen

zu isolieren, wurde das NucleoSpin Kit RNA XS von Macherey-Nagel verwendet. Um
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die mRNA aus Photorezeptoren zu isolieren, wurden mit einem Vibratom 200 ym
dicke Retinaschnitte angefertigt. Mit einer Patch-Pipette wurden etwa 200
Photorezeptor-Zellkdrper aus der inneren Halfte der aul’eren Kernschicht gezogen.
Die Pipette war mit 9 yl RA1-Puffer (inkl. 2% TCEP) gefullt. Alle Schnitte erfolgten
bei Raumtemperatur, da der RA1-Puffer chaotrope Salze enthalt, die bei niedrigen
Temperaturen ausfallen. Die Zellen wurden aus der Pipette mit einer Spritze
ausgeblasen. Vier Photorezeptor-Proben wurden so gesammelt und vereinigt. Nach
Zugabe von 4 yl Carrier-RNA wurde die Probe gemischt und 100 yl 70% Ethanol
zugegeben. Dieser Ansatz wurde auf die blaue Saule des NucleoSpin Kits RNA XS
von Macherey-Nagel gegeben und nach Angaben des Herstellers weiter bearbeitet.
Fir die Isolierung der mRNA aus einzelnen retinalen Zellen wurden die Zellen der
Retina dissoziiert. Unter dem Mikroskop wurde der jeweilige Zelltyp mit einer Patch-
Pipette aufgesammelt. Bei diesem Verfahren wurden fur jede Probe zwischen zwei

und vier Zellen gesammelt.

2.3.7 DNase-Behandlung von mRNA

Um den Anteil an genomischer DNA in den RNA-Proben zu reduzieren, wurden die
Proben mit DNase behandelt. Ein Ansatz fur eine DNAse-Behandlung setzte sich wie

folgt zusammen:

RNA 1 ug
RNasin Plus® (40 U/ul) 1 pl
10 x DNase-I-Reaktionspuffer 1 ul
DNase | Amplification Grade (10 U/pl) 1 ul
nukleasefreies Wasser auffillen auf 10 pl

Nach einer Inkubation von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurde die DNase durch
Zugabe von 1 pl EDTA (25 mM) fur zehn Minuten bei 65 °C inaktiviert. Die gereinigte
RNA wurde bei -80 °C gelagert.

2.3.8 Reverse Transkription

Um mRNA-Molekile aus der Gesamt-RNA in cDNA-Molekule umzuschreiben, wurde
die Reverse Transkriptase Superscript’™™ 1ll nach Angaben des Herstellers
(Invitrogen) verwendet. Dazu wurde 1 ug Gesamt-RNA direkt nach dem DNase-
Verdau (vgl. Abschnitt 2.3.7) im folgenden Reaktionsansatz weiterbehandelt:
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Gesamt-RNA (1ug) X Ml
Oligo(dT) (500 pg/l) 1l
dNTP-Mix (10 mM) 1l

Der Reaktionsansatz wurde mit DEPC-Wasser auf 13 pl aufgefllt, finf Minuten bei
65 °C erhitzt und fur eine Minute auf Eis abgekuhlt. Fur die Erststrangsynthese

wurden folgende Substanzen hinzugefugt:

5x First-Strand Buffer 4 ul
DTT (0,1 M) 1 ul
RNasin Plus® (40 U/ul) 1 pl
Superscript™ 1l RT (200 U/ul) 1 ul

Der Transkriptionsansatz wurde gemischt und fir sechzig Minuten bei 50 °C und
anschlie3end fur 15 Minuten bei 70 °C inkubiert.

2.3.9 Primer-Design

Zur Auswahl der Primer wurden das Programm Primer3 OligoAnalyzer 3.1
(http//:eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer) verwendet. Die Primer-
Synthese erfolgte durch die Firma Eurofins MWG GmbH (Ebersberg).

2.3.10 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Aus einem bekannten DNA-Bereich wurden zwei Primer gewahlt, die gegenlaufig an
die denaturierten komplementaren DNA-Strange binden und den gewunschten
Bereich flankierten. Eine Ubersicht (iber die eingesetzten Primer und deren
Sequenzen befindet sich im Anhang, Abschnitt 8.3. Zur Amplifikation wurde die
HotStar Taq DNA-Polymerase der Firma Qiagen nach Angaben des Herstellers
verwendet. Als Matrizen-DNA wurden Plasmid-DNA, genomische DNA, c-DNA oder
die Amplikons einer PCR verwendet. Jeder Reaktionsansatz mit einem

Gesamtvolumen von 25 pl enthielt folgende Komponenten:

Endkonzentration
Matrizen-DNA variabel variabel
HotStar PCR-Reaktionspuffer (10x) 2,5 ul 1x

(1,5 mM MgCl2)
dNTP-Mix (10 mM) 0,5 ul 250 uM
Primer Forward (10 pmol/ul) 2 ul 0,8 pmol/pl
Primer Reverse (10 pmol/ul) 2 ul 0,8 pmol/pl
HotStar Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul 0,04 U/ul

Nuklease-freies Wasser auffallen auf 25 pl

Die Durchfuhrung der PCR zum Amplifizieren von Cx30.2 stellte einen Sonderfall
dar: Hier wurde die Erhéhung der MgClz-Konzentration um 0,7 mM, die Zugabe von
5 pl Q-Solution und die Zugabe von 1-8% DMSO ausgetestet. Es zeigte sich, dass

die Zugabe von 5pl Q-Solution der Firma Qiagen pro Ansatz oder eine
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Endkonzentration von 8% DMSO fur das Gelingen der PCR notwendig war. Bei
Polymerase-Kettenreaktionen, die Klonierungen zur Genexpression nach sich zogen,
wurde die HotStar HighFidelity-Polymerase  benutzt, da sie eine
Korrekturlesefunktion besitzt. Die Verwendung dieser Polymerase gewahrleistet das
fehlerlose Ablesen der DNA-Matrize. Jeder Reaktionsansatz mit einem

Gesamtvolumen von 25 pl enthielt folgende Komponenten:

Matrizen-DNA (cDNA) variabel
PCR-Reaktionspuffer (5 x) inkl. ANTP-Mix 5yl

Primer Forward (10 pmol/ul) 2 pl

Primer Reverse (10 pmol/pl) 2 ul

HotStar HighFidelity Tag DNA-Polymerase (2,5 Units/ul) 0,5 ul
nukleasefreies Wasser auffullen auf 25 pl

Die PCR wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf bei folgendem
Reaktionsprogramm durchgefuhrt:

Phase Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Aktivierung 94 15 min 1
Denaturierung 94 30s

Annealing X 30s 34
Polymerisation 72 1 min/kb

Finale Polymerisation 72 10 min 1

Um die optimale Annealing-Temperatur der Primer zu ermitteln, wurde eine PCR mit
unterschiedlichen Annealing-Temperaturen (Temperaturgradient) durchgefuhrt. Die
weiteren PCRs wurden bei der Annealing-Temperatur durchgefihrt, bei der ein
einziges DNA-Fragment der erwarteten Grof3e amplifiziert wurde.

2.3.11 Nested-RT-PCR

Bei Einzelzell-PCRs, in denen eine sehr geringe Menge an Matrizen-DNA zur
Verfugung stand, wurde die Methode der Nested-PCR angewendet. Die Nested-PCR
ist ein Verfahren, bei dem zwei PCR-Reaktionen nacheinander ablaufen. Als Matrize
fur die zweite PCR dient ein Teil des PCR-Produktes aus der ersten Amplifikation. In
der zweiten PCR bindet mindestens einer der beiden Primer an einen anderen
Sequenzbereich innerhalb dieser Matrize (Nested Primer), wodurch ein klrzeres
DNA-Fragment als in der ersten PCR amplifiziert wird. Die Sensitivitat der Nested-

PCR Ubertrifft die Standard-PCR um etwa zwei bis drei Zehnerpotenzen.
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2.3.12 3‘-RACE-PCR

Die 3‘-RACE dient der Vervielfaltigung der 3-Enden der cDNA mit Hilfe der RT-PCR.
Diese Methode wurde mit dem FirstChoice® RLM-RACE Kit nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt.

2.3.13 Agarosegel-Elektrophorese

Es wurden 1-2%ige Agarosegele verwendet. Zur Herstellung der Gele wurde
Agarose durch Aufkochen in 1 x Tris-Borat-EDTA-Puffer (vgl. Abschnitt 2.2.4) geldst
und die Agaroseldsung in einen Geltrager gegossen. Die zu analysierenden Proben
wurden mit Ladepuffer (GelPilot Loading Dye 5 x, Qiagen) versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Zur GréRenbestimmung diente die Standard-DNA-Leiter der
Firma Peqlab (vgl. Abschnitt 2.1.4). Die gelelektrophoretische Trennung der Proben
erfolgte fur 45-90 Minuten bei 110 V in einer horizontalen Gelkammer (Biometra).
Nach der Elektrophorese wurde das Agarosegel fur dreiRig Minuten in einer
Ethidiumbromid-Losung (vgl. Abschnitt 2.2.4) inkubiert. Das Bandenmuster wurde
mit einem UV-Transilluminator und der Dokumentationsanlage UV-Alphalmager

(Biozym) ausgewertet.

2.3.14 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurde die Absorption der
Nukleinsaure-Losung bei einer Wellenlange von 260 nm photometrisch gemessen.
Eine Kontamination der Nukleinsduren mit Proteinen konnte durch das Verhaltnis der
Absorption von 260 nm zu 280 nm bestimmt werden. Ein OD,g0/0OD2g Wert von 1,5

entspricht etwa einer 50%igen Protein/Nukleinsdure-Losung.

2.3.15 Schneiden der DNA mit Restriktionsendonukleasen

Die Restriktionsendonukleasen wurden entsprechend der Herstellerangaben
zusammen mit ihren Puffersystemen verwendet. Die Inkubationszeit betrug je nach

DNA-Menge eine bis mehrere Stunden.

2.3.16 Zielgerichtete Mutagenese

Die zielgerichtete Mutagenese wurde mit dem QuikChange® Multi Site-Directed
Mutagenesis Kit der Firma Stratagene durchgefuhrt. Dieses Kit ermdglicht den
zielgerichteten Austausch von Nukleotiden an bis zu funf verschiedenen Stellen
gleichzeitig. Die fur die zielgerichtete Mutagenese verwendeten Primer finden sich im
Anhang, Abschnitt 8.3.
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2.3.17 In-situ-Hybridisierung und Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung

Zur Herstellung von Ribonukleotid-Sonden wurden C-terminale Sequenzbereiche
mittels PCR amplifiziert (vgl. Abschnitt 2.3.10) und in den Vektor pGEM-T Easy
einkloniert. Dort wird die integrierte Sequenz von den Transkriptionsstartpunkten fur
RNA-Polymerasen T7 und SP6 flankiert. An diesen Sequenzen wurde in Gegenwart
von DIG-markierten Nukleotiden die Transkription gestartet. Das Plasmid wurde mit
einem Restriktionsenzym linearisiert, so dass die DNA-Matrize unmittelbar nach dem
Insert abbrach. Pro Restriktionsansatz wurden 10 ug Plasmid-DNA aus einer
Plasmid-Maxipraparation  (vgl.  Abschnitt 2.3.3) mit einer geeigneten
Restriktionsendonuklease geschnitten (vgl. Abschnitt 2.3.15). Zur Kontrolle der
vollstandigen Linearisierung wurden 5 ul des Ansatzes gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Nach vollstandiger Linearisierung wurde das Plasmid mit dem QIAquick
PCR Purification Kit aufgereinigt. Fur die RNA-Synthese wurde der DIG-RNA
Labeling Mix der Firma Roche verwendet. Neben den Standard-Nukleotiden enthalt
dieser Mix auch Digoxigenin-markiertes Uracil, so dass es zu einer Markierung der
RNA-Sonde kommt. Der Reaktionsansatz fur die Synthese der DIG-markierten

Ribonukleotid-Sonden setzte sich wie folgt zusammen:

1 ug linearisierte DNA X ul
10 x Transkr(i@ptionspuffer 2 ul
RNasin Plus™ (40 U/ul) 1 ul
10 x DIG-Mix (Dig-UTP, dNTPs) 2 ul
SP6/T7 RNA-Polymerase (20 U/pl) 2 ul

Die Reaktionsansatze wurden mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 ul aufgefullt. Die
In-vitro-Transkription erfolgte tGber Nacht bei 37 °C und wurde durch die Zugabe von
einer Unit DNase | bei 37 °C fur 15 Minuten gestoppt. Die Inaktivierung der RNA-
Polymerase erfolgte durch Zugabe von 2 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0). Zur Aufreinigung
erfolgte im Anschluss an die In-vitro-Transkription eine RNA-Prazipitation durch
Zugabe von Lithiumchlorid bis zu einer Endkonzentration von 0,8 M und einem 2,5-
fachen Volumen eiskaltem 100% Ethanol. Die Fallung der RNA erfolgte fur eine
Stunde bei -80 °C. Nach einer Zentrifugation fur 15 Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C
wurden 50 pl eiskaltes 70%iges Ethanol zugegeben und erneut fur zehn Minuten bei
10.000 g und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde anschlief3end bei 37 °C getrocknet
und in DEPC-H,O gelést. Es wurden eine Sense- und eine Antisense-Sonde
synthetisiert. Die Sense-Sonde entspricht dem codierenden Strang und stellt beim
Nachweis von mRNA eine Negativkontrolle dar.



34

Material und Methoden

Alkalische Hydrolyse: Um das Eindringen der Sonden in das Gewebe zu

vereinfachen, wurden sie durch eine alkalische Hydrolyse in Fragmente von ~300
Nukleotiden zerlegt. 100 pl der bei der In-vitro-Transkription hergestellten RNA
wurden 100 pl Hydrolyse-Mix (vgl. Abbschnitt 2.2.1) zugesetzt. Die Hydrolyse

erfolgte bei 65 °C, die Hydrolysedauer wurde nach folgender Formel berechnet:

Sondenlénge [kb] — 0,3 kb = X Minuten
Sondenlange [kb] x 0,3 kb x 0,11

Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Hydrolyse durch Zugabe von 100 pl
Neutralisationslésung beendet. Die Ribonukleotid-Sonden wurden aliquotiert und bei
-80 °C gelagert. Die Zusammensetzungen der fir die In-situ-Hybridisierung
verwendeten Puffer und Lésungen finden sich in Abschnitt 2.2.1. Zur Vorbereitung
der Praparate wurden die Objekttrdger zunachst 30 Minuten bei 4 °C in 4%igem
Paraformaldehyd fixiert. AnschlieRend wurden die Schnitte dreimal finf Minuten in
1 x PBS gewaschen und dann finf Minuten in 70%igem Ethanol inkubiert. Nach zwei
Waschschritten fur zehn Minuten in DEPC-H,O erfolgte eine Permeabilisierung der
Gewebe fur funf Minuten in 0,1 M HCI. AnschlieBend fand eine dreimalige
Neutralisation fur finf Minuten in 1 x PBS statt. Um den negativ geladenen
Ribonukleotid-Sonden den Zugang in die Zellen zu erleichtern, wurden die
Gewebeschnitte 20 Minuten in 0,25% Essigsaureanhydrid (in 0,1 M Triethanolamin)
inkubiert und anschlief3end dreimal funf Minuten in 1 x PBS gewaschen. Die Schnitte
wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe fur jeweils funf Minuten in 70%, 80% und
95% Ethanol dehydriert und getrocknet. Auf jeden Gewebeschnitt wurden etwa
250 ul Prahybridisierungspuffer gegeben und die Retinen fur drei Stunden bei 37 °C
in einer geschlossenen, feuchten Inkubationskammer prahybridisiert. Anschlielend
wurde der Prahybridisierungspuffer entfernt und ein Hybridisierungsmix (1 pl RNA-
Sonde und 300 ul Hybridisierungspuffer) auf die Gewebeschnitte pipettiert. Die
Hybridisierung erfolgte in einer Inkubationskammer bei 55 °C uUber Nacht. Nach der
Inkubation wurde der Hybridisierungsmix von den Objekttragern entfernt und die
Objekttrager in einem Farbegestell eine Minute in 0,2 x SSC bei 55 °C gewaschen.
Als weitere Waschschritte folgten: zweimal 30 Minuten in 0,2 x SSC bei 55 °C, 3 x
90 Minuten in 0,1x SSC/50% Formamid bei 55 °C, zehn Minuten in 0,2 x SSC und
zehn Minuten in P1-Puffer. AnschlieRend erfolgte eine Blockierung mit modified
blocking medium (MBM) fur 30 Minuten. Die Antikdrper-Markierung fand in der
dunklen und feuchten Inkubationskammer Uber Nacht bei 4 °C statt; dazu wurde der
Antikorper anti-DIG-AP 1:500 in MBM verdunnt und auf die Gewebeschnitte
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pipettiert. Nach der Antikdrper-Inkubation wurden die Objekttrager fir zweimal
15 Minuten in P1-Puffer und far finfMinuten in P3-Puffer gewaschen. Die
Entwicklung erfolgte unter Zugabe von frisch hergestellter Entwicklungslésung in der
Inkubationskammer fur mehrere Stunden. Dabei wurde die Farbentwicklung der
Retinen nach jeweils 30 Minuten Uberpraft und die Reaktion nach erfolgter
Signalentwicklung fur 15 Minuten in P4-Puffer abgestoppt. Abschlie3end wurden die
Gewebe fur funf Minuten in DEPC-Wasser gewaschen, getrocknet, mit Fluoromount
und einem Deckglaschen bedeckt sowie mit Nagellack versiegelt. Die
Permeabilisierung und Hybridisierung erfolgte wie bei der konventionellen In-situ-
Hybridisierung. Anschlie®end wurden die Retinen zehn Minuten in 1x PBS
gewaschen und 15 Minuten in 2% H,O, (in PBS) inkubiert. Die Blockierung mit
modified blocking medium (MBM) erfolgte fur 30 Minuten. Nach der Blockierung
wurden die Gewebeschnitte in einer feuchten Inkubationskammer Uber Nacht bei
4 °C mit anti-DIG-POD-Antikoérpern inkubiert. Dazu wurden die Antikdrper 1:500 in
MBM verdinnt. Nachdem die Objekttrager dreimal fur funf Minuten in TNT-Puffer
gewaschen worden waren, erfolgte die Signalentwicklung fur sieben Minuten unter
Verwendung des TSA™ Plus Fluorescence Systems. Dazu wurde Fluorescein und
Cyanine 3 1:50 in 1 x Amplification Diluent verdinnt und auf die Schnitte pipettiert.
Ein Abstoppen der Reaktion erfolgte durch dreimaliges Waschen in TNT-Puffer far
jeweils finf Minuten. Die Praparate wurden getrocknet, mit Vectashield und einem

Deckglaschen bedeckt und mit Nagellack versiegelt.

2.3.18 Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente in Plasmide zu integrieren, wurden das pGEM-T Easy Vector
System (Promega) und das Rapid DNA Ligation Kit (Roche) verwendet. Die

Anwendung erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

2.3.19 Transformation von DNA-Fragmenten

Zur Herstellung transformationskompetenter Zellen wurden zehn Milliliter LB-Medium
mit E.-coli-Bakterien des Stammes One Shot™-TOP10 angeimpft. Nach einer
Inkubation Uber Nacht bei 37 °C wurden 200 ml LB-Medium (vgl. Abschnitt 2.2.5) mit
der Uber-Nacht-Kultur versetzt und die Zellen bei 37 °C bis zu einer optischen Dichte
von 0,6 inkubiert. Ab diesem Zeitpunkt wurden alle verbleibenden Arbeiten bei 4 °C
durchgefuhrt. Die Zellsuspension wurde auf 50-ml-Falcon-Gefalte verteilt und zehn
Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die Pellets in
40 ml 0,1 M MgCl2 resuspendiert und die Suspensionen erneut zentrifugiert. Das
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Pellet wurde anschlieltend in 20 ml CaCl, resuspendiert, 30 Minuten auf Eis inkubiert
und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und jedes Zellpellet in
2ml eines 15%igen CaCl2/Glycerin-Gemischs resuspendiert. Die Zellen wurden
sofort in Portionen zu je 200 uyl bei -80 °C eingefroren. Fir die Transformation
wurden One Shot™-Top10-E.-coli-Zellen oder JM109 chemisch-kompetente E.-coli-
Zellen der Firma Promega verwendet. 50 ul der tranformationskompetenten Zellen
wurden auf Eis aufgetaut und in gekuhlte 17 x 100 mm Polypropylene-Kulturréhrchen
uberfuhrt. Die Bakterien wurden mit 1-3 pl DNA-LOsung versetzt und 30 Minuten auf
Eis inkubiert. In einem Wasserbad erfolgte ein Hitzeschock fur eine Minute bei 42 °C.
Nach Abkuhlung der Bakterien fur zehn Minuten auf Eis wurde der Ansatz mit 150 pl
LB-Medium versetzt und eine Stunde bei 37 °C unter standigem Schutteln inkubiert.
Der Transformationsansatz wurde anschlieBend auf vorgewarmte LB-Agarplatten
(vgl. Abschnitt 2.2.5) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.20 DNA-Sequenzierung und Sequenzanalyse
Fur die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden 200 ng DNA in 12 ul ddH,O

aufgenommen und mit 2 yl ausgewahltem Primer versetzt. Fur die Sequenzierung
von Plasmiden wurde die aufgereinigte DNA mit nukleasefreiem ddH,O auf eine
Endkonzentration von 80 ng/ul eingestellt. Die Sequenzierung erfolgte von der Firma
Agowa genomics (Berlin).

Die Analyse der Sequenzierungen erfolgte unter Anwendung des Sequenz-
Analyseprogramms Finch TV (www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml). BLAST
wird verwendet, um experimentell ermittelte DNA- oder Proteinsequenzen mit bereits
vorhandenen Sequenzen in einer Datenbank zu vergleichen. Ein Alignment ist der
Vergleich von Nukleinsdure- oder Aminosauresequenzen. Fur BLAST- und
Alignmentanalysen wurden folgende Datenbanken genutzt: EMBL (European
Molecular Biology Laboratory, http://www.ebi.ac.uk/Tools/), BLAST-Server der NCBI
(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov) und
ExPASy (Molecular Biology Server, http://us.expasy.org/). Zur Auswahl der Primer

wurde das Programm Primer3 OligoAnalyzer 3.1 verwendet.

2.4 Proteinbiochemie

Proteinbiochemische Untersuchungen wie subzellulare Fraktionierung, SDS-
Polyacrylamidgel-Elektrophorese und Western-Blot erfolgten wie in Janssen-
Bienhold et al., 2009 beschrieben.


http://de.wikipedia.org/wiki/Desoxyribonukleins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Protein
http://de.wikipedia.org/wiki/Datenbank
http://www.ebi.ac.uk/Tools/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.5 Funktionelle Expressionsstudien

2.5.1 Zellkultur

Die Kultivierung von N2A- und HelLa-Zellen erfolgte bei 37 °C, 5% CO, und 95%
relativer Luftfeuchtigkeit in DMEM (vgl. Abschnitt 2.2.7). Die Passage der Zellen
wurde bei etwa 70-80% Konfluenz durchgefuhrt. Die Zellen wurden mit einer
Trypsin/EDTA-L6sung gewaschen und durch eine 5-minutige Inkubation in der
Trypsin/EDTA-LOsung im Inkubator vom Boden der Zellkulturflasche abgeldst. Die
Zellsuspension wurde danach in 3 ml DMEM resuspendiert. Nun wurden 9 ml
vorgewarmtes DMEM-Medium in einer frischen Zellkulturflasche vorgelegt und eine
halbe Stunde im Inkubator begast. Etwa 1 ml der Zellsuspension wurde in diese
Flasche uberfuhrt.

2.5.2 Transiente Transfektion

Die Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion passagiert (vgl. Abschnitt 2.5.1).
Fir die Transfektion wurden in einer 24-Well-Platte pro Deckglaschen 50.000 Zellen
und pro 6 cm Zellkulturschale 500.000 Zellen ausgesat. Die Zellzahl wurde mit Hilfe
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Unmittelbar vor der Transfektion erfolgte ein
Mediumwechsel. Fur die Deckglaschen wurden in 60 yl DMEM 0,4 pg der DNA und
1 ul Attractene gelost, die Ansatze vorsichtig gemischt und zur Prazipitatbildung 10
bis 15 Minuten bei RT inkubiert. Fur die 6 cm Zellkulturschalen wurde die zehnfache
Menge angesetzt. Die DNA-Attractene-Prazipitate wurden anschlieRend auf die
Zellen pipettiert und 24 Stunden inkubiert (37 °C, 5% COy). 24 Stunden nach der
Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. 48 Stunden nach der Transfektion wurden
die Zellen biochemisch oder immunzytochemisch analysiert. Bei einer Transfektion
mit zwei verschiedenen Plasmiden wurde das Panx2-Konstrukt jeweils in einem
Verhaltnis von 3 (Panx2) zu 1 (GFP) eigesetzt.

2.5.3 Immunzytochemie

Die transfizierten N2A- bzw. HeLA-Zellen (vgl. Abschnitt 2.5.2) wurden mit 0,1 M PB
(pH 7,4) gewaschen und mit 2%iger PFA-Fixierlosung (vgl. Abschnitt 2.1) bei RT
fixiert. Anschlielend wurden die Deckglaschen dreimal fur zehn Minuten mit 0,1 M
PB gewaschen und fur eine Stunde mit Prainkubationslosung (0,5% Triton X-100,
10% Normal goat serum in 0,1 M PB) inkubiert. Die Inkubation mit dem primaren
Antikorper erfolgte Uber Nacht bei 4 °C in einer feuchten Kammer. Nach dreimaligem

Waschen fur zehn Minuten mit 0,1 M PB wurden die Deckglaschen mit dem
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sekundaren Antikorper fur zwei Stunden inkubiert. Die Verdinnung der Antikorper
erfolgte in Prainkubationslésung. Nach dreimaligem Waschen flr zehn Minuten im
Dunkeln wurden die Deckglaser mit Vectashield (Vectors Laboratories

IncBurlingame) eingedeckelt.

2.5.4 Elektrophysiologie

Fur elektrophysiologische Untersuchungen wurden HelLa- und N2A-Zellen
verwendet. Die Zellen wurden 24, 48 und 72 Stunden nach der Transfektion (vgl.
Abschnitt 2.5.2) durch Patch-Clamp-Ableitungen untersucht. Deckglaschen mit
kultivierten Zellen wurden in einer Kammer auf dem Objekttisch eines Mikroskops
platziert. Die transfizierten Zellen wurden durch ein zusatzlich transfiziertes
fluoreszierendes Protein unter 40-facher und 63-facher Vergroferung identifiziert.
Patch-Clamp-Ableitungen gepaarter Zellen wurden mit dem Doppel-Patch-Clamp-
Verstarker EPC9 (Heka, Lambrecht) durchgefiihrt und mit der Software Patchmaster
(Heka) ausgewertet. Die Strome wurden mit einem digitalen Oszilloskop
aufgezeichnet. Die Daten entstanden bei einer Frequenz von 1-2 kHz, Leckstrome
wurden nicht abgezogen. Elektroden mit einem Widerstand von 4—-7 MQ wurden mit
dem Verstarker verbunden. Der Serienwiderstand der Elektroden bewegte sich in
einem Bereich zwischen acht und 15 MQ und wurde nicht kompensiert. Der
Serienwiderstand wurde jedoch wahrend des Experimentes sorgfaltig Uberprift und
nur die Messungen mit einem stabilen Serienwiderstand-Messwert fur die
Auswertung berucksichtigt. Die Zellen wurden bei Raumtemperatur mit einer
Extrazellulariésung (137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM
HEPES, 10 mM Glukose, pH 7,4) tberspllt (0,5 ml/min). Die Intrazellulariésung far
die Ableitungen der Strome enthielt 120 mM CsCI, 20 mM TEACI, 1 mM CaCl,, 2 mM
MgClz, 11 mM EGTA und 10 mM Hepes, pH 7,2. Fur jedes Zellpaar wurden sowohl

eine initiale Depolarisation als auch eine Hyperpolarisation durchgefuhrt.

2.6 Immunhistochemie

Die Herstellung der Gefrierschnitte erfolgte wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben, mit
folgenden Ausnahmen: FUr immunhistochemische Anwendungen wurden die
Schnitte auf vorgewarmte, gelatinierte Objekttrager (Menzel) gebracht und eine
Stunde auf einer Warmeplatte getrocknet. Die Gefrierschnitte wurden fir 15 Minuten
bei 30 °C aufgetaut und in TBS/Tx (pH 7,6), 0,1 M PB (pH 7,4) oder TBS (pH 7,6) in
Abhangigkeit von den Inkubationsbedingungen der verwendeten Antikorper
gewaschen. Alle verwendeten Antikdrper mit ihren Inkubationspuffern und

Verdinnungen finden sich in Abschnitt 0. Eine Blockierung der unspezifischen
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Bindungsstellen erfolgte fur eine Stunde mit 10% Ziegenserum (Sigma) in TBS/Tx-
100. Die Antikdrperinkubation auf den Gefrierschnitten fand tGber Nacht bei 4 °C in
einer feuchten Kammer statt. Im Anschluss wurden die mit dem Primar-Antikorper
inkubierten Objekttrager fur dreimal zehn Minuten in dem entsprechenden Puffer
gewaschen und anschliefend mit den sekundaren Antikorpern in verschiedenen
Konzentrationen (vgl. Abschnitt 0) fur zwei Stunden in einer feuchten Kammer
inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager in Vectashield eingedeckelt. Fur
Doppelmarkierungen mit zwei primaren und zwei sekundaren Antikdrpern wurden die
Schnitte mit beiden primaren Antikorpern aus verschiedenen Tierarten verwendet.
Zur Herstellung isolierter Retinazellen wurden zwei Retinen einer acht Wochen alten
C57BL/6-Maus verwendet. Die Zusammensetzungen der verwendeten Ldsungen
und Medien finden sich in Abschnitt 2.2.7. Die Deckglaschen wurden zuvor eine
Stunde mit 500 ul einer ConA-Stocklésung beschichtet und anschliel3end dreimal mit
PBS gewaschen. Die Retinen wurden bei 37 °C flr zehn Minuten in Losung A und
anschlieBend fur 45 Minuten in Papainlésung inkubiert. Danach erfolgte eine
Inkubation fur funf Minuten in DMEM/FCS/DNase-I-Losung. Die Retinen wurden in
DMEM gewaschen und in 1 ml MEM aufgenommen. Mit einer englumigen, polierten
Pasteurpipette wurden die Zellen dissoziiert und je 500 pl des Uberstandes auf ConA
beschichtete Deckglaschen pipettiert. Die Anheftung der Zellen fand fur 30 Minuten
bei 37 °C und 5% Kohlenstoffdioxid im Brutschrank statt. Die immunologische
Markierung erfolgte wie oben beschrieben. Die Waschschritte wurden mit TBS-
Puffer, pH 7,6 durchgefihrt.

2.6.1 Konfokale Mikroskopie und Bildbearbeitung

Fluoreszierende Objekte wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(Leica Microsystems AG, Wetzlar) aufgenommen. Das Scannen der Objekte erfolgte
mit einem x63/1,32 Plan-Apochromat-Objektiv unter einer Auflosung von 1024 x
1024 Pixeln. Offset und Gain wurden mit Hilfe der Leica-Software optimal eingestellt.
Bei einer Markierung mit mehreren Farben wurde eine Uberlappung der
verschiedenen Emissionsspektren durch deutliche Trennung der jeweils anregenden
Wellenlangen ausgeschlossen. Es wurden mehrere Ubereinanderliegende Ebenen
(Stacks), aufgenommen. Der Abstand der einzelnen Ebenen betrug 0,2 ym. Bei den
in dieser Arbeit dargestellten Bilder handelt es sich entweder um Aufnahmen
einzelner Ebenen oder um Projektionen von 5-10 Ebenen. Die Bildbearbeitung
wurde mit dem Programm Photoshop 7.0 (Adobe, San Jose, CA, USA) durchgefuhrt.
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2.6.2 Elektronenmikroskopie

FuUr die Waschschritte und Verdinnungen wurde, wenn nicht anders erwahnt, 0,1 M
PB-Puffer (vgl. Abschnitt 2.2.2) verwendet. Die praparierte Maus-Retina wurde
zweimal fur zehn Minuten in 2% Paraformaldehyd fixiert, anschlieend dreimal fur
20 Minuten gewaschen und Uber Nacht in 30% Sucrose bei 4 °C inkubiert. Von der
Retina wurden 60 um dicke, tangentiale Gefrierschnitte angefertigt (vgl. Abschnitt
2.3.2) und drei Stunden in 10% Normal goat serum blockiert. Die Inkubation mit dem
Pannexin2-Antikorper erfolgte fur funf Tage bei 4 °C. Der Antikdrper wurde 1: 100 in
PB-Puffer mit 50% Glycerol, 0,5% BSA und 0,02% Natriumazid verdunnt.
AnschlieRend wurden die Schnitte mit einem biotinylierten zweiten Antikorper Gber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung von
Pannexin2 wurde als zweiter Antikdrper goat anti rabbit in einer Verdinnung von 1:
250 verwendet. Nach einem Waschschritt wurden die Schnitte fur 7 Stunden bei 4 °C
in Solution A (,Vectastain Elite ABC-Kit", Vector Laboratories) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Praparate in Solution B (1: 75 in PB-Puffer) desselben Kits
bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Danach erfolgte eine Reaktion mit Diaminobenzidin
(DAB) fur sieben Minuten in 0,1% DAB und 30%igem Wasserstoffperoxid.
Anschiel3end erfolgte eine Inkubation in 2,6% Glutaraldehyd, 2% Paraformaldehyd
und 3% Sucrose fur eine Stunde. Zwischen allen Inkubationsschritten erfolgte ein
Waschschritt fur 20 Minuten in PB-Puffer. Eine Intensivierung des Diaminobenzidins
wurde durch eine Inkubation bei 60°C fur zehn Minuten mit 2,6%
Hexamethylentetramin, 0,2% Silbernitrat und 0,2% Borax erreicht. Anschliel3end
wurden die Schnitte mit destilliertem Wasser gewaschen und fur zwei Minuten in
0,05% Goldchlorid (in destilliertem Wasser) inkubiert. Nachdem die Praparate mit
Wasser gespullt wurden, wurden sie mit 2,5% Sodiumthiosulfat (in destilliertem
Wasser) fur zwei Minuten inkubiert, erneut mit Wasser gespult und eine Stunde mit
1% Osmiumtetroxid (in destilliertem Wasser) inkubiert. Nach einem Waschschritt flr
20 Minuten in PB-Puffer wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Acetonreihe (50—
100%) dehydriert und in Agar-100-Harz eingebettet. Die Herstellung von Praparaten
fur elektronenmikroskopische Aufnahmen von Cx36 erfolgte ebenso, mit der
Ausnahme, dass Querschnitte der Retina von 100 ym und 200 pm Dicke mit einem

Vibratom hergestellt wurden.
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3 Ergebnisse
3.1 Etablierung der Versuchsbedingungen

Cx36 wurde in unserem Labor bereits erfolgreich in Photorezeptoren nachgewiesen
(Feigenspan et al., 2004). Deshalb sollten in Anlehnung an das daflr verwendete
Protokoll die Bedingungen fur die mRNA-Isolierung und RT-PCR optimiert werden.
Durch optimale Versuchsbedingungen sollte gewahrleistet werden, dass auch
schwer zu amplifizierende Templates detektiert werden koénnen. Aufgrund der
Annahme, dass Mause der C57BL/6-Linie weniger Gap-Junction-Kanale zwischen
Stabchen und Zapfen ausbilden als 129/Sv- Mause (Trumpler et al., 2008; mindliche
Aussage Botond Roska), sollten neben Experimenten mit C57BL/6 zusatzlich
Versuche mit 129/Sv- Mausen durchgeflihrt werden. Studien haben gezeigt, dass es
in der Nacht zu einer starkeren Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen kommt als
am Tag (Ribelayga et al., 2008). Deshalb wurde der zirkadiane Rhythmus der
129/Sv-Mause durch eine Zeitschaltuhr um zwolf Stunden verschoben, so dass sie
sich zur Zeit der Praparation im Nachtrhythmus befanden. Durch diese Bedingungen
war eine moglichst starke Expression der Gap-Junction-Proteine zwischen Stabchen
und Zapfen gewahrleistet. Fur jede Probe wurden in Zusammenarbeit mit Prof.
Andreas Feigenspan bzw. Regina Herrling etwa 200 Photorezeptor-Zellkdrper mit
einer Patch-Pipette aus der aul’eren Kernschicht der Maus-Retina isoliert. Die Cx36-
Primer lagen im zweiten Exon der Gensequenz (Genbank-Accession-Nummer
NM 010290.2; vgl. Anhang, Abschnitt 8.4). Die amplifizierte Sequenz von 179
Aminosauren ist in der Aminosauresequenz von Cx36 in Abbildung 3-1 E in rot
dargestellt. Auf das Agarosegel in Abbildung 3-1 A wurden auf der linken Seite die
Amplikons nach 34 Zyklen aufgetragen. Hier wurde ausschlieBlich unter Einsatz der
Maus-Retina-Templates ein sichtbares Produkt amplifiziert. Die Amplikons auf der
rechten Seite des Agarosegels sind das Resultat einer zweiten Nested-PCR, in
welche die Amplikons der ersten PCR als Template eingesetzt worden waren. In der
RT-PCR mit Cx36-Primern auf Photorezeptor-Proben wurden die erwarteten
Fragmente nur in der Nested-PCR nach insgesamt 68 Zyklen amplifiziert. In den
nachfolgenden  Versuchen zur Detektion von  Gap-Junction-mRNA in
Photorezeptoren wurde deshalb eine Nested-RT-PCR mit zweimal 34 Zyklen
durchgefuhrt. Fir Cx36 wurde in vier von acht der so getesteten Photorezeptor-
Proben ein Fragment der erwarteten Grof3e amplifiziert. Dabei zeigten zwei von funf
Phototorezeptor-cDNAs aus 129/Sv-Mausen (Abbildung 3-1 A) und zwei von drei
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getesteten Photorezeptor-Proben aus C57BL/6-Mausen (Abbildung 3-1 B-D) ein

positives Ergebnis.

1.PCR 34 Zyklen ™  Nested-PCR
129ISv  2x34 Zyklen

E Amplikon Cx36

1 mgewtilerl leaavgghst migrilltvv vifrilivai vgetvyddeqg tmfvcntlgp
61 gcngacydra fpishvrywv fgiimvctps lcfitysvhqg sakgrerrys tvflaldrdp
121 aesiggpggt ggggsggskr edkklgnamv ngvlgntett sketepdcle vkeltphpsg
181 lrtaarsklr rgegisrfyi igvvfrnale igflvgqyfl ygfsvpglye cnrypcikev
241 ecyvsrptek tvflvEmfav sgicvvlnla elnhlgwrki klavrgagak rksvyeirnk
301 dlprvsvpnf grtgssdsay v

Abbildung 3-1. RT-PCR mit Cx36-Primern. Das Agarosegel der PCR mit Cx36-Primern auf
Proben einer 129/Sv-Maus zeigt das erwartete Amplikon unter Einsatz von Maus-Retina-Proben
bei 34 Zyklen (A linke Seite). Wird eine weitere Nested-PCR angeschlossen, wird in zwei
Photorezeptor-Proben ein Produkt sichtbar (A, rechte Seite). Auf Proben aus C57BL/6-Mausen
wurde in einer Nested-RT-PCR in zwei von vier Photorezeptor-Proben das erwartete Fragment
amplifiziert (B-D). Die vervielfaltigten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die Primer-Bindestellen lagen in der
zytoplasmatischen Schleife und dem C-terminalen Ende des Proteins (E). PR = Photorezeptor;
MR = Maus-Retina; NK = Negativkontrolle.

3.1.1 Kontrollen der Templates

In diesem Abschnitt sind die Kontrollen aller fir die PCR verwendeten
Photorezeptor- und Maus-Retina-Templates dargestellt. Aufgrund der geringen
Menge an Photorezeptor-Template wurde die cDNA nicht in jeder einzelnen PCR,
sondern einmal im Anschluss an die reverse Transkription Uberprift. Eine einzige
Uberpriifung ist ausreichend, da die intakten cDNA-Proben im Anschluss an ihre
Synthese sofort aliquotiert und eingefroren wurden, wodurch eine Degradation der
cDNA durch wiederholtes Auftauen ausgeschlossen werden konnte. In einer
reversen Transkription wurde in jeder Probe die mRNA aus etwa 200 Photo-
rezeptoren bzw. einer Retina in cDNA umgeschrieben. Durch die nachfolgend
dargestellte RT-PCR mit Intron-Uberspannenden Rhodopsin-Primern konnten falsch
positive Ergebnisse durch Amplifikation auf genomischer DNA und falsch negative
Ergebnisse durch nicht funktionsfahige cDNA-Proben ausgeschlossen werden. Unter
Einsatz der Intron-Uberspannenden Rhodopsin-Primer dokumentiert ein einzelnes
Amplikon der erwarteten GroRe von 333 bp das Vorliegen intakter cDNA und schlief3t
eine Kontamination mit genomischer DNA aus. Beim Einsatz von genomischer
Template-DNA wird mit diesen Primern ein Fragment von 454 bp vervielfaltigt,
welches das dritte Intron der ungespleiten genomischen Rhodopsinsequenz
einschlief3t. In den Kontroll-PCRs wurden 92 cDNAs aus Photorezeptoren und zehn
Retina-Proben mit diesem Verfahren Uberprift (Abbildung 3-2). In 87 Photorezeptor-

und allen Retina-Proben wurde jeweils ein einzelnes Fragment mit 333 bp
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amplifiziert. DNA-Fragmente von 454 bp wurden ausschliel3lich beim Einsatz von
genomischer DNA vervielfaltigt, somit lag in keiner der getesteten cDNAs eine

Kontamination mit genomischer DNA vor.

8x PR £x

Abbildung 3-2. RT-PCR mit Rhodopsin-Primern. Kontroll-PCRs unter Verwendung von cDNAs
aus Photorezeptor- (PR) und Retina-Proben (MR). Das Vorliegen intakter cDNA wurde durch
Fragmente mit einer GroRe von 333 bp angezeigt. Alle cDNA-Proben waren frei von genomischer
DNA, da Intron einschlieliende DNA-Fragmente mit 454 bp nur unter Einsatz von genomischer
DNA (gen) vervielfaltigt wurden. NK = Negativkontrolle.

3.2 Keine Expression von Cx36 in Stabchen

3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis

Doppelimmunmarkierungen mit spezifischen Protein-Markern und Cx36 sollten
zeigen, ob Cx36 nur in Zapfen oder zusatzlich in Stabchen zur Expression kommt. In
Abbildung 3-3 wurde ein vertikaler Retinaschnitt immunhistochemisch mit einem
monoklonalen Antikdrper gegen Cx36 in rot und gegen Velis-3 in griin angefarbt. Der
Marker Velis-3 markiert die Membranen der Stabchen-Spherules und die Zapfen im
Bereich der auRReren Kernschicht. Eine gleichzeitige Markierung der Zapfen in der
auleren Kernschicht scheint ungewdhnlich, wurde aber beschrieben (Stdhr et al.,
2005) und durch eine vollstandige Kolokalisation mit einem Zapfenmarker gegen
Glykogen-Phosphorylase durch Katharina Schmidt in unserer Arbeitsgruppe
bestatigt. Abbildung 3-3 A zeigt die typische Markierung der Maus-Retina mit einem
monoklonalen Cx36-Antikorper in der inneren und aul}eren plexiformen Schicht
(Feigenspan et al., 2004), Abbildung 3-3 B zeigt das Fusionsbild der mit Velis-3 und
Cx36 markierten Retina. Der Ausschnitt der auf3eren plexiformen Schicht zeigt die
Lokalisation von Cx36 und Velis-3 im Bereich der Stabchen-Terminalien (Abbildung
3-3 C, D). Die durch Sterne gekennzeichneten Cx36-Markierungen proximal der

markierten Stabchen zeigen die typischen Cx36-Cluster in den Synapsen der
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Zapfen. Hier liegen die aus Cx36 aufgebauten Gap Junctions der OFF-Bipolarzellen
(Feigenspan et al., 2004). Die durch Pfeilspitzen gekennzeichneten Markierungen
zeigen Cx36-Signale im Bereich der Velis-3-markierten Stabchen-Terminalien, bei
denen es sich um Gap-Junction-Kanale zwischen Stabchen und Zapfen handeln
kann. Cx36-Signale zeigten sich zusatzlich in den Innensegmenten, in denen die
Proteinsynthese stattfindet, und in der auf3eren Kernschicht. Die Cx36-Markierungen
im Bereich der Photorezeptor-Kerne wurde in friheren Studien damit erklart, dass
Cx36-Proteine vom Proteinsynthese-Apparat der Innensegmente zu den Pedikeln
der Zapfen transportiert werden (Feigenspan et al., 2004). In den hier dargestellten
Daten zeigte sich eine Lokalisation von Cx36 in der aufleren plexiformen Schicht
ausschlieBlich in Velis-3-markierten Zapfen (Abbildung 3-3 E und F). Dieser Befund
deutete darauf hin, dass Cx36 ausschlielllich in den Zapfen und nicht in Stabchen

lokalisiert ist.

RTINS
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i

Abbildung 3-3. Velis-3- und Cx36-Verteilung auf vertikalen Retinaschnitten.
Doppelimmunmarkierung mit einem Velis-3-Antikorper (grin) und einem monoklonalen Antikérper
gegen Cx36 (rot) auf Retinaschnitten einer 129/Sv-Maus. Die Ubersicht (iber die gesamte Retina
zeigt die typische Verteilung von Cx36 in der inneren plexiformen Schicht (IPL) und in der
auleren plexiformen Schicht (OPL in A, B) und die Lokalisation von Velis-3 in den Terminalien
der Stabchen und in den Zapfen der ONL. Ein Ausschnitt der OPL (C, D) zeigt eine Lokalisation
von Cx36 im Bereich der Stdbchen-Terminalien (Pfeile) und in den Synapsen der Zapfen
(Sterne). Cx36-Signale finden sich in der ONL fast ausschlieRlich in den mit Velis-3 markierten
Zapfen (E, F). A-D: Projektionen Uber 2 ym Schichtdicke; E, F: einzelne Aufnahmen. GCL =
Ganglienzellschicht; INL = innere Kernschicht; ONL = duf3ere Kernschicht.

Abbildung 3-4 A und B zeigen den vertikalen Retinaschnitt einer 129/Sv-Maus, der
immunhistochemisch mit einem Antikdrper gegen Cone Arrestin und einem
monoklonalen Antikdrper gegen Cx36 und angefarbt wurde. Cone Arrestin markiert
die Zapfen-Photorezeptoren und ist hier im Bereich der Zapfen-Terminalien und in
den Zapfeninnensegmenten zu erkennen. Cx36 ist in der aufderen plexiformen
Schicht rund um die Zapfen-Pedikel lokalisiert. Die Aufnahmen einer Zapfen-
Terminalie in Abbildung 3-4 C und D zeigen Cx36-Immunoreaktivitat im gesamten
Zapfen-Pedikel. Bei dem durch einen Pfeil gekennzeichneten Fortsatz kann es sich

um ein Stabchen-kontaktierendes Zapfen-Telodendrium handeln, das ebenfalls
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Cx36-Markierung aufweist. In Bereichen, in denen keine mit Cone Arrestin
markierten Zapfen vorlagen, waren nur wenige Cx36-Signale zu erkennen. Durch
diese Abbildung konnte zwar eine Expression von Cx36 in Stabchen nicht
ausgeschlossen werden, da die Signale im Bereich der Zapfen in Zapfen-
kontaktierenden Stabchenmembranen liegen koénnten. Cx36-vermittelte Gap-
Junction-Kanale zwischen Stabchen schienen aufgrund dieser Abbildung jedoch
unwahrscheinlich, da in diesem Falle mehr Immunoreaktivitat zwischen den Zapfen
im Bereich der Stabchen zu erwarten gewesen ware. Damit wurde die Annahme,
dass Stabchen nicht Cx36 exprimieren, bestatigt.

D

Cone Arrestin

Abbildung 3-4. Cone-Arrestin- und Cx36-Verteilung auf  Retinaschnitten.
Immunhistochemische Markierung mit einem Cone-Arrestin-Antikérper (grin) und einem
monoklonalen Antikérper gegen Cx36 (rot) auf vertikalen Retinaschnitten einer 129/Sv-Maus. Die
Ubersicht tiber die gesamte Retina zeigt die Cx36-Lokalisation rund um die Zapfen-Terminalien.
An Stabchen-Spherules, die zwischen den Zapfen-Terminalien lokalisiert sind, zeigte sich wenig
Cx36-Immunoreaktivitat (A, B). Die mit Cone Arrestin und Cx36 markierte Zapfen-Synapse (C, D)
zeigt die Lokalisation von Cx36 im der Zapfen-Pedikel und die Cx36-Lokalisation in einem
putativen Telodendrium (Pfeil). A, B: Projektionen Uber 2 um Schichtdicke; C, D: Einzelne
Aufnahme. GCL = Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; INL = innere Kernschicht;
OPL = aulere plexiforme Schicht; ONL = auftere Kernschicht; IS = Innensegmente.

Abbildung 3-5 zeigt eine Doppelimmunmarkierung mit dem polyklonalen Cx36-
Antikorper und einem PSD95-Marker auf vertikalen Retina-Schnitten. Der Antikdrper
gegen PSD95 markiert die Membranen der Zapfen- und der Stabchen-Terminalien
(Koulen et al. 1998, Haverkamp et al. 2000a). In der duRBeren Retina zeigte der

polyklonale Cx36-Antikorper deutliche Immunoreaktivitat in den Innensegmenten, der
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inneren Kernschicht und in der auf3eren plexiformen Schicht. Die in Abbildung 3-5 C—
E dargestellte Aufnahme der &uReren plexiformen Schicht zeigt deutliche
Immunoreaktivitdt im Bereich der durch PSD95 markierten Photorezeptor-
Terminalien. Die Doppelimmunmarkierungen mit Protein-Markern und Cx36 gaben
bei der Untersuchung weiterer Connexin-Kandidaten einen Hinweis darauf, an
welcher Stelle die Immunoreaktivitat eines in Photorezeptoren exprimierten Proteins
zu erwarten ist. So zeigen zum Beispiel alle in diesem Versuch getesteten
Antikorper, die in den Photorezeptor-Terminalien zur Expression kommen,
Immunoreaktivitat in den Innensegmenten, dem Ort der Proteinbiosythese. Bei den
nachfolgenden immunhistologischen Untersuchungen weiterer Connexin-Proteine in
Photorezeptoren war oft nicht zu erkennen, ob Signale in der aul3eren plexiformen
Schicht Photorezeptoren, Bipolarzellen oder Horizontalzellen zuzuordnen sind. Eine
deutliche Markierung in den Innensegmenten diente in den weiteren Untersuchungen

als Hinweis auf die Expression eines Connexins in Photorezeptoren. .

.20 ym

Abbildung 3-5. Immunoreaktivitat von Cx36 und PSD95 auf vertikalen Retinaschnitten. Die
Markierung erfolgte mit einem polyklonalen Antikdrper gegen Cx36 in grin und einem PSD95-
Antikérper in rot auf der Retina einer C57BL/6-Maus. Die Ubersicht Uiber die gesamte Retina zeigt
starke Cx36-Immunoreaktivitdt in den plexiformen Schichten und den Innensegmenten und
schwachere Signale in den Kernschichten (A, B). Eine Aufnahme der OPL zeigt Cx36-
Markierungen in den mit PSD95 markierten Terminalien der Photorezeptoren (C-E). A, B:
Projektionen Uber 2 um Schichtdicke; C—E: Einzelne Aufnahmen. GCL = Ganglienzellschicht;
IPL = innere plexiforme Schicht; INL = innere Kernschicht; OPL = auRere plexiforme Schicht;
ONL = auldere Kernschicht; IS = Innensegmente.
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3.2.2 Ultrastruktureller Nachweis

Die immunhistochemischen Analysen deuteten darauf hin, dass Cx36 in Zapfen,
aber nicht in Stabchen exprimiert wird. Um eindeutig zu zeigen, dass Cx36 im Gap-
Junction-Kanal zwischen Stabchen und Zapfen nur auf der Zapfen- und nicht auf der
Stabchenseite lokalisiert ist, wurden ultrastrukturelle Analysen mit Cx36-Antikdrpern
durchgefuhrt. In Abbildung 3-6 wurde ein tangentialer Vibratomschnitt der aul3eren
plexiformen Schicht immunhistochemisch mit einem polyklonalen Antikérper gegen
Cx36 behandelt und der Antikérper mit Diaminobenzidin markiert. Die Retina wurde
einer acht Wochen alten C57BL/6-Maus entnommen. Abbildung 3-6 A zeigt eine
Ubersicht der tangential geschnittenen &uBeren plexiformen Schicht. Der
eingerahmte Ausschnitt zeigt die Terminalie eines Stabchens (S), die von einem
putativen Zapfen-Telodendrium (ZT) kontaktiert wird. In Abbildung 3-6 B ist dieser
Abschnitt in einer starkeren VergroRerung dargestellt. Zwei Bereiche, an denen der
Fortsatz die Stabchen-Terminalie kontaktiert, weisen Cx36-Markierungen auf
(Pfeile). Diese beiden Ausschnitte sind in Abbindung C und D vergroRert dargestelit.
Beide Ausschnitte zeigen Cx36-Signale auf der Seite des Fortsatzes, jedoch keine
Cx36-Lokalisation in der Zellmembran des Stabchens. Die Gap-Junction-Plaques
hatten eine Grof3e von etwa 200 bis 400 Nanometern. In Abbildung C sind die
Zellmembranen im Bereich der Cx36-Markierung nicht so stark aneinander
angenahert, wie man es im Falle eines Gap-Junction-Plaques erwarten wirde. Die
Ursache hierfir liegt mdoglicherweise in der Gewebe-Fixierung, die durch
Entwasserung den intrazellularen Raum verkleinert. Dieser Versuch wurde auf
Retinen sich im Dunkelzustand befindender 129/Sv-Mause wiederholt. Weder ein
monoklonarer noch ein polyklonarer Cx36-Antikdrper zeigten Markierungen in den
Terminalien der Stabchen.
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Abbildung 3-6. EM der auBeren plexiformen Schicht mit Cx36-Antikorpern. Die Markierung
erfolgte mit einem polyklonalen Antikdrper gegen Cx36 auf der Retina einer C57BL/6-Maus. Die
Aufnahme der tangentialen auReren plexiformen Schicht in A zeigt die Synapse eines Stabchens
(S), die von einem Zapfen-Telodendrium (ZT) kontaktiert wird (A). Die vergroRerte Darstellung
des umrahmten Ausschnittes zeigt Cx36-Markierungen an zwei Kontaktstellen zwischen
Telodendrium und Stabchen-Spherule (B, Pfeile). Diese beiden Ausschnitte zeigen Cx36-Signale
ausschlieRlich im Bereich der Zapfen-Membranen (C, D). (In Zusammenarbeit mit Dr. Konrad
Schultz, unverdffentlicht).

3.2.3 Keine 3’-Spleifvariante von Cx36 in Photorezeptoren

Mit einer 3’'RACE-Nested-PCR sollten potentielle SpleiRvarianten des Cx36-Gens
identifiziert werden. Damit sollte ausgeschlossen werden, dass eine alternative
SpleiRvariante des Cx36-Gens in Photorezeptoren vorkommt, die von dem
verwendeten Antikérper nicht erkannt wird. Die verwendeten ,5-Forward“-Primer
lagen im zytoplasmatischen Bereich der Gensequenz. Ein Anker-Primer am 3‘-Ende
der mRNA ermdglichte die Amplifikation und die Sequenzierung der gesamten 3‘-
Gensequenz. Es wurde Retina- und Photorezeptor-mRNA einer 129/Sv-Maus
verwendet. Das Vorliegen intakter cDNA wurde durch eine 3-RACE-Nested-PCR
derselben Proben mit B-Aktin-Primern bestatigt. Unter Einsatz der Cx36-Primer
zeigte die PCR mit Photorezeptor-Templates eine (P) und die der Maus-Retina-
Probe vier deutliche Banden (R1-4 in Abbildung 3-7). Das Alignment der
sequenzierten Photorezeptor- und Retina-Amplikons zeigte eine 100%ige
Ubereinstimmung mit der Datenbanksequenz NM 010290.2 (vgl. Anhang, Abbildung
8-1). Die verschiedenen Banden-GroRen unter Einsatz der retinalen cDNA
entstanden durch verschiedene Bindestellen des Anker-Primers. Sowohl das
Amplikon der Photorezeptor-Probe als auch die vier Amplikons der Retina-Proben

enthielten die Sequenz der Antikérper-Bindestelle. Die Sequenzierung der
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schwachen Doppelbande (R3) zeigte keine Verunreinigungen mit einer weiteren
Sequenz. Damit ist ausgeschlossen, dass in Photorezeptoren eine alternative
SpleilRvariante des Cx36-Gens existiert, die nicht von den verwendeten Antikrpern
erkannt wird.

f3-Actin Cx36

3'RACE Cx36

Abbildung 3-7. RACE-PCR mit Cx36-Primern. Es wurde je eine Maus-Retina- und eine
Photorezeptor-Probe einer 129/Sv-Maus mit B-Aktin-Primern (links) und Cx36-Primern (rechts)
verwendet. Unter Einsatz der Cx36-Primer zeigte die PCR mit Photorezeptor-Templates eine und
die der Maus-Retina-Probe vier Banden. PR = Photorezeptor; MR = Maus-Retina; NK =
Negativkontrolle.

3.3 Expressionsanalyse von Gap-Junction-Proteinen in Photorezeptoren

Durch RT-PCR-Analysen wurde die Connexin-Expression in Photorezeptoren
untersucht. Durch die Verwendung von spezifischen und degenerierten Primern
bestand die Moglichkeit, sowohl bekannte als auch unbekannte Connexine zu
identifizieren. Zunachst wurde jedes Connexin mit spezifischen Primern in einer RT-
PCR auf die mRNA-Expression in Photorezeptoren untersucht. Unter jedem
Agarosegel befindet sich die Proteinsequenz, innerhalb der die amplifizierte Sequenz
und die Transmembrandomanen dargestellt sind. Daraus geht hervor, in welchem
Bereich des Proteins der jeweils verwendete Primer bindet. In Abschnitt 8.4 befinden
sich DNA-Sequenzen fur jedes Connexin, die zeigen, in welchem Exon der
verwendete Primer hybridisierte. Die mit RT-PCR detektierten Connexine wurden mit
immunhistochemischen Analysen auf eine Protein-Expression in den Terminalien der
Photorezeptoren untersucht. Sofern eine Lokalisation im Bereich der Photorezeptor-
Terminalien vorlag, wurde das jeweilige Connexin auf Kolokalisation mit Cx36

Uberprift. Eine Ubersicht aller dieser Untersuchungen ist in Tabelle 3-1 dargestellt.
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Tabelle 3-1. Connexin Expression in Photorezeptoren und Retina der Maus.

Die Ubersicht zeigt die Expression von Connexinen in Retina und Photorezeptoren von 129/Sv-
und C57BL/6-Mausen. Auf retinaler cDNA konnten die Fragmente aller Connexine, mit Ausnahme
von Cx30, Cx30.3, Cx31, Cx31.1 und Cx 39, amplifiziert werden. Die Amplifikation von Cx32,
Cx36, Cx43, Cx45, Cx50 und Cx57 unter Einsatz von Photorezeptor-Proben konnte durch
Sequenzierung der amplifizieten Fragmente gezeigt werden. MR = Maus-Retina; PR =
Photorezeptoren.

PCR auf
mRNA- Photorezeptoren
Expres- Protein-Expression
sion C57BL/6 | 129/Sv

getestet getestet

(positiv) (positiv)

Cx23 + 6 6

Cx26 + 2 6

Cx29 + 1 6

Cx30 6

Cx30.2 + 10

Cx30.3 6

Cx31 6

Cx31.1 6

Cx32 + 10 (5) keine Protein-Expression in der Retina

Cx33 + 1 6

Cx36 + 3(2) 5(2) CX36.-Pro.teine WgrQen nicht in Stabchen-
Terminalien exprimiert

Cx37 + 6

Cx39 6

Cx40 + 3 6

Cx43 + 13 (3) 6 Proteine ausschlief3lich im Bereich der

Ganglienzellen und im Pigmentepithel

Immunoreaktivitat im Bereich der
Cx45 + 16 (7) 10 (6) Photorezeptor-Terminalien; keine
Kolokalisation mit Cx36

Cx46 + 6

Cx47 + 2 6

Immunoreaktivitat proximal der
Cx50 + 1 18 (5) Photorezeptor-Terminalien, wahrscheinlich
in Horizontalzellen

Immunoreaktivitat im Bereich der
Cx57 + 8 (2) Photorezeptor-Terminalien; keine
Kolokalisation mit Cx36
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3.3.1 Cx23, Cx26 und Cx29

Fir die RT-PCR zur Detektion von Cx23-mRNA auf Photorezeptoren wurden zwei
verschiedene Primer-Kombinationen (Abbildung 3-8 C) gegen die codierende
Sequenz von Cx23 verwendet. Als Ergebnis der PCR mit der Primer-Kombination
,Cx23“ auf C57BL/6-Mausen zeigte sich ein Fragment der erwarteten Grofe von
505 bp unter Verwendung einer Maus-Retina-Probe, nicht aber bei Verwendung von
Photorezeptor-cDNA (Abbildung 3-8 A). Abbildung 3-8 B zeigt das Ergebnis einer
RT-PCR mit der Primer-Kombination ,Cx230kt09“ auf 129/Sv-Mausen. Hier erschien
auf dem Agarosegel ein Amplikon erwarteter Gro3e von 264 bp im Falle der Maus-

Retina; die sechs Photorezeptor-Proben blieben ohne amplifiziertes Produkt.

o x
EEZ

oo o
C57BL/6 129/Sv

(: Amplikon ,Cx23“ Agarosegel A
1 mslnyiknfy egecvkpptvi ggfhtlffgs vrmfflgvlg favygnealh fscdpdkrei
61 nlfcyngfrp itpgvfwalqg lvivllpgai fhlyaacksi ngdcilgkpv ytviyvlsvl
121 1rislevfaf wlgihlfgfqg vkpiylcdte slgkkpnilk cmvpehfekt ifliamytft
181 witmvlcvae vfeiifrrsc flfkr

Amplikon ,Cx230kt09” Agarosegel B
1 mslnyiknfy egevkpptvi ggfhtlffgs vrmfflgvlg favygnealh fscdpdkrei
61 nlfcyngfrp itpgvfwalqg lwvivllpgai fhlyaacksi ngdcilgkpv ytviyvlisvl
121 lrislevfaf wlgihlfgfg vkpiylcdte slgkkpnilk cmvpehfekt ifliamytft
181 vitmvlcvae vfeiifrrsc flfkr

Abbildung 3-8. Nested-RT-PCR mit Cx23-Primern. PCR mit den Primern ,Cx23“ auf Proben
einer C57BL/6-Maus (A) und den Primern ,Cx230kt09” auf Proben einer 129/Sv-Maus (B). In
allen Fallen zeigten keine Photorezeptor-, sondern ausschlieBlich die Retina-Proben das
erwartete DNA-Fragment. Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die ,Cx23“-Primer binden in der zweiten
zytoplasmatischen Schleife und der 3‘ untranslatierten Region des Cx23-Gens mit der Genbank-
Accession-Nummer NM 029722.1, die Primer ,Cx230kt09“ binden in der ersten und zweiten
extrazelluldren Schleife (C). PR = Photorezeptor; MR = Maus-Retina; NK = Negativkontrolle.

Um die Expression von Cx26 mit der Genbank-Accession-Nummer NM 008125.3
mittels RT-PCR in Photorezeptoren zu Uberprifen, wurden drei verschiedene Primer
hergestellt (Abbildung 3-9 D). Mit den Primer-Kombinationen ,Cx26 A” und ,Cx26 B”
wurde das erwartete DNA-Fragment von 246 bp bzw. 271 bp in Retina-Proben von
C57BL/6-Mausen amplifiziert (Abbildung 3-9 A, B). Mit den Primern ,Cx260kt09*
wurde das PCR-Produkt in der Retina von 129/Sv-Mausen amplifiziert (Abbildung

3-9 C). Im Falle der Photorezeptoren wurden keine PCR-Produkte amplifiziert.
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Amplikon ,Cx26A“ Agarosegel A, B links
1 mdwgtlgsil ggvnkhstsi gkiwltvlfi frimilvvaa kevwgdegad fvcntlgpgc
61 knvcydhhfp ishirlwalg limvstpall vamhvayrrh ekkrkfmkge iknefkdiee
121 iktgkvrieg slwwtyttsi £frvifeavf myvfyimyng ffmgrlvkcn awpcpntvdc
181 fisrptektv ftvfmisvsg icillnitel cylfvrycsg kskrpv

Amplikon ,Cx26B“ Agarosegel B rechts

1 mdwgtlgsil ggvnkhstsi
61 knvcydhhfp ishirlwalg
121 iktgkvrieg slwwtyttsi
181 fisrptektv ftuvfmisvsg

gkiwltvlfi
limvstpall
ffrvifeavf
icillnitel

Amplikon ,Cx260kt09” Agarosegel C

1 mdwgtlgsil ggvnkhstsi
61 knvcydhhfp ishirlwalg
121 iktgkvrieg slwwtyttsi
181 fisrptektv ftvfmisvsg

gkiwltvlfi
limvstpall
ffrvifeavf
icillnitel

frimilvvaa
vamhvayrrh
myvifyimyng
cylfvrycsg

frimilvvaa
vamhvayrrh
nyviyimyng
cylfvrycsg

kevwgdegad
ekkrkfmkge
ffmgrlvken
kskrpv

kevwgdegad
ekkrkfmkge
ffmgrlvken
kskrpv

fventlgpge
iknefkdiee
awpcpntvdc

fventlgpge
iknefkdiee
awpcpntvdc

Abbildung 3-9. Nested-RT-PCR mit Cx26-Primern. Es wurden die Primer ,Cx26A" (A und linke
Seite B) und ,Cx26B“ (rechte Seite B) auf Proben einer C57BL/6-Maus und die Primer
,Cx260kt09” auf Proben einer 129/Sv-Maus (C) verwendet. Alle Agarosegele zeigen die
erwarteten Fragmente im Falle der Retina-Proben (MR), aber kein Signal unter Einsatz der
Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Der Primer ,Cx26 A” bindet in der Sequenz
der zytoplasmatischen Schleife und der zweiten extrazellularen Schleife, Primer ,Cx26 B” in der
zytoplasmatischen Schleife und dem C-teminalen Ende und Primer ,Cx260kt09“ in der ersten
extrazellularen und der zytoplamatischen Schleife des Proteins (D). NK = Negativkontrolle.

Fir den Nachweis von Cx29 mit der Accession-Nummer NM 080450.4 wurden zwei
verschiedene Primer eingesetzt, deren PCR-Produkte 408 bp und 344 bp umfassten
(Abbildung 3-10 D). Mit beiden Primer-Kombinationen wurde das erwartete DNA-
Fragment von 408 bp bzw. 344 bp auf Retina-Proben
Photorezeptor-Proben amplifiziert (Abbildung 3-10 A-C).

A

jedoch nicht auf

C57BL/6

C57BL/6 129/Sv

D Amplikon ,Cx29cytloop/c-term“ Agarosegel A, B

121
181
241

61

121
181
241

mlllelpikc
efichlggpg
nkegetgisk
credpcigst
lkklptsess

Amplikon ,Cx290kt09” Agarosegel C

mlllelpikc
efichlggpg
nkegetgisk
credpcigst
lkklptsess

rmcgrflrgl
ckticydvfr
gdhskdvsga
tcfgshpsek
vrskdttdel

rmcgrflrgl
ckticydvfr
gdhskdvsga
tcfgshpsek
vrskdttdel

lagesghstp
plsplrfwaf
kslkllwaywv
tiflnimfgi
svveakepf

lagesghstp
plsplrfwaf
kslkllwaywv
tiflnimfgi
svveakepf

vgrfllpmlm
gvilmavpsa
ahlgvrlale
sgacflfifl

vgrfllpmlm
gvilmavpsa
ahlgvrlale
sgacflfifl

gfrllilvss
iyvaftlyhv
gaalgvgynl
elallglgrf

gfrllilvss
iyvaftlyhv
gaalgvgynl
elallglgrf

gpgvifgnden
igywevpgke
ygfkmsstfi
wriykhklsf

gpgvifgnden
igywevpgke
ygfkmsstfi
wriykhklsf
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Abbildung 3-10. Nested-RT-PCR mit Cx29-Primern. Die PCR erfolgte mit dem Primer
,Cx29cytloop/c-term“ auf Proben einer C57BL/6-Maus (A und B) und mit dem Primer
,Cx290kt09” auf Proben einer 129/Sv-Maus (C). Alle Agarosegele zeigen die erwarteten
Fragmente im Falle der Retina-Proben (MR), aber kein Signal unter Einsatz der Photorezeptor-
Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Der Primer ,Cx29cytloop/c-term* bindet an die
Sequenz der zytoplasmatischen Schleife und den C-Terminus, der Primer ,Cx290kt09” an die
dritte Transmembrandoméane und das C-terminale Ende des Proteins (D). NK = Negativkontrolle.

3.3.2 Cx30, Cx30.3 und Cx31.1

Die Expression von Cx30, Cx30.3 und Cx31.1 wurde mit jeweils einer Primer-

Kombination (Abbildung 3-11 D-F) auf sechs Photorezeptoren einer 129/Sv-Maus

Uberprift (Abbildung 3-11 A-C). Als Positivkontrolle wurde fir alle drei Connexin-Gene

die cDNA aus Haut verwendet, da die Connexine in diesem Gewebe zur Expression

kommen. DNA-Fragmente der erwarteten GroRe wurden unter dem Einsatz von Haut-

cDNA, nicht jedoch unter Verwendung von Photorezeptor-Proben amplifiziert.

129/Sv Cx30 129/Sv Cx30.3

129/Sv Cx31.1

D Amplikon Cx30 (Agarosegel A)

1 mdwgtlhtvi ggvnkhstsi gkvwitvifi frvmilvvaa gevwgdeged fvcntlgpgc
61 knvcydhffp vshirlwalqg lifvstpall vamhvayyrh etarkfirge krnefkdled
121 ikrgkvrieg slwwtytssi ffriifeaaf myvfyflyng yhlpwvlkcg idpcpnlvdc
181 fisrptektv ftwfmisasv icmllnvael cylllklcfr rskrtgagrn hpnhalkesk
241 gnemnelisd sggnaitsfp s

E Amplikon Cx30.3 (Agarosegel B)
1 mnwgflggil sgvnkystal griwlsvvfi frvlvyvvaa eevwdddgkd ficntkgpgc
61 pnvcydeffp vshvrlwalg lilvtcpsll vvmhvayree rerkhrlkhg pnapalysnl
121 skkrgglwwt yllslifkaa wvdsgflyifh ciykdydmpr vvacsvtpcp htvdcyiarp
181 tekkvftyffm wvtaaicill nlsevvylvg krcmevfrpr rrkasrrhgl pdtcppyvis
241 kgghpgdesv iltkagmatv dagvyp

F Amplikon Cx31.1 (Agarosegel C)

1 mnwsvfegll sgvnkystaf griwlslvfv frvlvylvta ervwgddgkd fdcntrgpgc
61 tnvcydeffp vshvrlwalg lilvtcpsll vvmhvayrka rekkygekig egylypnpgk
121 krgglwwtyv fslsfkatid iiflylfhaf yprytlpsmv kchaepcpnt vdcfiakpse
181 knifivfmvv tavicillnl veliylvikr csecaglrrp ptahakndpn wanspskekd
241 flscdliflg sdahppllpd rprahvkkti 1

Abbildung 3-11. Nested-RT-PCR mit Cx30-, Cx31.1- und Cx30.3-Primern. Die Agarosegele
(A-C) zeigten ein Fragment der erwarteten GréflRe im Falle der Haut-Probe, aber kein Signal unter
Einsatz der Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in der
Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die Primer
gegen die Cx30-Gensequenz mit der Accession-Nummer NM 001010937.1 (D) und die Primer
gegen das Cx30.3-Gen mit der Accession-Nummer NM 008127 (E) entsprechen in der
Proteinsequenz Bereichen in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-terminalen Ende. Die
Primer gegen das Gen Cx31.1 mit der Accession-Nummer NM 010291.3 entsprechen Sequenzen
in der dritten Transmembrandomane und dem C-terminalen Ende des Proteins (F). NK=
Negativkontrolle.
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3.3.3 Cx30.2 und Cx31

Um die Expression von Cx30.2 mit der Accession-Nummer NM 178596.2 in
Photorezeptoren zu untersuchen, sollte die PCR zunachst unter Einsatz von retinaler
cDNA optimiert werden. Obwohl Cx30.2 sowohl in Ganglienzellen als auch in
Amakrinzellen der Retina vorkommt (Muller et al., 2010), erwies sich die
Amplifikation des Cx30.2-Gens als problematisch. Es wurden 16 verschiedene
Primer in zehn verschiedenen Kombinationen und unter verschiedenen Bedingungen
getestet. Als Templates wurden neben der cDNA aus retinalem Gewebe auch cDNA
aus Hirn und Herz verwendet, in denen Cx30.2 ebenfalls zur Expression kommt
(Kreuzberg et al., 2005; Kreuzberg et al., 2006). Die Verwendung der Primer-
Kombination Cx30.2P6 unter Zugabe von 8% DMSO oder Q-Solution (Qiagen)
ermoglichte schlielllich die schwache Amplifikation eines Cx30.2-Fragmentes mit
einer Fragmentgrofe von 740 bp (Abbildung 3-12 A). Die verwendeten Primer lagen
im 3° untranslatierten Bereich und dem C-terminalen Ende des Cx30.2-Gens
(Abbildung 3-12 D). Die Expression von Cx30.2 wurde unter diesen Bedingungen auf
jeweils zwei Proben aus Hirn und Herz und vier Proben aus Retina Uberpruft. Das
Ergebnis zeigte auf Herz nur ein schwaches Amplikon und auf Hirn ein deutliches
Signal. Von den vier Retina-Proben zeigte nur eine Probe ein amplifiziertes
Fragment (Abbildung 3-12 B). Durch B-Aktin-Primer wurde gezeigt, dass die cDNA
aller Proben intakt war (nicht dargestellt). Die ausgetesteten Bedingungen wurden in
einer Nested-RT-PCR auf zehn Photorezeptoren einer 129/Sv-Maus Uberprift
(Abbildung 3-12 C). Ein Fragment wurde unter Einsatz der cDNA aus Retina, Hirn
und Herz, nicht jedoch unter Verwendung von Photorezeptor-Proben amplifiziert.

Wenn schon die Amplifikation auf Templates guter Qualitat schwierig ist, ist es
fraglich, ob eine Amplifikation auf schwierigen Templates wie Photorezeptoren
Uberhaupt mdglich ist. Leider lie3 sich die PCR nicht weiter optimieren. GrolRe
Probleme bei der Amplifikation von Cx30.2 wurden auch von anderer Seite bestatigt
(Aussagen Mitarbeiter AG Nothwang; Stephen Sonntag). Die erforderliche Zugabe
von DMSO und eine Analyse der Sequenz lielen vermuten, dass das Gen die
Tendenz hat, Haarnadel-Strukturen auszubilden, wodurch die RT-PCR behindert
wird. Bei der amplifizierten Sequenz handelte es sich um eine von der Genbank-
Sequenz abweichenden Cx30.2-Spleildvariante. Wahrend flir die Genbank-Sequenz
nur ein Exon verzeichnet ist, das die komplette codierende Region und die
3-untranslatierte Region enthalt, wurde in der aus der Maus-Retina isolierten
SpleiRvariante ein weiteres untranslatiertes Exon identifiziert. Diese Sequenz deckt

sich mit der vor Kurzem in Herz und Hirn identifizierten Cx30.2-Gensequenz
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(Kreuzberg et al., 2005). Im Anhang ist die aus der Retina isolierte Sequenz in einem
Alignment mit der Genbank-Sequenz dargestellt (vgl. Abschnitt 8.4). Da die
Expression von Cx30.2 in Photorezeptoren durch RT-PCR Analysen nicht komplett
ausgeschlossen werden konnten, sind weitere Analysen auf Protein-Ebene
notwendig. Aus der in der Maus-Retina identifizierten Cx30.2-Sequenz wurde eine
Peptidsequenz ausgesucht, gegen die ein Antikorper hergestellt wird, der bei der

Firma Pineda in Auftrag gegeben wurde.

MR 129/Sv
MR C57BL/6
MR C57BL/6
MR 129/Sv

Cx30.2 P6 129/Sv Cx 30.2 2x 34 Zyklen

D Amplikon

1 mgewaflgsl ldavglgspl vgrlwlviml ifrilvliatv ggavfedege efvcntlgpg
61 crgtcydraf pvshyrfwlf hilllsappv lfviysmhga skeaggagla ppcargraea
121 pcspcalrar rarrcyllsv alrllaelaf lgggallygf rvdphyacag ppcphtvdcf
181 vsrptektwf wvvfyfavgll sallsvaelg hllwkgrgra kllpppppsp slpsqgrgdpd
241 pfgppayahr spagdsegeg gsghskasla tvrgdlai

Abbildung 3-12. Nested-RT-PCR auf Photorezeptoren mit Cx30.2-Primern. Die Amplifikation
eines schwachen Cx30.2-Fragmentes auf Herz-cDNA war nach 34 Zyklen nur unter Einsatz der
Primer Cx30.2P6 und unter Zugabe von 8% DMSO oder Q-Solution mdglich (A). Unter diesen
Bedingungen lie3 sich das Gen im Falle von zwei verschiedenen Herz-cDNAs nur schwach
amplifizieren. Zwei verschiedene Hirn-cDNAs zeigten ein starkes Signal. Von vier Retina-Proben
wurde nur in einer Probe ein Produkt amplifiziert (B). Unter Verwendung einer Nested-PCR (C)
zeigte sich das erwartete Fragment von 740 bp im Falle der Herz-, Hirn- und Retina-Proben (MR),
aber kein Signal unter Einsatz der Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in
der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt (D). NK =
Negativkontrolle.

Die Gensequenz von Cx31 wurde bereits durch die RT-PCR mit degenerierten
Connexin-Primern amplifiziert. Dabei handelte es sich um humanes CX31 mit der
Accession-Nummer NM 001160012.1 und nicht um das Cx31 der Maus mit der
Accession-Nummer NM 008126.2. CX31 liegt in menschlichen Hautschuppen auf
allen Oberflachen und auch in der Luft vor. Um eine Amplifikation auf humanem
CX31 zu vermeiden, wurden Primer synthetisiert, die ausschlieRlich an das murine
Cx31 binden. Dies war nur durch Primer mdglich, die in der 3 untranslatierten
Region der mRNA lagen (vgl. Abschnitt 8.4). Das Vorliegen von Cx31-Transkripten
wurde mit dieser Primer-Kombination auf sechs Photorezeptoren einer 129/Sv-Maus
Uberpruft (Abbildung 3-13). Das Fragment der erwarteten Grélze von 279 bp wurde
im Falle der cDNA der Haut, nicht jedoch unter Verwendung von Photorezeptor-

Proben amplifiziert.



56

Ergebnisse

=
@©
T

rrrorre s o
OO0 OT =

129/Sv_Cx31

Abbildung 3-13. Nested-RT-PCR mit Cx31-Primern. Die RT-PCR mit Cx31-Primern auf Proben
einer 129/Sv-Maus zeigte ein Fragment der erwarteten Gré3e von 279 bp im Falle der Haut-
cDNA,; aber kein Signal unter Einsatz der Photorezeptor-Proben (PR). NK = Negativkontrolle.

3.3.4 Cx32 und Cx33

Die Expression von Cx32 mit der Accession-Nummer NM 008124.2 wurde mit einer
Nested-RT-PCR auf zehn Photorezeptoren einer C57BL/6-Maus uUberprift. Die
Bindestellen lagen in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-terminalen Ende
des Proteins (Abbildung 3-14 B). FUnf der zehn getesteten Photorezeptor-Proben
zeigten auf dem Agarosegel ein positives Signal (Abbildung 3-14 A).

B Amplikon

1 mnwtglytll sgvnrhstai grvwlsvifi frimvlvvaa esvwgdekss ficntlgpgc
61 nsvcydhffp ishvrlwslg lilvstpall vamhvahggh iekkmlrleg hgdplhleev
121 krhkvhisgt QIwwtyvisvv frllfeavfm yvfyllypgy amvrlvkcea fpcpntvdcft
181 vsrptektvf twfmlaasgi ciilnvaevv yliiracarr agrrsnppsr kgsgfghrls
241 peykgneink llseqdgslk dilrrspgtg aglaeksdrc sac

Abbildung 3-14. Nested-RT-PCR mit Cx32-Primern. Die RT-PCR mit Cx32-Primern zeigte in
funf von zehn Photorezeptor-Proben (PR) aus C57BL/6-Mausen ein positives Signal (A, 1-5). Die
amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau
unterlegt dargestellt (B). NK = Negativkontrolle; gen = genomische DNA.

Das erste positive PCR-Produkt ,1“ aus Abbildung 3-14 A wurde einkloniert und
sequenziert. Aus der Sequenzierung ergab sich 100%ige Ubereinstimmung mit der
Gensequenz von Cx32 (vgl. Anhang, Abbildung 8-3). Die tbrigen Amplikons wurden

durch analytischen Restriktionsverdau auf das Vorliegen der Cx32-Gensequenz

uberprift. Die Sequenz des Amplikons von Cx32 wird durch das Enzym Ncol in
Fragmente von 277 bp und 174 bp geschnitten. Die PCR-Produkte 2, 3, 4, 5 und der
Maus-Retina zeigten nach Behandlung mit diesem Enzym das erwartete
Bandenmuster (Abbildung 3-15).

Abbildung 3-15 Alle Photorezeptor-Amplikons bestehen aus der Cx32-Sequenz. Alle
Photorezeptor-Amplikons zeigen nach Behandlung mit Ncol das erwartete Bandenmuster.



Ergebnisse

57

Um zu untersuchen, ob die detektierte Cx32-mRNA auch als Protein in
Photorezeptoren zur Expression kommt, wurde die Protein-Expression von Cx32
immunhistochemisch auf vertikalen Retinaschnitten acht Wochen alter Mause
analysiert. In Abbildung 3-16 wurden die Retinen einer 129/Sv-Maus (A) und einer
C57BL/6-Maus (B) mit einem Cx32- und einem Cone-Arrestin-Antikorper markiert.
Der Cone-Arrestin-Antikorper wurde als Zapfen-markierender Marker eingesetzt.
Wahrend in Lebergewebe als Kontrolle Gap-Junction-Plaques angefarbt wurden (C),
wurde unter den gleichen Versuchs- und Aufnahmebedingungen kein Zelltyp in der
Retina durch den Cx32-Antikdrper markiert. Ahnlich wie schon in frilheren Studien
gezeigt (Sohl et al., 2000; Guldenagel et al., 2000), konnte Cx32 nur als mRNA und

nicht als Protein in der Retina der Maus nachgewiesen werden.

¥ C57BL/6 “StAda|  129/Sv C57BL/6-. ﬁum

Abbildung 3-16. Cx32-Immunoreaktivitit der Maus-Retina. Projektionen vertikaler
Retinaschnitte aus C57BL/6- (A) und 129/Sv-Mausen (B) zeigten keine Cx32-Immunoreaktivitat
(griin). Im Kontrollgewebe der Leber sind Cx32-typische Markierungen zwischen benachbarten
Zellen zu erkennen (C). Es sind Projektionen konfokaler Mikrofotografien tber eine Schichtdicke
von zwei Mikrometern zu sehen. GCL = Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme Schicht;
INL = innere Kernschicht; OPL = aulere plexiforme Schicht; ONL = aulere Kernschicht; IS =
Innensegmente.

Um die Expression von Cx33 mit der Accession-Nummer NM 001001496.2 in
Photorezeptoren zu Uberprifen, wurden zwei verschiedene Primer-Kombinationen
verwendet (Abbildung 3-17 D). Mit der Primer-Kombination ,Cx33“ wurde das
erwartete DNA-Fragment von 339 bp in Retina-Proben von C57BL/6-Mausen
(Abbildung 3-17 A und B), mit der Kombination ,Cx330kt09“ ein Fragment von 269
bp in Retina-Proben von 129/Sv-Mausen amplifiziert (Abbildung 3-17 C). Unter dem
Einsatz von Photorezeptor-cDNA konnte die Cx33-Sequenz nicht vervielfaltigt

werden.
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Amplikon ,Cx33” Agarosegel A, B

1 msdwsalhgl

61

121
181
241

cenvcydhaf
asverhleti
lsalyicegs

rkaedevycd

Amplikon ,Cx330kt09” Agarosegel C

msdwsalhgl
cenvcydhaf
asverhleti
lsalyiceqgs

rkaedevycd

lekvagpysta
pishvrlwvl
ageqgfkcgse
pcprrvdcfl
elpcpshvss

lekvgpysta
pishvrlwwvl
ageqgfkcgse
pcprrvdcfl
elpcpshvss

ggkvwikvlf
gvifvsvpil
egskvkmrgr
srptektiffi
stvlttidss

ggkvwikvlf
gvifvsvpil
egskvkmrgr
srptektifi
stvlttidss

ifrilllgta
lylahvyyvv
1lltymasif
lfmfvvsvvs
egavpvelss

ifrilllgta
lylahvyyvv
1lltymasif
lfmfvvsvvs
egavpvelss

iesawsdeqgf
rgnkklnkge
fksvfemafl
fvldiielfy
vei

iesawsdeqgf
rgnkklnkqge
fksvfemafl
fvldiielfy
vei

efhcntggpg
eeleaahfne
ligwyiygft
v1fkaiknrm

efhcntggpg
eeleaahfne
ligwyiygft
v1fkaiknrm

Abbildung 3-17 Nested-RT-PCR mit Cx33-Primern. Auf Proben einer C57BL/6-Maus wurde mit
den Primern ,Cx33” das erwartete Fragment von 339 bp nicht auf Photorezeptor-Templates,
sondern ausschlieBlich auf Retina-cDNA amplifiziert (A, B). Auf Proben einer 129/Sv-Maus ergab
sich far Primer ,Cx330kt09“ mit einem Amplikon von 269 bp das gleiche Ergebnis (C). Die
amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau
unterlegt dargestellt. Die Primer ,Cx33“ binden in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-
terminalen Ende, die Primer ,Cx330kt09 in der ersten extrazellularen und der zytoplasmatischen
Schleife des Proteins (D). PR = Photorezeptor; MR = Maus-Retina; NK = Negativkontrolle.

3.3.5 Cx37 und Cx39

129/Sv_-Cx37

~a 417 bp

C Amplikon Cx37 (Agarosegel A)
ldgvgehstv vgkiwltvlf

1
61
121
181
241
301

D

1
61
121
181
241
301
361

mgdwgflekl
ctnvcydgaf
lhveralaai
mepvivcgra
karrdhdarp
tssrpppfvn

Amplikon Cx39

meklnllgfl
canvcydlfs
ylvhlllrml
avsalsflls
dgedrgeeqv
ahelrfhret
sewv

pishirywvl
ehgmakisva
pcphivdeyv
aqgsasdpyp
tapgggrksp

gflfvstptl
edgrlrirga
srptektiffi
eqvifylpmg
srpnssaskk

(Agarosegel B)

iitlncnvti mgmiwlivewv

pvsplrfwlv
leaglaflhy
ladllwilpr
vpefpcmwta
sldlggkntqg

gslalllpsv
flfgfsvpar
rktlrttgwv
ggsdnsnvgg
adelslatgs

129/Sv_Cx39

ifrililgla
iylghviyls
Imgtyvvsvl
ifmlvvgvis
egpssppcpt
qyv

llrmlvvvla
vigtytlhrg
vscshvpecsg
ngearpvcev
acvsgllehs
hlarhssask

gesvwgdegs
rreerlrgke
cksvleagfl
lvlnllelvh
ynglssteqn

gspiyedeqge
aklaavggac
avdcyvsrpt
papppcllan
dgdaseatss
pgapcrltts

~a 508 bp

dfecntagpg
gelralpskd
ygawrlygwt
llcrcvsrei
wanltteerl

rficntlgpg
rpgvpdlsta
eksllilffw
pagylsqgqv
agdrltvaht
gsaphlrtkk

Abbildung 3-18. Nested-RT-PCR mit Cx37- und Cx39-Primern. Die Agarosegele zeigten ein
Fragment der erwarteten Gro3e im Falle der Retina-Probe fiir Cx37 (A) und der Muskel-Probe fiir
Cx39 (B), aber kein Signal unter Einsatz der Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten
Bereiche sind in den Aminosauresequenzen rot, die Transmembrandomanen grau unterlegt
dargestellt. Beide Primer-Kombinationen liegen in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-
terminalen Ende der Aminosauresequenz (C, D).
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Die Expression von Cx37 und Cx39 mit der Accession-Nummer NM 008120.2 und
NM 153086.5 wurde in einer RT-PCR auf jeweils sechs Photorezeptoren einer
129/Sv-Maus Uberpruft (Abbildung 3-18 C, D). Abbildung 3-18 C zeigt die erwarteten
Fragmente von 417 bp fur Cx37 (Abbildung 3-18 A) und 508 bp fur Cx39 (Abbildung
3-18 B). PCR-Produkte dieser GroRe wurden unter dem Einsatz von Retina- und
Muskel-cDNA,
amplifiziert.

nicht jedoch unter Verwendung von Photorezeptor-Proben

3.3.6 Cx40 und Cx43

Um die Expression von Cx40 mit der Accession-Nummer NM 008121.2 in
Photorezeptoren zu Uberprufen, wurden zwei verschiedene Primer hergestellt
(Abbildung 3-19 E). Mit den Primern ,,Cx40“ wurde das erwartete DNA-Fragment von
602 bp in Retina-Proben aus C57BL/6-Mausen amplifiziert (Abbildung 3-19 A-C).
Das gleiche Ergebnis ergab sich mit den Primern ,Cx400kt09“ auf Proben aus
129/Sv-Mausen mit einem Amplikon von 355 bp (Abbildung 3-19 D). Im Falle der
Photorezeptoren blieben alle Proben von C57BL/6 (3 Proben) und 129/Sv (6 Proben)
ohne amplifiziertes Produkt.

B

o X
(=

o
=0 =

<502 bp-f§

C57BL/6

E Amplikon Primer ,Cx40“(Agarosegel A-C)

121
181
241
301

1
61
121
181
241
301

mgdwsflgef
cagnvcydgaf
gayeypvaek
tlhverrspc
srqggvdkhgl
vpngeqgipge

Amplikon Primer ,Cx400kt09"

mgdwsflgef
cagnvcydgaf
gayeypvaek
tlhverrspc
srqggvdkhgl
vpngegipge

leevhkhstw
pishirywvl
aelscwkevd
phpvncyvsr
pgpptslvgs
gfihmhysgk

leevhkhstw
pishirywvl
aelscwkevd
phpvncyvsr
pgpptslvgs
gfihmhysgk

igkvwltvlf ifrmlvlgta
giifvstpsl vymghamhtv
gkivlggtll ntyvctilir
pteknvfivf mmavaglslf
ltpppdfngc lknssgekff
pevasgasag hrlpggyhsd

(Agarosegel D)

igkvwltvlf ifrmlvlgta
giifvstpsl vymghamhtv
gkivlggtll ntyvetilir
pteknvfivf mmavaglslf
ltpppdfngc lknssgekff
peyasgasag hrlpggyhsd

aesswgdega
rmgekgklrd
ttmevafivg
lslaelyhlg
sdfsnnmgsr
krrlskassk

aesswgdega
rmgekgklrd
ttmevafivg
lslaelyhlg
sdfsnnmgsr
krrlskassk

dfrcdtigpg
aekakeahrt
qyllygifld
wkkirgrfgk
knpdalatge
arsddlsv

dfrcdtigpg
aekakeahrt
gyllygifld
wkkirgrfgk
knpdalatge
arsddlsv

Abbildung 3-19. Nested-RT-PCR mit Cx40-Primern. Es wurden die Primer ,Cx40“ auf Proben
einer C57BL/6-Maus (A-D) und die Primer ,Cx400kt09” auf Proben einer 129/Sv-Maus (D)
verwendet. Alle Agarosegele zeigen die erwarteten Fragmente im Falle der Retina-Proben (MR),
aber kein Signal unter Einsatz der Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in
der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die Primer
,Cx40“ liegen in der zytoplasmatischen Schleife und dem C-terminalen Ende, die Primer
,Cx400kt09“ in der dritten Transmembrandomane und dem C-terminalen Ende des Proteins (E).
NK = Negativkontrolle.
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Zur Detektion von Cx43 mit der Genbank-Accession-Nummer NM 010288.3 wurden
zwei verschiedene Primer eingesetzt, deren PCR-Produkte 460 bp und 222 bp
umfassen (Abbildung 3-20 E). Mit den Primern ,Cx43“ wurde ein DNA-Fragment der
erwarteten GrolRe in Retina-Proben aus C57BL/6-Mausen amplifiziert (Abbildung
3-20A). Mit der Primer-Kombination ,,Cx430kt09“ konnte ein Fragment in Retina-
Proben und in drei von zwoIlf Photorezeptor-Proben aus C57BL/6-Mausen
vervielfaltigt werden (Abbildung 3-20 B, C). Unter der Verwendung von Proben aus
129/Sv-Mausen zeigte sich nur nach Einsatz der Retina-Templates ein PCR-Produkt
(Abbildung 3-20 D). Das positive PCR-Produkt einer Photorezeptor-Probe wurde
einkloniert und sequenziert. Aus der Sequenzierung ergab sich 100%ige

Ubereinstimmung mit der Gensequenz von Cx43 (vgl. Anhang, Abbildung 8-4).

o
=

A X rororooXx
o= oo ==
s

- S ~460 bp ] <« 22200 . (O |
C57BL/6 C57BL/6 e C57BL/6

E amplikon Primer ,Cx43“ (Agarosegel A)

1 mgdwsalgkl ldkvgaysta ggkvwlsvlf ifrilllgta vesawgdegs afrcntggpg
61 cenvcydksf pishvrfwvl giifvsvptl lylahvfyvm rkeeklnkke eelkvagtdg
121 vnvemhlkqgi eikkfkygie ehgkvkmrgg llrtyiisil fksvfevafl ligwyiygfs
181 lsavytckrd pcphgvdcfl srptektifi ifmlvvslvs lalniielfy vffkgvkdrv
241 kgrsdpyhat tgplspskdc gspkyayfng cssptaplsp msppgyklvt gdrnnsscrn
301 ynkgasegnw anysaeqnrm ggagstisns hagpfdfpdd sgnakkvaag helgplaivd
361 grpssrassr assrprpddl ei

44 @

Amplikon Primer ,Cx430kt09“ (Agarosegel B-D)

1 mgdwsalgkl ldkvgaysta ggkvwlsvlf ifrilllgta vesawgdegs afrcntqggpg
61 cenvcydksf pishvrfwvl giifvsvptl lylahvfyvm rkeeklnkke eelkvaqgtdg
121 vnvemhlkgi eikkfkygie ehgkvkmrgg llrtyiisil fksvfevafl ligwyiygfs
181 lsavytckrd pcphgvdcfl srptektifi ifmlvvslvs lalniielfy vffkgvkdrv
241 kgrsdpyhat tgplspskdc gspkyayfng cssptaplsp msppgyklvt gdrnnsscrn
301 ynkgasegnw anysaeqnrm ggagstisns hagpfdfpdd sgnakkvaag helgplaivd
361 grpssrassr assrprpddl ei

Abbildung 3-20. Nested-RT-PCR mit Cx43-Primern. Die Primer ,Cx43“ wurden auf Proben
einer C57BL/6-Maus (A) und die Primer ,Cx430kt09” auf Proben von 129/Sv- und C57BL/6-
Mausen (B-D) verwendet. Alle Agarosegele zeigen die erwarteten Fragmente im Falle der
Retina-Proben (MR). Mit den Primern ,,Cx430kt09” wurden auf drei Photorezeptor-Proben (PR)
von C57BL/6-Mausen Fragmente amplifiziert. Die amplifizierten Bereiche sind in der
Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die Primer
,Cx43“ liegen in der ersten und zweiten extrazellularen Schleife, die Primer ,Cx430kt09“ in der
zytoplasmatischen Schleife und der vierten Transmembrandomane des Proteins (E). NK=
Negativkontrolle.

Um zu prufen, ob die mRNA-Expression von Cx43 auf Protein-Ebene bestatigt
werden kann, wurde die Expression von Cx43 immunhistochemisch an einer 129/Sv-
Maus (Abbildung 3-21 A) und einer C57BL/6-Maus (Abbildung 3-21 B) analysiert.
Um die funktionsfahigkeit des Cx43-Antikdrpers zu Uberprifen, wurden
Gewebeschnitte des Maus-Herzens verwendet, in dem Cx43-Proteine Gap-Junction-
Kanale ausbilden (Fromeget et al, 1990). In den Zellmembranen der
Herzmuskelzellen waren Cx43-Signale zu erkennen (Abbildung 3-21 C). In der
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Retina beider Mauslinien zeigte sich Immunoreaktivitdt im Bereich der
Ganglienzellschicht. Das bestatigt Studien, die Cx43-Immunoreaktivitat in der
Ganglienzellschicht und in der Nervenfaserschicht beschreiben (Kihara et al., 2006).
Aulerdem zeigten sich Markierungen mit dem Cx43-Antikorper im Pigmentepithel.
Da keine Cx43-Immunoreaktivitat in der aufleren plexiformen Schicht beobachtet
wurde, konnte eine Lokalisation von Cx43 in Photorezeptoren ausgeschlossen

werden.

C  Cx43 HerzG57BL6

Abbildung 3-21. Cx43-Verteilung in Retina und Herz. Immunhistochemische Markierung mit
einem Antikdrper gegen Cx43 zeigten auf vertikalen Retinaschnitten einer 129/Sv-Maus (A) und
einer C57BL/6-Maus (B) Signale im Bereich der Ganglienzellen und in Membranen des
Pigmentepithels. Im Herzen einer C57BL/6-Maus zeigte sich das typische Gap-Junction-Muster
(C). Es sind Projektionen konfokaler Mikrofotografien Uber eine Schichtdicke von zwei
Mikrometern zu sehen. GCL = Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; INL = innere
Kernschicht; OPL = duRere plexiforme Schicht; ONL = duRere Kernschicht; IS = Innensegmente.

3.3.7 Cx45 und Cx46
Um die Expression von Cx45 mit der Genbank-Accession-Nummer NM 001159382.1

in Photorezeptoren zu untersuchen, wurden zwei verschiedene Primerkombinationen
verwendet (Abbildung 3-22 G). Im Falle der Retina-Proben und in 13 von 26
getesteten Photorezeptor-cDNAs wurde ein Produkt der erwarteten Grolde
amplifiziert. Dabei handelte es sich um sieben positive von insgesamt 16 Proben aus
C57BL/6-Mausen (Abbildung 3-22 A—D und F) und um sechs positive von insgesamt
zehn Proben aus 129/Sv-Mausen (Abbildung 3-22 E, F). In Abbildung 3-22 F wurden
das Produkt der ersten PCR nach 34 Zyklen (links) und das Produkt der zweiten
Nested-PCR nach zweimal 34 Zyklen (rechts) auf das Agarosegel aufgetragen. Cx45

war das einzige Connexin, bei dem in Photorezeptor-Proben bereits nach 34 Zyklen
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ein Amplikon zu sehen war (Abbildung 3-22 E, Pfeile). Ein Amplikon des Primers
,Cx450kt09“ wurde sequenziert. Aus der Sequenzierung ergab sich eine 93%ige
Ubereinstimmung mit der Gensequenz von Cx45 (vgl. Anhang, Abbildung 8-5).
Damit handelt es sich bei dem amplifizierten Genprodukt um Cx45. Die von der
Cx45-Sequenz abweichenden Basen sind auf Sequenzierfehler zurickzufihren.

A B vxxy C worowewocxx D
o=2 oo s
1

=
i
503 bp »—

rewr recwce x
o000 oooa =2

R

- 503 bp

F

129/Sv  C57BLS = 129/sv  C57BL6

G Amplikon Primer ,Cx45“(Agarosegel A-D)

1 mswsfltrll eeihnhstfv gkiwltvliv frivltavgg esiyydegsk fvcntegpgc
61 envcydafap lshvrfwvfqg iilvatpsvm ylgyaihkia kmehgeadkk aarskpyamr
121 wkghraleet eedheedpmm ypemelesek enkegsgpkp khdgrrrire dglmkiyvlg
181 1llartvfevg fliggyflyg fgvhpfyvcs rlpcphkidc fisrptekti fllimygvtg
241 Qelllniwem lhlgfgtird slnskrreld dpgaynypft wntpsappgy niavkpdgiqg
301 ytelsnakia ykgnkaniag eqqgygsheeh lpadletlgr eirmagerld laigayhhgn
361 nphgprekka kvgsksgsnk ssissksgdg ktsvwi

Amplikon Primer ,Cx450kt09"“(Agarosegel E, F)

1 mswsfltrll eeihnhstfv gkiwltvliv frivltavgg esiyydegsk fvcntegpgc
61 envcydafap lshvrfwvfqg iilvatpsvm ylgyaihkia kmehgeadkk aarskpyamr
121 wkghraleet eedheedpmm ypemelesek enkegsgpkp khdgrrrire dglmkiyvlg
181 1llartvfevg fliggyflyg fgvhpfyvcs rlpcphkidc fisrptekti fllimygvtg
241 lelllniwem lhlgfgtird slnskrreld dpgaynypft wntpsappgy niavkpdgiq
301 ytelsnakia yvkgnkaniag eqggygsheeh lpadletlqgr eirmagerld laigayhhagn
361 nphgprekka kvgsksgsnk ssissksgdg ktsvwi

Abbildung 3-22. Nested-RT-PCR mit Cx45-Primern. Es wurden die Primer ,Cx45" auf Proben
einer C57BL/6-Maus (A-D) und die Primer ,Cx450kt09” auf Proben von C57BL/6- und 129/Sv-
Mausen (E, F) verwendet. Alle Agarosegele zeigen die erwarteten Fragmente im Falle der Retina-
Proben (MR). Fir die Photorezeptor-Proben (PR) konnte in sechs von 19 getesteten Proben aus
129/Sv- und in sieben von 16 Proben aus C57BL/6-Mausen das Amplikon der erwarteten Gréle
amplifiziert werden. Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosduresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Beide Primer liegen in der zytoplasmatischen
Schleife und dem C-terminalen Ende des Proteins (G). NK = Negativkontrolle.

Die Cx45-Verteilung auf Retinaschnitten wurde immunhistologisch an einer 129/Sv-
Maus analysiert. In Abbildung 3-23 wurden vertikale Retinaschnitte einer 129/Sv-
Maus mit einem polyklonalen Cx45-Antikdrper und einem monoklonalen Cx36-
Antikérper markiert. Abbildung 3-23 A zeigt Einzelaufnahmen der Cx36-
Immunoreaktivitdt in magenta und Cx45-Markierungen in grin. Cx45 zeigte die
typische Markierung der inneren und duferen plexiformen Schicht, wie sie bereits
mit immunhistochemischen Analysen und in einer transgenen Cx45-EGFP-Maus
beschrieben wurde (Hilgen et al., 2011). Cx36-Signale waren vorwiegend in distalen
Bereichen und Cx45-Markierungen starker in proximalen Bereichen der auf3eren

plexiformen Schicht lokalisiert. Der umrahmte Bereich der inneren plexiformen
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Schicht ist in Abbildung 3-23 B links als einzeln gescannte Aufnahme dargestellit.
Hier liegen zwischen Amakrin- und Bipolarzellen aus Cx36 und Cx45 aufgebaute
Gap Junctions vor (Dedek et al., 2006). Die Abbildung bestatigte, dass unter den
verwendeten Versuchsbedingungen aus Cx45 und Cx36 bestehende Gap Junctions
durch gelbe Kolokalisation zu erkennen waren. Der umrahmte Bereich der auf3eren
plexiformen Schicht ist in Abbildung 3-23 B rechts als Einzelscan dargestellt. Cx36-

Signale und Cx45-Markierungen liegen hier nicht kolokalisiert vor.

20 um

10 pm i : - "10 pm

Abbildung 3-23. Doppelimmunmarkierung mit Cx45-Antikdrpern und Cx36-Antikérpern auf
der Retina einer 129/Sv-Maus. Konfokale Projektionen einzelner Aufnahmen zeigten mit den
Antikdrpern Cx36 in magenta und Cx45 in griin (A) Markierungen beider Connexine in der
aulleren plexiformen Schicht (OPL) und der inneren plexiformen Schicht (IPL). In den
Innensegmenten lagen ausschliellich Cx36-Signale vor. Der im Fusionsbild (A, rechts)
umrahmte Bereiche der OPL zeigte in einer vergroRerten Einzelaufnahme keine Kolokalisation
der beiden Proteine (C). Die vergroRBerte Einzelaufnahme der IPL zeigte, dass unter den
verwendeten Versuchsbedingungen aus Cx45 und Cx36 bestehende Gap Junctions durch weille
Kolokalisation zu erkennen waren (B, Pfeilkdpfe). GCL = Ganglienzellschicht; INL = innere
Kernschicht; ONL = dulRere Kernschicht; IS = Innensegmente.



64

Ergebnisse

Die Expression von Cx46 mit der Genbank-Accession-Nummer NM 016975.2 wurde
mit einer Primer-Kombination (Abbildung 3-24 B) auf sechs Photorezeptoren einer
129/Sv-Maus uberprift (Abbildung 3-24 A). Das DNA-Fragment der erwarteten
Grolle wurde unter dem Einsatz von Maus-Retina-cDNA, nicht jedoch unter
Verwendung von Photorezeptor-cDNA amplifiziert.

A Xoowowomowkx
_oo0oo0o0o00=2=

(P2~ 373 bp

B Amplikon

1 mgdwsflgrl lenagehstv igkvwltvlf ifrilvlgaa aeevwgdegs dftcntggpg
61 cenvcydraf pishirfwal giifvstptl iylghvlhiv rmeekkkere eellrrdnpg
121 hgrgrepmrt gsprdpplrd drgkvriaga llrtyvinii fktlfevgfi aggyflygfqg
181 lgplyrcdrw pcpntvdcfi srptektifv ifmlavacas lvlnmleivh lgwkklkggv
241 tnhfnpdase arhkpldplp aatssgppsv sigfppyyth pacptvggka igfpgaplsp
301 adftvvtlnd aggrnhpvkh cnghhltteq nwtrgvaeqgq tpaskpssaa sspdgrkgli
361 dssgsslges alvvtpeege galattvemy spplvlldpg rsskssngra rpgdlai

Abbildung 3-24. Nested-RT-PCR mit Cx46-Primern. Das Agarosegel (A) zeigte ein Fragment
der erwarteten GroRRe im Falle der Retina-Probe (MR), aber kein Signal unter Einsatz der sechs
Photorezeptor-Proben (PR). Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Die Primer lagen in der zytoplasmatischen
Schleife und dem C-terminalen Ende des Proteins (B). NK = Negativkontrolle.

3.3.8 Cx47, Cx50 und Cx57
Die mRNA von Cx47 mit der Genbank-Accession-Nummer NM 175452.4 konnte auf

Retina-Proben, jedoch nicht in Photorezeptoren mittels RT-PCR detektiert werden.
Fur die Nested-PCR konnten in diesem Fall die Primer der ersten PCR (Abbildung
3-25 E) erneut verwendet werden. Von insgesamt neun getesteten Photorezeptor-
cDNAs, zwei Proben aus C57BL/6- und sechs Proben aus 129/Sv-Mausen, wurde in

keiner Probe das erwartete Fragment amplifiziert (Abbildung 3-25 A-D).

840 bp = 8

E Amplikon

1 mtnmswsflt rlleeihnhs tfvgkvwltv lvvfrivlta vggesiysde gskftcntrqg
61 pgcdnvcyda faplshvrfw vfgivvistp svmylgyavh rlaraseger rralrrrpgt
121 rrlpraglpp pppgwpdttd lgeaepilal eededeepga pegpgedtee eraedvaakg
181 gggdgktvvt pgpagghdgr rriqreglmr vyvaglvvra afevaflvgqg yllygfevpp
241 ffacsrqgpcp hvvdcfvsrp tektwfllvm yvvsclclll nlcemahlgl gsagdavrgr
301 rgasaagpgp tprpppcafp aaaaglacpp dyslvvraae rarahdgnla nlalgalrdg
361 aavaavsadr dsppcaglna tsrgaprvgg lasgtgsats ggtvgeqgsrp gageglatkp
421 ragsekgstg srdgkatvwi

Abbildung 3-25. Nested-RT-PCR mit Cx47-Primern. Die RT-PCR wurde auf drei Proben einer
C57BL/6-Maus (A-C) und sechs Proben einer 129/Sv-Maus (D) durchgefiihrt. Alle Agarosegele
zeigen die erwarteten Fragmente ausschliefllich im Falle der Retina-Proben (MR). Die
amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau
unterlegt dargestellt. Die Bindestellen der Primer entsprachen der zytoplasmatischen Schleife und
dem C-terminalen Ende des Proteins. (E). NK = Negativkontrolle.
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Um die Expression von Cx50 mit der Accession-Nummer NM 008123.2 in
Photorezeptoren zu Uberprifen, wurden zwei verschiedene Primer-Kombinationen
verwendet (Abbildung 3-26 E). Mit der Primer-Kombination ,Cx50“ wurde das
erwartete DNA-Fragment von 503 bp in Retina-Proben von C57BL/6-Mausen
(Abbildung 3-26 A), mit der Kombination ,Cx500kt09“ ein Fragment von 308 bp in
Retina-Proben von 129/Sv-Mausen amplifiziert (Abbildung 3-26 B-D). Unter dem
Einsatz von Photorezeptor-cDNA aus 129/Sv-Mausen zeigte sich in funf von 18
Proben ein positives Signal. Die Sequenzierung der in Photorezeptoren
amplifizierten Sequenz ergab 98%ige Ubereinstimmung mit der Cx50-Gensequenz

NM 008123.2 (vgl. Anhang, Abbildung 8-6).

308 bp

129/Sv

E Amplikon Primer ,Cx50%
1 mgdwsflgni leevnehstv igrvwltvlf ifrililgta aefvwgdegs dfvcntggpg

(Agarosegel A)

61 cenvcydeaf

121
181
241
301
361
421

1
61
121
181
241
301
361
421

nggervpiap
gfrilplyrc
safkrpvegp
akpfsqgfeek
ekvapegget
rplsrlskas

pishirlwvl
dgasirksss
srwpcpnvvd
lgeiaekslh
igtgpladms
vavpdrerve
srarsddlti

giifvstpsl
sskgtkkfrl
cfvsrptekt
siavssiqgka
rsygetlpsy
tpgvgkedek

myvghavhhv rmeekrkdre aeelcqgsrs

egtllrtyve
ifilfmlsva
kgyglleeek
agvgvgever
eelgaekvtk

Amplikon Primer ,Cx500kt09“ (Agarosegel B-D)

mgdwsflgni
cenvcydeaf
nggervpiap
gfrilplyrc
safkrpvegp
akpfsqgfeek
ekvapegget
rplsrlskas

leevnehstv
pishirlwvl
dgasirksss
srwpcpnvvd
lgeiaekslh
igtgpladms
vavpdrerve
srarsddlti

igrvwltvlf
giifvstpsl
sskgtkkfrl
cfvsrptekt
siavssigka
rsygetlpsy
tpgvgkedek

ifrililgta
myvghavhhv
egtllrtywve
ifilfmlsva
kgyglleeek
agvgvgever
eelgaekvtk

hiifktlfev
fvslflnime
ivshyfplte
eeppieeave
gglsaekaps

aefvwgdeqs
rmeekrkdre
hiifktlfev
fvslflnime
ivshyfplte
eeppieeave
gglsaekaps

gfivghyfly
mshlgmkgir
vgmvetspls
pevgekkgea
lcpelttddn

dfventggpg
aeelcqgsrs
gfivghyfly
mshlgmkgir
vgmvetspls
pevgekkgea
lcpelttddn

Abbildung 3-26. Nested-RT-PCR mit Cx50-Primern. Die RT-PCR mit den Primern ,Cx50“ auf
Templates aus C57BL/6-Mausen zeigte nur in der Retina-Probe (MR) ein positives Signal (A).
Unter Einsatz der Primer ,Cx500kt09“ auf cDNA aus 129/Sv-Mausen wurde in finf von zehn
Photorezeptor-Proben (PR) das Fragment der korrekten GroRe amplifiziert. (B-D). Die
amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau
unterlegt dargestellt. Die Primer ,Cx50“ entsprechen einer Sequenz im C-terminalen Ende, die
Primer ,Cx500kt09“ einer Sequenz in der zytoplasmatischen Schleife und der vierten
Transmembrandomane des Proteins (E). NK = Negativkontrolle.

Um die Expression von Cx50-Proteinen in Photorezeptoren zu untersuchen, wurden
vertikale Retinaschnitte einer 129/Sv-Maus und einer C57BL/6-Maus mit Antikdrpern
gegen Cx50 markiert. Die Markierung der Linse zur Kontrolle des monoklonalen
Cx50-Antikérpers zeigte eine deutliche Markierung, die in den Randbereichen
besonders stark war (Abbildung 3-27 A). Das Immunoreaktivitdtsmuster entsprach
der typischen Cx50-Verteilung in der Linse (White et al., 1998). Im vertikalen

Retinaschnitt einer 129/Sv-Maus sind Markierungen in der auf3eren plexiformen



66

Ergebnisse

Schicht und eine Verteilung in der inneren plexiformen Schicht zu erkennen
(Abbildung 3-27 B). Ein ahnliches Verteilungsmuster auf der gesamten Retina zeigte
sich unter Einsatz von Retinen aus C57BL/6-Mausen (hier nicht gezeigt). Um die
Identitdat der Cx50-Signale in der &auferen plexiformen Schicht naher zu
charakterisieren, wurden Doppelimmunmarkierungen mit Cx50 und den Markern
Cone Arrestin und Velis-3 durchgefuhrt. In Abbildung 3-27 C ist die aulere
plexiforme Schicht des Retinaschnittes einer 129/Sv-Maus und in Abbildung 3-27 D
der gleiche Bereich einer C57BL/6-Maus zu sehen. Beide vertikalen Schnitte wurden
mit einem Antikdrper gegen Cx50 in grin und gegen Cone Arrestin in rot gefarbt und
zeigen ein ahnliches Immunoreaktivitatsmuster: Cx50-Signale liegen unmittelbar
unter den durch Cone Arrestin markierten Pedikeln der Zapfen, in Bereichen der
Horizontalzellen-Somata der distalen inneren Kernschicht. Eine Expression von
Cx50 wurde in axonlosen A-Typ-Horizontalzellen des Kaninchens (O’Brien et al.,
2006), nicht jedoch in der Maus beschrieben. Der Versuch wurde mit Retinen aus
129/Sv-Mausen (Abbildung 3-27 E) und Mausen der C57BL/6-Linie (Abbildung
3-27 F) mit dem Cx50- und einem Velis-3-Antikdrper wiederholt. In diesem Fall
wurden die Cx50-Signale mit etwas Abstand zum Marker-Antikorper erwartet, da
Velis-3 die Stabchen-Terminalien markiert und damit distal der Zapfen-Terminalien
liegt. Die Cx50-Markierungen besafien meist etwas Abstand zu den durch Velis-3
gefarbten Stabchen-Terminalien; in einigen Fallen lagen sie jedoch auch direkt
proximal der Marker-Signale. Auch hier zeigte sich in beiden Mauslinien ein
annahernd gleiches Verteilungsmuster der Cx50-Signale. Die hier dargestellten
Daten deuten auf eine Cx50-Expression in Horizontalzellen, jedoch nicht in
Photorezeptoren hin.
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Abbildung 3-27. Cx50-Verteilung in der Maus-Retina. Die immunologische Markierung von
Linsengewebe mit dem monoklonalen Cx50-Antikdrper zeigte das erwartete Reaktivitatsmuster
(A). Auf vertikalen Maus-Retinaschnitten in (B) zeigten sich Signale im Bereich der dufieren
plexiformen Schicht (OPL) wund in der inneren plexiformen Schicht (IPL). Eine
Doppelimmunmarkierung zeigt Cx50-Markierungen unmittelbar unterhalb der durch Cone Arrestin
gefarbten Zapfen-Terminalien in der OPL einer 129/Sv-Maus (C) und einer C57BL/6-Maus (D). In
Doppelmarkierungen mit Antikdrpern gegen Velis-3 lagen die Cx50-Markierungen im Falle beider
Mauslinien direkt unterhalb oder mit etwas Abstand zu den Stabchen-Terminalien (E, F). Alle
Abbildungen sind Projektionen konfokaler Mikrofotografien Uber eine Schichtdicke von zwei
Mikrometern. GCL = Ganglienzellschicht; INL = innere Kernschicht; ONL = duRere Kernschicht;
IS = Innensegmente.

Die Expression von Cx57 wurde mit einer Nested-RT-PCR auf acht Photorezeptoren
einer 129/Sv-Maus Uberprift. Das Cx57-Gen mit der Genbank-Accession-Nummer
NM 010289.2. besteht aus nur einem Exon, das den kompletten codierenden
Bereich einschlief3t. Aus der Maus-Retina wurde eine davon abweichende Cx57-
Sequenz isoliert (Hombach et al., 2004). Diese Cx57-Sequenz unterscheidet sich
von der Genbank-Sequenz ab der 481. Aminosaure und besitzt damit ein
alternatives C-terminales Ende. Die Aminosauresequenz der aus der Retina
isolierten Cx57-Sequenz ist in Abbildung 3-28 B dargestellt. Die von der Genbank-
Sequenz NM 010289.2 abweichenden Aminosauren sind gelb unterlegt; die
amplifizierten Bereiche sind rot dargstellt. Um die Expression von Cx57 in
Photorezeptoren mittels RT-PCR zu Uberprifen, wurde mit Primern gearbeitet, die
an beide Cx57-Sequenzen binden. Diese liegen in der vierten Trans-

membrandomane und am Anfang des C-terminalen Bereiches des Proteins. In zwei
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von insgesamt acht getesteten Photorezeptor-Proben und in der Retina-Probe einer
129/Sv-Maus wurde ein PCR-Produkt der erwarteten GroRe amplifiziert (Abbildung
3-28 A). Das positive PCR-Produkt einer Photorezeptor-Probe wurde einkloniert und
sequenziert. Ein Vergleich mit allen Datenbank-Sequenzen des Maus-Genoms ergab
Cx57 als die Sequenz mit der starksten Ubereinstimmung. Dabei handelte es sich
um eine 98%ige Ubereinstimmung sowohl mit der Genbank-Sequenz der Accession-
Nummer NM 010289.2. als auch mit der aus Retina-Gewebe isolierten Cx57-

Sequenz (vgl. Anhang, Abbildung 8-7).

129/Sv

B Amplikon

1 mgdwnllggi leevhshsti vgkiwltilf ifrmlvlgva aedvwddegs afacntggpg
61 cnnicyddaf pislirfwvl giifvsspsl vymghalyrl rdfekgrgkk klylragmen
121 peldleeqqr vdkelrrlee gkrihkvplk gcllrtyvlh iltrsvlevg fmigqyilyg
181 fgmhpiykct gapcpnsvdc fvsrptekti fmlfmhsiaa islllnilei fhlgirkimr
241 aldgksssgn tenetgppfh stnysgtggc micsslperi sllgannkqgqg virvniprsk
301 smwgiphprg levdvscgkr dwaekiesca glhvhspcph drsarighpg ggpchsvigp
361 knamsgswfg tmtasghrps saletwersqg gpeasgrslt drgshfggsd gsaresgvwt
421 drlgpgsrka sflsrlmsek ggrhsdsgss rslnsscldf shgenspspl psatghrasm
481 NMLLELSSIM KK

Abbildung 3-28. Nested-RT-PCR mit Cx57-Primern. Die PCR erfolgte mit Cx57-Primern auf
acht Photorezeptor-Proben (PR) und einer Retina-Probe (MR) einer 129/Sv-Maus (A). Die
erwarteten Fragmente wurden im Falle der Retina-Proben und zweier Photorezeptor-Proben
amplifiziert. Die Aminosauresequenz zeigt die in der Retina identifizierte Cx57-Sequenz, die sich
von der Genbank-Sequenz NM 010289.2. am C-terminalen Ende unterscheidet (gelb unterlegt).
Die PCR-Produkte sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau
unterlegt dargestellt (B). NK = Negativkontrolle.

Um die Proteinexpression von Cx57 in Photorezeptoren zu untersuchen, wurden
vertikale Retinaschnitte einer 129/Sv-Maus immunhistochemisch mit einem
Antikorper gegen Cx53.8 angefarbt. Das Peptid, gegen das dieser Antikorper
gerichtet ist, bindet an die letzten Aminosauren von Cx53.8 im Fisch. Dazu homolog
sind die 15 Aminosduren am C-terminalen Ende des retinalen Cx57-Proteins, das
sich von der Cx57-Sequenz der GenBank mit der Accession-Nummer NM 010289.2
unterscheidet (Abbildung 3-28 B, gelb unterlegt). In zahlreichen Versuchen konnte
gezeigt werden, dass dieser Antikdrper Cx57 in der Maus-Retina detektiert (Janssen-
Bienhold et al., 2009). In der immunhistochemischen Untersuchung mit diesem
Antikorper zeigten die &auRere Kernschicht und die Innensegmente der
Photorezeptoren keine Signale, die Ruckschlisse auf eine Cx57-Expression in
Photorezeptoren zulieRen (Abbildung 3-29 A, B). Der umrahmte Bereich der auf3eren
plexiformen Schicht ist in Abbildung 3-29 C und D vergroRert dargestellt. Hier zeigten
sich deutliche Cx57-Signale im Bereich der durch PSD95 markierten Stabchen- und
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Zapfen-Terminalien sowie eine feine Verteilung von Cx57-Signalen, die proximal der
PSD95-Markierung lagen. Dieser Versuch zeigte, dass Cx57-Proteine im Gegensatz
zu Cx36-Proteinen nicht in den Photorezeptor-Kernen und den Innensegmenten
lokalisiert sind. Die Markierungen zeigten das typische Muster von Cx57 vermittelten
Verschaltungen zwischen Horizontalzellen in den Photorezeptor-Synapsen
(Janssen-Bienhold et al., 2009). Ob Cx57 zusatzlich an der Ausbildung von Gap
Junctions  zwischen Stabchen und Zapfen Dbeteiligt ist, sollte eine

Doppelimmunmarkierung von Cx57 mit Cx36 zeigen.

PSD95

Sht iy

Abbildung 3-29. Cx57-Verteilung in Vertikalschnitten der Retina einer 129/Sv-Maus. Die
Markierung erfolgte mit einem polyklonalen Antikdrper gegen Cx57 in magenta und einem
PSD95-Antikérper in grin. Es zeigte sich keine Cx57-Immunoreaktivitdt in der aufleren
Kernschicht und in den Innensegmenten der Photorezeptoren (A, B). Eine Aufnahme der dulReren
plexiformen Schicht (OPL) zeigte Cx57-Markierungen im Bereich der mit PSD95 markierten
Terminalien der Photorezeptoren (C, D). A-D: einzelne Aufnahmen. GCL = Ganglienzellschicht;
IPL = innere plexiforme Schicht; INL = innere Kernschicht; ONL = auftere Kernschicht; IS =
Innensegmente.

Sollte es sich bei den Cx57-Markierungen der aufleren plexiformen Schicht in
Abbildung 3-29 um Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen handeln, missten
Cx36 und Cx57 kolokalisiert vorliegen. Um dies zu Uberprifen, wurde die vertikale
Retina einer 129/Sv-Maus mit einem monoklonalen Cx36-Antikdrper und dem
polyklonalen Cx53.8-Antikorper markiert. Abbildung 3-30 A zeigt Einzelaufnahmen
der Cx36-Immunoreaktivitat in gran, Abbildung 3-30 B Cx57-Markierungen in
magenta. Beide Connexin-Antikorper markierten die aul3ere plexiforme Schicht der
Retina. Der Cx36-Antikdrper erzeugt zusatzlich schwache Signale in der aul3eren

Kernschicht und den Innensegmenten der Photorezeptoren und starke Signale in der
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inneren plexiformen Schicht. Die Uberlagerung beider Connexin-Signale in
Abbildung 3-30 C zeigt keine Kolokalisation der beiden Gap-Junction-Proteine. Der
umrahmte Bereich der aufleren plexiformen Schicht ist in Abbildung 3-30 D als
einzeln gescannte Aufnahme dargestellt. Es kommt zu keiner Uberlagerung von
Cx36- und Cx57- Signalen.

Abbildung 3-30. Cx57- und Cx36-Verteilung in Vertikalschnitten der Retina einer 129/Sv-
Maus. Die immunhistochemische Markierung mit einem Antikdrper gegen Cx36 in grin (A) und
gegen Cx57 in magenta (B) zeigt das typische Immunoreaktivitdtsmuster in der &aulleren
Kernschicht (OPL) der Connexine. Cx36 ist auBerdem in der inneren plexiformen Schicht (IPL),
der aufleren Kenschicht (ONL) und den Innensegmenten der Photorezeptoren lokalisiert. Die
Uberlagerung beider Connexine zeigt keine deutliche Kolokalisation beider Proteine (C). Der
umrahmte Bereich der OPL ist in (D) vergroRert als Einzelscan dargestellt und zeigt keine
Kolokalisationen. A-D: Einzelaufnahmen. GCL = Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme
Schicht; INL = innere Kernschicht; ONL = duRere Kernschicht; IS = Innensegmente.

3.3.9 Analyse mit degenerierten Connexin-Primern

Ziel der RT-PCR mit degenerierten Primern war die ldentifikation von unbekannten
Connexinsequenzen in Photorezeptoren von 129/Sv- und C57BL/6-Mausen. Die
Primer hybridisierten mit konservierten Sequenzen der Maus-Connexine. Ein
degenerierter Primer besteht aus einem Gemisch von Oligonukleotiden, die an den
Stellen, an denen sich die Connexine unterscheiden, verschiedene Basen besitzen.
Dadurch binden degenerierte Primer an konservierte Abschnitte aller Connexine,
auch wenn diese Unterschiede an einzelnen Basenpositionen aufweisen. Sofern
unbekannte Connexinsequenzen in der verwendeten cDNA vorkommen, wurden sie

ahnlich konservierte Bereiche aufweisen; daher konnen mit dieser Methode auch
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unbekannte Connexinsequenzen amplifiziert werden. Es wurden zwei Primer-
Kombinationen a (,Cx degeneriert a“) und B (,Cx degeneriert ) mit je zwei Forward-
und zwei Reverse-Primern verwendet. Durch die Benutzung von jeweils drei Primern
in einer Nested-PCR war eine Amplifikation auch bei einer geringen Menge an cDNA
maglich. In Abbildung 3-31 ist je ein Forward-Primer der beiden verwendeten Primer-

Kombinationen dargestellt.

Cx47 CGGGTTGTGACAACGTCTGCTACGACGCCTTTGCGCCCCTGTCTCATGTGCGCTTCTGGG 232
Cx36 CCGGCTGTAACCAGGCCTGCTATGACCGCGCCTTTCCCATCTCCCATATACGTTACTGGG 238
Cx45 CGGGCTGTGAGAATGTCTGCTATGATGCCTTTGCCCCGCTCTCCCACGTGCGCTTCTGGG 232
Cx30.3 CAGGCTGCCCCAACGTCTGCTATGATGAGTTCTTCCCCGTGTCCCACGTGCGCCTCTGGG 232
Cx31.1 CGGGCTGTACCAATGTCTGCTACGATGAGTTCTTCCCCGTGTCTCACGTGCGCCTCTGGG 232
Cx31 CCGGCTGTACCAACGTGTGCTATGACAACTTCTTCCCCATCTCCAACATCCGACTCTGGG 232
Cx32 CGGGCTGCAACAGCGTCTGCTATGACCATTTTTTCCCCATCTCCCACGTGCGCCTATGGT 232
Cx26 CTGGCTGCAAGAATGTATGCTACGACCACCACTTCCCCATCTCTCACATCCGGCTCTGGG 232
Cx30 CAGGGTGCAAGAACGTCTGCTATGACCATTTCTTCCCGGTGTCTCACATCCGGCTCTGGG 233
Cx50 CAGGCTGTGAGAATGTCTGCTACGATGAGGCCTTTCCCATCTCACACATCCGCCTCTGGG 235
Cx43 CCGGTTGTGAAAATGTCTGCTATGACAAGTCCTTCCCCATCTCTCACGTGCGCTTCTGGG 235
Cx33 CTGGTTGTGAAAATGTCTGCTATGACCATGCCTTCCCAATCTCTCACGTGCGCCTCTGGG 235
Cx37 CGGGCTGCACCAACGTCTGCTATGACCAGGCCTTCCCCATCTCCCACATCCGATACTGGG 235
Cx46 CAGGCTGTGAGAACGTCTGCTACGACCGCGCTTTCCCCATTTCGCACATCCGCTTCTGGG 235
Cx57 CCGGTTGCAACAATATCTGTTACGATGATGCTTTCCCCATCTCTTTGATCAGATTCTGGG 235
Cx40 CTGGTTGCCAAAATGTCTGCTATGACCAAGCCTTCCCCATCTCCCACATTCGTTATTGGG 235
Cx30.2 CCGGCTGTCGCCAGACCTGCTACGATCGCGCCTTCCCGGTGTCCCACTACCGCTTCTGGC 235
Cx39 CAGGATGTGCCAACGTTTGCTACGACCTCTTTTCCCCAGTGTCACCGCTGCGATTCTGGC 235
Cx29 CAGGCTGCAAGACCATTTGCTATGATGTCTTCCGCCCTCTCTCTCCATTGCGCTTCTGGG 232
Cx23 GAGAGATAAACCTGTTCTGTTACAATCAGTTCCGGCCAATAACTCCCCAAGTGTTCTGGG 232

TGYRAVAAYGTCTGYTAYGA € Primer ,Cx degeneriert oV

Cx47 TTC AGTGGTCATCTCCACACCTTCTGTCATGTACCTGGGCTATGCAGTCCACC 292
Cx36 TTC TA GTGCACCCCCAGTCTCTGTTTTATCACCTATTCTGTGCACC 298
Cx45 TTC TGCAACTCCCTCTGTGATGTACCTGGGATATGCTATTCATA 292
Cx30.3 CACCTGTCCTTCCCTGTTAGTGGTCATGCATGTGGCCTATC 292
Cx31.1 CACCTGCCCCTCTTTGCTTGTGGTCATGCATGTGGCCTATC 292
Cx31 CACGTGTCCGTCTATGCTGGTCATCCTGCATGTAGCCTACC 292
Cx32 TTCCACCCCAGCTCTCCTCGTGGCAATGCACGTAGCTCACC 292
Cx26 GTCCACGCCAGCCCTCCTGGTAGCTATGCATGTGGCCTACC 292
Cx30 GTCTACCCCAGCCCTGTTGGTGGCCATGCACGTGGCCTACT 293
Cx50 G CTCCACTCCATCGCTGATGTACGTGGGGCACGCGGTACACC 295
Cx43 T A GTCTGTGCCCACACTCCTGTACTTGGCTCACGTGTTCTATG 295
Cx33 C G T ATCTGTGCCTATTCTCTTATACCTGGCACATGTGTACTATG 295
Cx37 G TTCC CAGCACACCCACCCTGATCTACCTGGGCCACGTCATCTACC 295
Cx46 CG A GTCTACGCCCACCCTCATCTATCTGGGCCACGTGCTACACA 295
Cx57 T GTCTTCCCCTTCTTTGGTGTATATGGGCCATGCCCTTTATA 295
Cx40 GTCCACGCCTTCTCTAGTGTACATGGGCCATGCCATGCACA 295
Cx30.2 TTCCAC CTG CTGTCGGCGCCGCCGGTGCTGTTCGTCATCTACTCCATGCACC 295
Cx39 G GCCTGGCCTTGCTTCTGCCTTCGGTGGTCTTTGGCACTTACACCCTACACC 295
Cx29 TTCCAAG T ATGGCTGTACCCAGTGCCATTTATGTGGCTTTCACTCTGTATC 292
Cx23 T AGTG CCTGCTTCCTGGAGCTATTTTCCACCTGTATGCTGCATGCA 292

Abbildung 3-31. Degenerierte Primer in einem Alignment aller Maus-Connexine. Es ist je ein
Primer der Primer-Kombination a (in rot) und  (in griin) mit seinen Bindestellen dargestellt. Die
Primer binden alle im Alignment farbig dargestellten Basen. Die hier dargestellten Primer ,Cx
degeneriert a“ (rot) und ,Cx degeneriert (“ (grin) bestehen aus einem Gemisch von
Oligonukleotiden die an den Stellen, an denen sich die Connexine unterscheiden, verschiedene
Basen besitzen (R= A+G; Y = C+T; M= A+C; K= G+T; S= C+G; W= A+T; H= A+C+T; B=
C+G+T; V = A+C+G; D = A+G+T; N = A+G+T+C).

Abbildung 3-31 zeigt das Ergebnis der RT-PCR mit den Primer-Kombinationen a und
B auf Photorezeptor-Proben acht Wochen alter C57BL/6- und 129/Sv-Mause. Eine

Maus-Retina-Probe diente als Kontrolle fir den korrekten Ablauf der PCR-Reaktion
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mit den degenerierten Primern. Durch die Verwendung von Wasser anstelle eines
Templates in einer Negativkontrolle wurde eine Kontamination mit Fremd-DNA
ausgeschlossen. Bei Verwendung der degenerierten a-Primer wurden in zwei von
drei Photorezeptor-Proben und bei der Retina-Kontrolle Fragmente von 450 bp
amplifiziert (Abbildung 3-32 A). Das gleiche Verfahren unter Einsatz der
degenerierten B-Primer resultierte in einer Bande von etwa 300 bp in einer
Photorezeptor- und der Maus-Retina-Probe (Abbildung 3-32 B). Die RT-PCR mit den
beiden degenerierten Primer-Kombinationen wurde zusatzlich mit Photorezeptor-
und Retina-Proben einer acht Wochen alten 129/Sv-Maus durchgefuhrt. Es zeigte
sich das gleiche Bandenmuster wie bei den C57BL/6-Mausen, wobei jeweils drei von
vier Photorezeptoren positiv waren (Abbildung 3-32 C). Die Amplikons der RT-PCRs
mit C57BL/6-Mausen wurden einkloniert und anschlielend sequenziert. Die
Sequenzierung von vier Klonen der PCR mit degenerierten a-Primern ergab eine
100%ige Ubereinstimmung mit dem Cx57-Gen der Maus. Eine Sequenzierung von
drei Klonen der PCR mit degenerierten B-Primern ergab eine 100%ige
Ubereinstimmung mit dem Cx31-Gen des Menschen. Hierbei handelte es sich also
um eine Kontamination. Allerdings zeigt die Amplifikation der menschlichen Cx31-
Variante auch, dass mit der angewandten Methode tatsachlich aus sehr geringen
Mengen an DNA, in diesem Fall wahrscheinlich Hautschuppen, ein Connexin-Gen
vervielfaltigt werden kann, das sich in seiner Sequenz von den 20 Mausgenen
unterscheidet. Das Cx31-Gen weist 84% Squenzhomologie zum Cx31-Gen der
Maus auf.

Durch unterschiedliche Annealing-Temperaturen wurde die Stringenz der PCR
verandert. Die Verwendung weiterer Primer in unterschiedlichen Kombinationen
gewahrleistete eine Affinitdt fir verschiedene konservierte Connexinsequenzen.
Trotz zahlreicher Versuche konnte keine weiteren Connexinsequenzen identifiziert

werden.

129/Sv a

Abbildung 3-32. Nested-RT-PCR mit degenerierten Connexin-Primern. RT-PCR auf drei
Photorezeptor- (PR) und einer Maus-Retina-Probe (MR) einer C57BL/6-Maus mit zwei
degenerierten Primer-Kombinationen a (A) und B (B). Die RT-PCR auf vier Photorezeptor- und
einer Maus-Retina-Probe einer 129/Sv-Maus zeigt das gleiche Bandenmuster (C). Die Sequenz
der Amplikons entspricht dem murinen Cx57-Gen (a-Primer) und dem Cx31-Gen des Menschen
(B-Primer). NK = Negativkontrolle.



Ergebnisse

73

3.3.10 RACE-PCR mit degenerierten Connexin-Primern

Der folgende Versuch wurde in Zusammenarbeit mit Regina Herrling durchgefuhrt.
Durch einen unspezifischen Anker-Primer am 3‘-Ende der untranslatierten Region
sollte die Wahrscheinlichkeit erhoht werden, weitere Connexine zu identifizieren. In
Abbildung 3-33 ist das Agarosegel einer RACE-PCR mit den degenerierten Primern
,CXx degeneriert a“ und B ,Cx degeneriert 3 bei geringen Annealing-Temperaturen
dargestellt. Es wurde jeweils die cDNA von vier Photorezeptor-Proben und einer
Retina-Probe aus 129/Sv-Mausen verwendet. Eine Positivkontrolle mit B-Aktin-
Primern bestatigte das Vorhandensein funktionsfahiger cDNA im Falle der
Photorezeptor-Proben durch ein Amplikon der erwarteten Grof3e von 546 bp. Unter
Verwendung der Retina-cDNA zeigte sich diese Bande nur sehr schwach, in dieser
Probe ist demnach keine funktionsfahige cDNA in ausreichender Menge vorhanden.
Unter Verwendung der Photorezeptor-Proben lieBen sich mit den a- und pB-
degenerierten Primern bei einer Annealing-Temperatur von 49°C keine
verwertbaren DNA-Fragmente amplifizieren. Bei Annealing-Temperaturen von 51 °C
und 53 °C zeigte sich ein Bandenmuster von jeweils drei bis sieben unscharfen
Banden. Diese PCR-Produkte wurden kloniert und sequenziert.

1000 bp

500 bp

a49°C. QENIRE as3°c g % 5 49 °C B-Actin 53 °C

Abbildung 3-33. RACE-PCR mit verdnderten Annealing-Temperaturen. RACE-PCR auf vier
Photorezeptor- (PR) und einer Maus-Retina-Probe (MR) einer 129/Sv-Maus mit den Primer-
Kombinationen ,Cx degeneriert o, ,Cx degeneriert 3“ und p-Aktin. NK = Negativkontrolle.

Das PCR-Produkt wurde aus dem Agarosegel ausgeschnitten, aufgereinigt und
einkloniert. Die Plasmid-DNA der einzelnen Klone wurde sequenziert und die
Sequenzen durch Datenbankabgleich einem Gen zugeordnet (Tabelle 3-2). Bei
keinem dieser Gene handelt es sich um ein Gap-Junction-Protein. Eine ausfuhrliche
Beschreibung der amplifizierten Sequenzen mit Gennamen und Proteinfunktion
befindet sich im Anhang, Abschnitt 8.2. Alle mit ,unklassifiziertes Protein®
bezeichneten Sequenzen wurden analysiert, um auszuschlielen, dass es sich um

ein unbekanntes Gap-Junction-Protein handelt. Bei allen Sequenzen, denen kein
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Gen zugeordnet werden konnte, lagen die Stopp-Kondons so haufig vor, dass das
offene Leseraster zu kurz war, um fur ein Protein zu codieren. Dies galt fur alle drei

maoglichen Leseraster.

Tabelle 3-2. Gene der RACE-PCR-Amplikons. Die Amplikons der RACE-PCR wurden kloniert
und sequenziert. Die Tabelle zeigt die amplifizierten Sequenzen mit den Primern ,,Cx degeneriert
a“ und ,Cx degeneriert 3“. Bei den amplifizierten Sequenzen handelte es sich in keinem Fall um
die Gensequenz eines Gap-Junction-Proteins.

Cx degeneriert a Cx degeneriert
1. Rab3gap1 1. Menage a trois1
2. Chmp4b 2. mmNfix
3. Mic1 3. unclassified Protein
4. Mm genomisch Cx31.1 4. unclassified Protein
5. unclassified Protein 5. Menage a trois1
6. unclassified Protein 6. Lima1
7. Chmp4b 7. mmFYVE1
8. Rab3gap1 8. Menage a trois1
9. BAC clone from Chromosom9 9. genomisch unspezifisch
10. BAC clone from Chromosom9 10. TBC1D20
11. Na-K ATPase 11. genomisch unspezifisch
12. Maged2 12. Shfm1
13. GSG1 13. Tceal3
3.3.11 Panx1

Da kein Connexin als potentieller Kopplungspartner zu Cx36 in Stabchen identifiziert
werden konnte, wurden die Pannexine als putative Gap-Junction-bildende Proteine
auf ihre Expression in Photorezeptoren untersucht. Panx3 kommt im Nervengewebe
nicht zur Expression (Baranova et al., 2004), deshalb wurde ausschliel3lich die
Expression von Panx1 und Panx2 in Photorezeptoren analysiert. Um die Expression
von Panx1 in Photorezeptoren zu untersuchen, wurden Nested-RT-PCRs auf
Photorezeptor-Proben acht Wochen alter 129/Sv-Mause durchgefuhrt. Hierzu
wurden Exonb-spezifische Primer gegen die Panx1-Sequenz (Genbank-Accession-
Nummer NM 019482) verwendet. Die Bindestellen der verwendeten Primer-
Kombination ,Panx1Exon5“ lagen am C-terminalen Ende und in der 3
untranslatierten Region der mRNA (Abbildung 3-34). Auf den Agarosegelen war ein
amplifiziertes Fragment der erwarteten Grof3e von 330 bp unter Verwendung aller
drei Maus-Retina-Proben und in zwdlf von insgesamt zwanzig Photorezeptor-Proben
zu sehen (Abbildung 3-34 A-E). Die amplifizierten Produkte derselben Proben unter
der Verwendung von Rhodopsin-Primern bestatigten das Vorliegen intakter
Photorezeptor-Templates (Kontrollen fir Proben in A und C in Abschnitt 3.1.1).

Durch die Verwendung von Intron-Uberspannenden Rhodopsin-Primern konnten
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falsch positive Ergebnisse durch Kontamination der cDNAs mit genomischer DNA
nahezu ausgeschlossen werden. DNA-Fragmente einschlieRlich eines Introns mit
einer Lange von 454 bp wurden ausschlieBlich unter Einsatz von genomischer DNA
vervielfaltigt. Der Sequenzvergleich der in Photorezeptoren amplifizierten Sequenz

zeigte nahezu 100%ige Ubereinstimmung mit der Genbank-Sequenz.

A sequenziert B C
A

Panx1 Rhodopsin

Abbildung 3-34. Nested RT-PCR mit Exon5-spezifischen Panx1-Primern. Die Amplifikation
erfolgte mit der Primer-Kombination ,Panx1Exon5“ auf Proben einer acht Wochen alten 129/Sv-
Maus. In zwolf von 20 Photorezeptor-Proben (PR), allen Retina-Proben (MR), und der
genomischen DNA (gen) zeigte sich eine Bande der erwarteten FragmentgroRe (A-C). Die
Nested-RT-PCR mit Intron-tGberspannenden Rhodopsin-Primern zeigte, dass die cDNA-Proben in
A frei von genomischer DNA waren. DNA-Fragmente einschlief3lich der Introns mit 454 bp Lange
wurden nur unter Einsatz von genomischer DNA vervielfaltigt (A links). NK = Negativkontrolle.

Um die Panx1-Expression auf Protein-Ebene zu untersuchen, wurden vertikale
Retinaschnitte einer C57BL/6-Maus und einer Panx1-KO-Maus mit Panx1-
spezifischen Antikorpern markiert (Abbildung 3-35). Die Retinen wurden unter
gleichen Versuchsbedingungen behandelt und unter gleichen Einstellungen am
konfokalen Mikroskop aufgenommen. In den Retinaschnitten beider Mause zeigte
sich in der inneren plexiformen Schicht ein starkes unspezifisches Immuno-
reaktivitdtsmuster. Die in der aulleren plexiformen Schicht beobachtete
Immunoreaktivitdt (Abbildung 3-35 A) trat in der Panx1-KO-Maus nicht auf
(Abbildung 3-35 B) und beweist damit die Spezifitat des Panx1-Antikdrpers in der
aulleren Retina. In den Photorezeptoren kam es weder in den Innensegmenten noch
in der aulderen Kernschicht zu einer Panx1-spezifischen Markierung. Es zeigte sich
jedoch Panx1-Immunoreaktivitdt in der aufleren plexiformen Schicht und in der
inneren Kernschicht. Eine detaillierte Analyse der Panx1-Expression in der Retina
wurde von Katharina Schmidt und Birthe Dorgau durchgefihrt. Diese Daten zeigten,
dass die Panx1-Immunoreaktivitat in der aufderen plexiformen Schicht ausschliel3lich
den Horizontalzellen und Bipolarzellen zuzuordnen war (Schmidt et al., in

Ausarbeitung).
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Abbildung 3-35. Panx1-Immunoreaktivitit auf der Maus-Retina. Vertikale Retinaschnitte einer
C57BL/6-Maus (A) und einer Panx1-KO-Maus (B) wurden mit Panx1-spezifischen Antikdrpern
markiert. In beiden Retinen wurde die innere plexiforme Schicht (IPL) unspezifisch markiert.
Spezifische Panx1-Signale in der inneren Kernschicht (INL) und der dufReren plexiformen Schicht
(OPL) traten ausschlieBlich in der Retina der Wildtyp-Maus auf. Der Panx1-Antikérper zeigte
keine Immunoreaktivitat in der aulReren Kernschicht (ONL) und den Innensegmenten (IS) der
Photorezeptoren. GCL = Ganglienzellschicht.

Die immunhistochemischen Ergebnisse, die keine Panx1-Expression in
Photorezeptoren zeigten, standen im Widerspruch zu den RT-PCR-Analysen, die
Panx1-Transkripte in diesen Zellen detektierten. Um zu analysieren, ob es bei der
RT-PCR zu falsch positiven Ergebnissen gekommen ist, wurde die Nested-RT-PCR
mit Intron-Uberspannenden Primern und neuen Photorezeptor-Proben wiederholt, in
der Annahme, dass der oben dargestellten Panx1-Amplifikation genomische DNA
zugrunde lag. Durch die Verwendung von Intron-Uberspannenden Primern sollte
sichergestellt werden, dass die Amplifikation der Panx1-Sequenz auf cDNA und nicht
auf genomischer DNA beruhte. Die Bindestellen der verwendeten Primer-
Kombination ,Panx1cds” lagen in der zweiten extrazellularen Schleife und am C-
terminalen Ende des Proteins (Abbildung 3-36 B). Auf der Gensequenz hybridisierten
die Forward-Primer in einem Bereich im vierten Exon, die Reverse-Primer im flnften
Exon (vgl. Anhang, Abschnitt 8.4). Zwischen diesen beiden Exons lag ein Intron mit
einer GroRe von 1143 bp. Dadurch erhielt man bei einer Amplifikation, die auf
MRNA-Expression beruhte, ein PCR-Produkt von 429 bp, bei Einsatz von
genomischer DNA wurde ein Amplikon von 1572 bp vervielfaltigt. Abbildung 3-36 C
zeigt die Panx1-Aminosauresequenz mit dem entsprechenden PCR-Produkt. Als
Ergebnis der PCR auf Proben acht bis zehn Wochen alter C57BL/6-Mause zeigte
sich ein Fragment der erwarteten Grofze von 429 bp unter Verwendung aller sechs
Maus-Retina-Proben und in elf von 24 Photorezeptor-Proben (Abbildung 3-36 A).
Eine RT-PCR aller Proben mit Rhodopsin-Primern bestatigte die Amplifikation auf

mRNA aus Photorezeptoren (hier nicht dargestellte Kontrollen befinden sich in
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Abschnitt 3.1.1). Die Amplifikation von Panx1 mit Intron-Gberspannenden Primern
zeigt eindeutig die Expression des Panx1-Gens in den Zellen der Proben. Es konnte
allerdings nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass vereinzelte Proben

Verunreinigungen mit anderen retinalen Zellen, zum Beispiel Mullerzellen, enthielten.

Rhodopsin

B Amplikon

1 maiahlatey vfsdfllkep tepkfkglrl elavdkmvtc iavglpllli slafageisi

61 gtgiscfsps sfswrgaafv dsycwaavgqg ksslgsesgn lplwlhkffp yilllfaill
121 ylpalfwrfs aaphlcsdlk fimeeldkvy nraikaaksa rdldlrdgpg ppgvtenvgg
181 slweiseshf kypiveqylk tkknsshlim kyiscrlvtf vvillaciyl syyfslssls
241 deflcsiksg vlkndstipd rfgckliavg ifgllslinl iwvyallipvv vytffipfrqg
301 ktdilkvyei lptfdvlhfk segyndlsly nlfleenise lksykclkvl eniksngggi
361 dpmllltnlg mikmdiidgk iptslgtkge dggsqgrvefk dldlsseaaa nngeknsrgr
421 llnpsc

Abbildung 3-36. Nested-RT-PCR mit Intron-iiberspannenden Panx1-Primern auf
Photorezeptoren aus C57BL/6 Mausen. Die Agarosegele zeigen das PCR-Produkt mit der
Primer-Kombination ,Panx1cds® auf Proben aus C57BL/6 Mausen. Die erwarteten Fragmente von
429 bp wurden in allen Retina-Proben (MR) und in elf von 24 Photorezeptor-Proben (PR)
amplifiziert. AusschlieRlich unter Einsatz genomischer DNA wurde ein 1572 bp langes Fragment
synthetisiert (A). Die amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt (B). NK = Negativkontrolle.

Panx1-mRNA konnte durch Einzelzell-RT-PCR in Horizontal-, Mduller- und
Bipolarzellen nachgewiesen werden. Dies gab einen Hinweis darauf, warum die
Panx1-mRNA, nicht jedoch das Protein in Photorezeptoren nachgewiesen werden
konnte. Wahrscheinlich waren die Photorezeptor-Proben mit einem der drei Zelltypen
kontaminiert, wie es auch schon flir Cx57 in Bezug auf Horizontalzellen vermutet
worden war. Fur die RT-PCR mit Horizontal-, Muller- und Bipolarzellen wurden
Proben mit jeweils zwei bis drei Zellen eines jeden Zelltyps mit einer Patch-Pipette
aus dissoziierten Retinazellen isoliert. Die verwendeten Primer ,Panx1Exon5*
besalen Bindestellen im funften Exon des Panx1-Gens mit der Genbank-Accession-
Nummer NM 019482 (vgl. Anhang, Abschnitt 8.4). Die RT-PCR erfolgte auf cDNA-

Proben acht Wochen alter C57BL/6-Méause. In der Einzelzell-PCR auf Horizontalzell-
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cDNA in Abbildung 3-37 A zeigten alle sechs getesteten Proben das erwartete
Produkt von 330 bp. Durch eine RT-PCR derselben Proben mit den Intron-
uberspannenden B-Aktin-Primern ,B-Aktinneu“ konnten falsch positive Ergebnisse
durch Kontamination mit genomischer DNA ausgeschlossen werden. Es wurden
ausschlieBlich Fragmente mit einer Lange von 546 bp vervielfaltigt; bei Vorliegen von
genomischer DNA ware mit den (B-Aktin-Primern ein 1000 bp grolRes PCR-Produkt
amplifiziert worden. Die PCR mit Primern gegen Cx57 belegt das Vorliegen intakter
Horizontalzell-cDNA,; unter Einsatz aller Templates wurde eine Bande der erwarteten
FragmentgroRe von 383 bp amplifiziert. Abbildung 3-37 B zeigt das Resultat einer
RT-PCR auf Mullerzell-cDNA. In vier der funf getesteten Mdullerzell-Proben konnte
ein Panx1-spezifisches PCR-Produkt amplifiziert werden. Durch die RT-PCR mit
Intron-Uberspannenden (-Aktin-Primern konnten falsch positive Ergebnisse durch
Amplifikation auf genomischer DNA ausgeschlossen werden. Eine RT-PCR mit
Primern gegen Glutaminsynthetase bestatigt das Vorliegen von Maullerzell-cDNA.
Abbildung 3-37 C zeigt eine Einzellzell-RT-PCR mit mRNA aus Bipolarzellen. Da die
Annahme bestand, dass Panx1 in OFF-Bipolarzellen zur Expression kommt, wurde
fur die PCR auschlieBlich die mRNA kurzer OFF-Bipolarzellen in cDNA
umgeschrieben. Von acht Bipolarzellen zeigten drei Proben eine Bande der
erwarteten Fragmentgroe. Eine PCR mit (-Aktin belegte das Vorliegen
funktionsfahiger c-DNA, die frei von Verunreinigungen mit genomischer DNA war. In
diesem Fall lag zu wenig Material vor, um eine RT-PCR mit Primern gegen ein
Bipolarzell-spezifisches Gen durchzufuhren. Stattdessen dokumentieren die
Abbildungen zweier gesammelter Bipolarzellen das Vorliegen von Bipolarzell-cDNA.
Je zwei Panx1-Amplikons jeden Zelltyps wurden sequenziert. Ein Datenbankabgleich
der sequenzierten PCR-Produkte bestatigte in allen Fallen das Vorliegen der Panx1-
Sequenz. Die Expression von Panx1 in Horizontal-, Muller- und Bipolarzellen
unterstutzt die Vermutung der Kontamination der Photorezeptor-Proben mit einem

dieser Zelltypen (Schmidt et al., in Ausarbeitung).
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Abbildung 3-37. Einzelzell-RT-PCR mit mRNA aus Horizontal-, Miiller- und Bipolarzellen.
Alle getesteten Horizontalzell-Proben (HZ) zeigten das erwartete PCR-Produkt von 330 bp (A,
links). Eine Verunreinigung der Proben mit genomischer DNA wurde durch eine PCR mit Intron-
Uberspannenden [-Aktin-Primern ausgeschlossen, wobei ausschlielllich eine auf cDNA
basierende Bande von 546 bp amplifiziert wurde (A, Mitte). Eine RT-PCR mit Cx57-Primern
belegt das Vorliegen von Horizontalzell-DNA durch eine Bande von 383 bp (A, rechts). Von funf
Miillerzell-Proben (MZ) zeigten vier eine Bande von 330 bp (B, links); das Vorliegen von
genomischer DNA wurde durch B-Aktin-Primer ausgeschlossen (B, Mitte) und das Vorliegen von
Miillerzell-cDNA durch Glutaminsynthetase-Primer mit Banden von 460 bp bestétigt (B, rechts).
Durch eine PCR mit 3-Aktin auf acht OFF-Bipolarzell-Proben (BP) konnte eine Kontamination mit
genomischer DNA ausgeschlossen und das Vorliegen funktionsfahiger cDNA bestatigt werden (C,
links). In drei der OFF-Bipolarzell-Proben konnte ein Panx1-spezifisches PCR-Produkt
amplifiziert werden (C, rechts). Das Vorliegen von Panx1-Sequenzen wurde in allen drei
Zelltypen durch Sequenzierung bestatigt. Es sind jeweils zwei Bilder jeden Zelltyps dargestellt, die
wahrend des Aufsammelns der Zellen aufgenommen wurden (A—C). MR = Maus-Retina; NK =
Negativkontrolle.

3.4 Bildet Panx2 in Photorezeptoren mit Cx36 Gap-Junction-Kanale?

Da Panx1-Proteine nicht in Photorezeptoren detektiert werden konnten, schied
Panx1 als Kopplungspartner zu Cx36 in Photorezeptoren aus. Deshalb wurde
untersucht, ob Panx2 als potentielles Gap-Junction-Protein maoglicherweise den

Kopplungspartner zu Cx36 in Stabchen bilden kdnnte.

3.4.1 Detektion von Panx2-mRNA in Photorezeptoren

Panx2 wurde mittels Nested-RT-PCR auf Photorezeptor-Proben detektiert. Auf der
Gensequenz uberspannen die Primer ein 512 bp langes Intron zwischen Exon 2 und

Exon 3. Dadurch erhalt man in einer PCR unter Einsatz von genomischer DNA ein
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Amplikon von 1016 bp, bei einer Amplifikation auf mRNA-Transkripten ein PCR-
Produkt von 504 bp. In zwolf von 16 Photorezeptor-Proben wurde unter Einsatz der
Panx2-Primer das erwartete Fragment amplifiziert (Abbildung 3-38). In Abbildung
3-38 C und D wurde unter Einsatz von genomischer DNA das Intron-enthaltende
Fragment von 1016 bp vervielfaltigt. Dies dokumentiert, dass das Fragment von 504
bp nur dann amplifiziert wird, wenn Panx2 in dem Gewebe tatsachlich zur
Expression kommt. Die Negativkontrollen wurden mit Wasser, die Positivkontrollen
mit Transkripten der Maus-Retina durchgefuhrt. Die Durchfuhrung einer PCR aller
Proben mit Rhodopsin-spezifischen Primern zeigt das Vorliegen intakter

Photorezeptor-cDNA (nicht dargestellte Kontrollen befinden sich in Abschnitt 3.1.1).
A , B

el Sake

Panx2 Rhodopsin Panx2 Rhodopsin

1000 bp
500 bp

Rhodopsin

1 mhhllegsad matallagek lrelilpgsqg ddkagalaal llglklelpf drvvtigtvl
61 vpillvtlvf tknfaeepiy cytphnftrd galyargycw telrdalpgv daslwpslfe
121 hkflpyalla faaimyvpal gweflastrl tselnfllge idncyhraae grapkiekqgi
181 gskgpgiter ekreiienae kekspeqnlf ekylerrgrs nflaklylar hvlilllsvv
241 pisylctyya tgkagneftca lgaspdgpvg sagptvrvsc klpsvglgri iagvdivllc
301 fmnliilvnl ihlfifrksn fifdklnkvg iktrrgwrrs gfcdinilam fcnenrdhik
361 slnrldfitn esdlmydnvv rgllaalags nhdttptvrd sgigtvdpsi npaepdgsae
421 ppvvkrprkk mkwiptsnpl pgpfkeglai mrvensktek pkpvrrktat dtliapllda
481 garaahhykg sggdsgpssa ppaasekkht rhfsldvhpy ilgtkkakte avppalpasr
541 sgeggflsqgt eecglglaaa ptkdaplpek eipyptepal pglpsggsfh vcsppaapaa
601 aslspgslgk adpltilsrn athpllhist lyeareeeeg gpcapsdmgd llsipppagi
661 liatfeeprt vvstvef

Abbildung 3-38. Nested RT-PCR mit Intron-iiberspannenden Panx2-Primern. Die
Agarosegele zeigen das PCR-Ergebnis mit der Primer-Kombination ,Panx2intronspanning“ mit 16
Photorezeptor-Proben aus C57BL/6-Mausen. Die erwarteten Fragmente von 504 bp wurden in
zwolf Photorezeptor-Proben (PR) amplifiziert. AusschlieRlich unter Einsatz von genomischer DNA
wurde ein 1016 bp langes Fragment synthetisiert (C, D). Die Sequenzierung der Amplikons PR 1
und PR 2 zeigte 100%ige Ubereinstimmung mit der Panx2-Gensequenz (A). Um das Vorliegen
von Photorezeptor-cDNA zu dokumentieren, wurden verschiedene Rhodopsin-Primer verwendet.
Das erwartete Fragment unter Einsatz der Primer ,RhoF2/R2“ betragt 537 bp (A), unter Einsatz
der Primer ,RhoF1/R1“ 698 bp (B) und bei Verwendung der Primer ,RhoNeuF/R* 333 bp (D). Die
amplifizierten Bereiche mit den Panx2-Primern sind in der Aminosauresequenz rot, die
Transmembrandomanen grau unterlegt dargestellt. Der amplifizierte Bereich der Nested-Primer-
Kombination ,Panx2intronspanning” liegt im C-terminalen Bereich des Proteins (E). Neg =
Negativkontrolle.
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3.4.2 Detektion der retinalen Panx2-Sequenz

Zu Beginn der Panx2-Studien lagen zwei verschiedene Panx2-Sequenzen mit
unterschiedlichen C-terminalen Bereichen in den Datenbanken vor: eine 607
Aminosauren lange Form (im Folgenden ,Isoform1Hirn“), die in Hirn und Retina der
Maus gefunden wurde (Baranova et al., 2004), und eine Isoform mit 667
Aminosauren (im Folgenden ,lsoform2Linse®), die in der murinen Linse detektiert
wurde (Dvoriantchikova et al., 2006). Die Sequenzierung von zwei PCR-Produkten
aus Abschnitt 3.4.1 zeigte 100%ige Ubereinstimmung mit beiden Isoformen. Um fiir
die Panx2-Studien einen Antikdrper synthetisieren zu kdnnen und um die retinale
Panx2-Sequenz in Saugerzellen zur Expression zu bringen, wurde zunachst die in
der Retina exprimierte Panx2-Sequenz identifiziert. Mit Hilfe der Primer
,Panx2lens/brainF/R* sollte untersucht werden, welche der beiden Isoformen in der
Retina zur Expression kommt oder ob beide Formen exprimiert werden. Ein
Alignment der beiden Panx2-Isoformen im Anhang (Abbildung 8-33) macht deutlich,
wie sich anhand der Lange des amplifizierten Fragmentes Ruckschlusse auf die
exprimierte Sequenz ziehen lieRen. Im Falle der Sequenz ,Isoform1Hirn“ betrug die
erwartete Amplikongrolte 536 bp, im Falle der Expression von ,lsoform2Linse"
betrug sie 617 bp. Um die Expression der Panx2-Isoformen in der Retina zu
uberprifen, wurden RT-PCRs mit Proben aus retinalem Gewebe und zum Vergleich
aus Linsen-Gewebe durchgefuhrt. Zunachst wurde der Erfolg der reversen
Transkription in einer Kontroll-PCR durch ein PCR-Produkt fur Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase bestatigt (Abbildung 3-39 A). Durch die RT-PCR mit den
Primern ,Panx2lens/brainF/R* wurde unter Verwendung der Retina- und der Linsen-
mRNA ein Fragment von 617 bp amplifiziert (Abbildung 3-39 B). Damit wurde die
.Isoform2Linse” in der murinen Retina detektiert, wahrend die Expression der
.Isoform1Hirn“ nicht in der Maus-Retina bestatigt werden konnte. Dieses Ergebnis
wurde mit der mRNA aus vier weiteren Retinen reproduziert (R2—R5; Abbildung 3-39
C). In dieser PCR wurde zusatzlich die aus der Linse und aus der Retina isolierte
genomische DNA als Template eingesetzt (genR, genL; Abbildung 3-39 C). Hierbei
wurde mit den Intron-Uberspannenden Primern ,Panx2lens/brainF/R* kein Fragment
der erwarteten Grof3e amplifiziert. Dadurch konnte eine auf genomischer DNA
basierende Amplifikation ausgeschlossen werden. In Abbildung 3-39 D wurde die
RT-PCR mit zwei Retina-Proben wiederholt und das Amplikon sequenziert. Die
Sequenzierung ergab eine 100%ige Ubereinstimmung des PCR-Produktes mit der in

der Linse entdeckten ,Isoform2Linse“ (Sequenzierung vgl. Anhang, Abschnitt 8.2).
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Die Sequenz der in der Retina detektierten Isofom tragt mittlerweile die Genbank-
Accession-Nummer NM 001002005. Diese Sequenz wurde der Antikorperherstellung

und der Genexpression in Saugerzellen zugrunde gelegt.

D

sequenzierl

—
—
—

617 bp

“Panx2
lens/brain” lens/brain”

lens/brain”

Abbildung 3-39. RT-PCR zur Identifikation der retinal exprimierten Panx2-lsoform. In der
Kontroll-PCR mit Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Primer (GAPDH) wurde im Falle
der Linsen- (L) und Retina-Probe (R1) das erwartete Produkt von 605 bp amplifiziert (A). In der
RT-PCR mit den Primern ,Panx2lens/brainF/R* wurde unter Verwendung der Retina- und der
Linsen-mRNA ein Fragment von 617 bp amplifiziert (B). Eine Reproduktion des Versuchs zeigte
in vier weiteren Retinen (R2—-R5) das gleiche Ergebnis (C). Aus der Retina (genR) und aus der
Linse (genL) isolierte genomische DNA zeigte unter den gleichen Bedingungen nicht das
erwartete Fragment (C). Eine Wiederholung der PCR mit den Proben R4 und R5 (D) mit
anschlieBender Sequenzierung ergab eine 100%ige Ubereinstimmung des PCR-Produktes mit
der in der Linse entdeckten ,Isoform2Linse“. Neg = Negativkontrolle.

3.4.3 Charakterisierung des Panx2-Antikorpers

Die mittels RT-PCR in der Maus-Retina identifizierte Panx2-Sequenz diente als
Grundlage zur Herstellung eines Antikorpers. Aus dieser Sequenz wurden von der
Firma Pineda durch eine Proteinepitop-Analyse geeignete Peptidsequenzen zur
Antikdrpergewinnung vorgeschlagen. Durch Sequenzanalysen wurde hieraus eine
Sequenz ausgewahlt, die keine Homologie zu Panx1, Panx3 oder anderen Proteinen
aufweist. Die Firma Pineda stellte durch Immunisierung von Kaninchen einen
polyklonalen Antikérper mit einem Molekulargewicht von 73,5 kDa gegen die
gewahlte Peptidsequenz her. Die Aufreinigung und Charakterisierung des Panx2-
Antikoérpers wurde in unserer Arbeitsgruppe von apl. Prof. Ulrike Janssen-Bienhold
betreut. Die Antigensequenz umfasst zwanzig Aminosauren (dsgpssappaasekkhtrhf)
und liegt in der C-terminalen Domane des Panx2-Proteins (vgl. Anhang,
Abschnitt 8.4).

Mit Hilfe von Panx2-Knock-out-Mausen hatte gezeigt werden konnen, dass der
Antikorper in der Mausretina ausschliel3lich Panx2-Proteine detektiert. Eine Panx2-
defiziente Mauslinie wurde von der Arbeitsgruppe um Prof. Hannah Monyer zur
Verfugung gestellt, zeigte jedoch in der Retina das Panx2-Immunoreaktivitdtsmuster
einer Wildtyp-Maus. Da RT-PCR-Analysen darauf hindeuteten, dass diese Maus-
Linie in der Lage ist, Panx2-Proteine zu exprimieren, konnte sie flr Untersuchungen

zur Antikorper-Spezifitat nicht verwendet werden. Die Spezifitdt des Antikdrpers
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wurde deshalb mit Hilfe von Panx2-exprimierenden Zellen Uberpruft. Hierzu wurde
die komplette codierende Panx2-Sequenz mit der Accession-Nummer
NM 001002005 aus der Retina einer C57BL/6-Maus isoliert. Wahrend des
Versuchsablaufs durch UV-Bestrahlung auftretende Punktmutationen wurden durch
zielgerichtete Mutagenese entfernt und das Expressionsplasmid anschlief3end durch
Sequenzierungen Uberpruft. Zur Lokalisation des Proteins wurde der Panx2-Sequenz
C-terminal ein grin fluoreszierendes Protein angehangt. Die Vektorkarte dieses
Fusionsplasmides ,mmPanx2:pEGFP-N1“ ist in Abschnitt 8.1 abgebildet. Auf die
Lokalisation des Panx2-Proteins in transfizierten Zellen wird im Rahmen der
Expressionsstudien eingegangen (Abschnitt 3.4.5). Abbildung 3-40 A—C zeigt Hela-
Zellen, die mit dem Panx2-GFP-Fusionsprotein transfiziert und anschliellend mit
dem Panx2-Antikérper immunzytochemisch angefarbt wurden. Abbildung 3-40 A
zeigt die Lokalisation des Panx2-Proteins durch das GFP-Protein in griin, Abbildung
3-40 B die Lokalisation des Panx2-Antikérpers in magenta. Die weil’e Kolokalisation
des Fusionsbildes in Abbildung 3-40 C belegt, dass der Panx2-Antikorper in
transfizierten HelLa-Zellen an das Panx2-Protein bindet. In Abbildung 3-40 D-F
wurde der gleiche Versuch mit Kontroll-Zellen durchgefuhrt, die ausschlieBlich mit
dem ,pEGFP-N1“-Vektor transfiziert wurden. Abbildung 3-40 E zeigt, dass nur eine
leichte unspezifische Farbung im Bereich des Zellkerns zu sehen war. Die folgenden
Western-Blot-Analysen wurden in Zusammenarbeit mit apl. Prof. Ulrike Janssen-
Bienhold durchgefuhrt. Abbildung 3-40 G zeigt einen Western-Blot mit subzellularen
Fraktionen Panx2-GFP-transfizierter (PxG) und GFP-transfizierter (G) HelLa-Zellen.
Der Panx2-Antikorper detektierte drei Banden mit einem Molekulargewicht von
~109 kDa, ~113kDa und ~170kDa im Totalhomogenat (TH) und in der
Membranfraktion (M) der Panx2-GFP-exprimierenden Zellen. Die ~109 kDa und
~170 kDa umfassenden Proteine wurden neben ihrer Expression in Panx2-GFP-
transfizierten Zellen zusatzlich in GFP-exprimierenden Kontroll-Zellen mit dem
Panx2-Antikorper nachgewiesen und zeigten wahrscheinlich Immunoreaktivitat von
endogenen HelLa-Zell-Proteinen. Die Proteine mit einer GréRe von ~113 kDa wurden
ausschlieB®lich in Panx2-GFP exprimierenden Zellen nachgewiesen und
reprasentieren damit das transfizierte Panx2-Protein. Damit liegt die GroRe des
detektierten Panx2-Proteins abzuglich des GFP-Proteins mit ~27 kDa bei einer
Grole von etwa ~86 kDa. Diese GroRe liegt ~13 kDa Uber dem fir das Panx2-
Protein erwarteten Molekulaurgewicht von 73,5 kDa. Da diese Bande ausschlief3lich
im Totalhomogenat und in der Membranfraktion und nicht in der zytosolischen

Fraktion (Cyt) zu sehen war, wurde das exprimierte Panx2-Protein in die
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Plasmamembran oder in die Membran zytoplamatischer Kompartimente eingebaut.
In Abbildung 3-40 H detektierte ein GFP-Antikorper das ~27 kDa umfassende GFP-
Protein in den GFP-transfizierten Kontrollzellen und, wie der Panx2-Antikorper, ein
~113 kDa groRRes Protein in Panx2-GFP-exprimierenden Zellen. Der exklusive
Nachweis des Panx2-GFP-Fusionsproteins in Panx2-GFP-exprimierenden Zellen
durch den GFP- und den Panx2-Antikdrper belegt, dass der Panx2-Antikorper das
Panx2-Protein in transfizierten Zellen detektiert.

Um den Panx2-Antikorper auf unspezifische Reaktionen mit retinalen Proteinen zu
Uberprufen, wurden Western-Blot-Analysen mit subzellularen Fraktionen der Maus-
Retina und immunhistochemische Untersuchungen retinaler Gewebeschnitte
durchgefuhrt. In Abbildung 3-40 | wurde mit dem aufgereinigten Panx2-Antikorper
Immunroreaktivitat in allen Schichten der Retina gefunden. Besonders deutliche
Markierungen zeigten die Innensegmente der Photorezeptoren, die proximale
aullere Kernschicht und die aulere plexiforme Schicht. In Kontroll-Experimenten, in
denen Retinaschnitte mit Antikdrpern inkubiert wurden, die mit dem Immunisierungs-
Peptid praadsorbiert worden waren, zeigten sich sehr wenige, diffuse Signale
(Abbildung 3-40 J). Unter der Verwendung von Praimmunserum statt des Antikorpers
zeigte sich nur eine leichte Markierung der inneren Retina und sehr schwache
Immunoreaktivitat der aulleren plexiformen Schicht (Abbildung 3-40 K). Subzellulare
Fraktionen retinaler Zellen zeigten im Western-Blot drei Panx2-immunoreaktive
Proteine mit einer GroRe von ~73 kDa, ~90 kDa und ~110 kDa (Abbildung 3-40 L).
Eine deutliche Bande der fur Panx2 erwarteten GrolRe von ~73 kDa wurde im
Totalhomogenat und angereichert in der Membranfraktion, jedoch nicht in der
zytosolischen Fraktion nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden die schwach
markierten Proteine, die in ihrer Groflie nicht dem Panx2-Protein entsprachen, neben
dem Nachweis in der Membranfraktion zusatzlich in der zytosolischen Fraktion
detektiert. Unter Verwendung praadsorbierter Panx2-Antikdrper (Abbildung 3-40 M)
oder unter Einsatz von Praimmunserum (Abbildung 3-40 N) wurden keine Proteine
durch den Panx2-Antikdrper detektiert. Western-Blot-Analysen mit transfizierten
HelLa-Zellen bestatigten damit, dass der hergestellte Panx2-Antikorper in Hela-
Zellen das Panx2-Protein erkennt und in der Retina ein Protein mit dem erwarteten
Molekulargewicht detektiert. Durch den Nachweis von zwei weiteren schwachen
Banden kann eine leichte unspezifische Markierung in der Maus-Retina nicht
ausgeschlossen werden. Der Panx2-Antikorper markiert im Western-Blot
transfizierter HeLa-Zellen Panx2-Proteine mit einem Molekulargewicht von ~86 kDa,

wahrend er in der Retina ~73 kDa umfassende Proteine detektiert. Der Nachweis
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unterschiedlich grol3er Panx2-Proteine in Abhangigkeit vom Gewebe wurde bereits in
anderen Studien beobachtet (Wang et al., 2009; Swayne et al., 2010). In neuronalen
Vorlauferzellen wurde ein ~85 kDa umfassendes Protein detektiert, dessen

Molekulargewicht sich im Western-Blot durch Depalmitoylierung um etwa ~35 kDa

reduzierte (Swayne et al., 2010).
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Abbildung 3-40. Panx2-Antikorper-Charakterisierung mit Panx2-exprimierenden Hela-
Zellen. Das Panx2-GFP-Fusionsprotein (A) liegt komplett kolokalisiert mit der Panx2-Antikorper-
Markierung in magenta (B) vor, was durch die die Kolokalisation der beiden Signale in weil} zu
sehen ist (C) und eine spezifische Markierung des Panx2-Proteins anzeigt. Zellen, die
ausschlieRlich mit dem GFP-Protein transfiziert wurden (D-F), zeigen im Bereich des Zellkerns
eine leichte Markierung des Panx2-Antikdrpers (E). Western-Blot-Analysen in (G) mit
subzellularen Fraktionen Panx2-GFP transfizierter HeLa-Zellen (PxG) zeigten, dass das Panx2-
GFP-Fusionsprotein (Sternchen) in der Membranfraktion (M) und im Totalhomogenat (TH)
nachgewiesen werden kann. In Zellen, die AusschlieRlich GFP-Proteine exprimierten (G), wurde
kein Protein dieser GroRe nachgewiesen. In den zytosolischen Fraktionen (Cyt) wurden keine
Proteine markiert. In (H) detektierte ein GFP-Antikérper das GFP-Protein mit ~27 kDa in den
GFP-transfizierten Kontrollzellen und das ~113 kDa grofe Panx2-GFP-Fusionsprotein in den mit
diesem Protein transfizierten Zellen. Immunhistochemische Untersuchungen mit dem Panx2-
Antikoérper zeigte Immunoreaktivitat in allen Schichten der Maus-Retina mit besonders deutlichen
Signalen in der aueren plexiformen Schicht und den Photorezeptoren (l). Wenige Panx2-Signale
zeigten sich unter Einsatz von Antikérpern, die zuvor mit dem Immunisierungs-Peptid
praadsorbiert worden waren (J), oder bei Verwendung des Praimmunserums (K). Im Western-
Blot wurde eine deutliche Bande mit der erwarteten Gréf3e von ~73 kDa im Totalhomogenat und
in der Membranfraktion, jedoch nicht in der zytosolischen Fraktion nachgewiesen. Zwei weitere
schwache Banden von ~90 kDa und ~110 kDa wurden in der Membranfraktion, dem
Totalhomogenat und in der zytosolischen Fraktion detektiert (L). Durch die Verwendung von
praadsorbierten Panx2-Antikdrpern (M) oder Praimmunserum (N) konnten keine immunoreaktiven
Proteine detektiert werden. GCL = Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; INL =
innere Kernschicht; OPL = &aullere plexiforme Schicht; ONL = &auere Kernschicht; IS =
Innensegmente. Malstab: 20 ym.
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3.4.4 Keine Kolokalisation von Cx36 und Panx2 in Photorezeptoren

Im Rahmen der Panx2-Antikdrper-Charakterisierung wurde eine deutliche Panx2-
Immunoreaktivitdt in der aulderen plexiformen Schicht der Maus-Retina gezeigt
(Abbildung 3-40 1). Markierungen in der auflderen Kernschicht und in den
Innensegmenten der Photorezeptoren deuteten zusatzlich auf eine Expression in
Photorezeptoren hin. Um zu Uberprifen, ob sich die Panx2-Immunoreaktivitat im
Bereich der Photorezeptor-Synapsen auf Gap-Junction-Kanale mit Cx36
zuruckflhren lasst, wurden vertikale Retinaschnitte mit Panx2 in magenta und einem
monoklonalen Cx36-Antikdrper in grun markiert (Abbildung 3-41 A). Die
Uberlagerung der beiden Signale zeigt keine Kolokalisation von Cx36 und Panx2.
Der umrahmte Bereich der auReren plexiformen Schicht ist in Abbildung 3-41 B als
vergroRerte Einzelaufnahme dargestellt. Es kommt an keiner Stelle zu einer
Kolokalisation von Cx36- und Panx2-Signalen.

<30 pms

Abbildung 3-41. Panx2- und Cx36-Verteilung in Vertikalschnitten der Retina einer 129/Sv-
Maus. Das Immunoreaktivitatsmuster der Antikdrper gegen Panx2 in magenta und Cx36 in griin
zeigt fur beide Antikdrper eine deutliche Markierung der plexiformen Schichten sowie leichte
Markierungen in den Kernschichten und den Innensegmenten (A). Der umrahmte Bereich der
auleren plexiformen Schicht (OPL) ist in (B) vergroRert dargestellt. Man erkennt keine
Kolokalisation der beiden Proteine. A, B Einzelaufnahmen. GCL = Ganglienzellschicht; IPL =
innere plexiforme Schicht; INL = innere Kernschicht; ONL = &uflere Kernschicht; IS =
Innensegmente.
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3.4.5 Immunzytochemische Expressionsanalysen mit Panx2

Als zusétzliche Uberpriifung, ob Panx2 mit Cx36 oder allein Gap-Junction-Kanéle
ausbildet, sollte eine Expression der beiden Proteine in eukaryotischen Zellen
erfolgen. In der Literatur lag keine Information Uber Versuchsbedingungen vor, unter
denen Panx2 in die Plasmamembran eingebaut wird. Deshalb wurde die aus der
Retina isolierte Panx2-Sequenz in eukaryotischen Zellen unter verschiedenen
Bedingungen zur Expression gebracht. Mit dem in Abschnitt 3.4.3 beschriebenen
Expressionsvektor ,mmPanx2:pEGFP-N1“ wurde zunachst gezeigt, dass das Panx2-
GFP-Fusionsprotein nicht in die Membran von eukaryotischen Zellen eingebaut wird.
In Abbildung 3-42 sind HelLa-Zellen dargestellt, die das Fusionsprotein Panx2-GFP
und im Vergleich dazu das Fusionsprotein Cx36-GFP exprimieren. Die in Abbildung
3-42 A dargestellten Durchlichtbilder zeigen kontaktierende Zellen, die sich nicht in
der Zellteilung befinden. Abbildung 3-42 B zeigt dieselben Zellen mit dem grin
fluoreszierenden Fusionsprotein Panx2-GFP. Panx2-GFP war ausschlief3lich im
Zytoplasma lokalisiert und wurde nicht in die Membran eingebaut. Abbildung 3-42 C
zeigt drei aneinander angrenzende Hela-Zellen, die mit dem Plasmid
,PCX36EGFP-P* transfiziert wurden. Dieser Vektor wurde von der Arbeitsgruppe
Willeke, Institut fir Genetik, Universitat Bonn, zur Verfligung gestellt (vgl. Anhang,
Abschnitt 8.1). Diese Zellen zeigten aus Cx36-GFP bestehende Gap-Junction-
Plagues in den kontaktierenden Membranen angrenzender Zellen (Abbildung 3-42
D).

A Panx2-GFP exprimierende HeLa-Zellen] B
T e

Abbildung 3-42. Panx2-GFP- und Cx36-GFP-exprimierende HelLa-Zellen. Die Durchlichtbilder
zeigen kontaktierende Zellen, die mit den Fusionsproteinen Panx2-GFP (A) und Cx36-GFP (C)
transfiziert wurden. Panx2-GFP wurde nicht in die Zellmembran eingebaut und ist im gesamten
Zytoplasma lokalisiert (B). In Cx36-GFP-exprimierenden Zellen liegt das Fusionsprotein in den
kontaktierenden Membranen angrenzender Zellen und im Bereich des Zellkerns (D). Alle Bilder
sind einzelne Aufnahmen.
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Da das an das Panx2 angehangte GFP-Protein zu Problemen beim Einbau in die
Plasmamembran flihren kann, wurde die Panx2-Gensequenz ohne GFP-Anhang in
HelLa-Zellen zur Expression gebracht. Dazu wurde die Panx2-Sequenz in den
Expressionsvektor  ,pcDNA3.1“  einkloniert. Das daraus resultierende
Expressionsplasmid ,Panx2-pcDNA3.1“ (vgl. Anhang, Abschnitt 8.1) wurde durch
Sequenzierung auf Mutationen Uberpraft. In Abbildung 3-43 A ist eine Panx2-
exprimierende Hela-Zelle abgebildet, in der das Panx2-Protein mit dem Panx2-
Antikorper markiert wurde. Auch ohne GFP-Anhang wurde das Panx2-Protein nicht
in die Zellmembran transportiert. Panx2-Immunoreaktivitat zeigte sich ausschlieRlich
im Zytoplasma, ahnlich wie es in Cx36-transfizierten Zellen zu sehen war, die keine
Kontakte zu anderen Zellen besalten (Abbildung 3-43 C). Der Vergleich mit Panx1-
transfizierten Zellen zeigte das Aussehen von HelLa-Zellen, in denen ein Protein der
Pannexin-Genfamilie in die Plasmamembran transportiert wird (Abbildung 3-43 B).
Abbildung 3-43D zeigt, dass Panx2 nicht in Kontaktbereichen zwischen
angrenzenden Hela-Zellen lokalisiert war, wie es in Abbildung 3-43 F fir Cx36-
transfizierte  HelLa-Zellen gezeigt wird. Im  Vergleich dazu zeigten
immunzytochemische Untersuchungen Panx1-exprimierender Hela-Zellen eine
starke Markierung in der gesamten Zellmembran, jedoch keine typischen Gap-
Junction-Plaques in kontaktierenden Membranen benachbarter Zellen (Abbildung
3-43 E). Transfizierte Panx1- und Cx36-Proteine lagen ohne GFP-Anhang vor und
wurden mit spezifischen Antikérpern markiert. Das Panx1-Protein wurde durch
transiente Transfektion des Vektors ,Panx1-pcDNA3.1“ in HelLa-Zellen zur
Expression gebracht. Der Vektor ,Cx36m:pBEHpac18“ wurde von der Arbeitsgruppe
Willeke, Institut fir Genetik, Universitat Bonn, zur Verfligung gestellt (vgl. Anhang,
Abschnitt 8.1).
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Abbildung 3-43. Transfektion von Panx1, Panx2 und Cx36 ohne GFP-Anhang in HelLa-
Zellen. Die exprimierten Proteine wurden immunzytochemisch markiert. Panx2 war weder in der
Zellmembran vereinzelter Zellen (A) noch in kontaktierenden Membranen benachbarter Zellen (D)
lokalisiert. Das Panx1-Protein wurde in allen Zellen in die Zellmembran transportiert (B). Das
Antikorper-Signal unterschied sich in kontaktierenden Membranen angrenzender Zellen nicht von
der Markierung der Ubrigen Zellmembran (E). Cx36 zeigte keine Lokalisation in der Membran
vereinzelter Zellen (C). In kontaktierenden Membranen benachbarter Zellen waren starke
Markierungen des Cx36-Antikorpers zu sehen (F).

Im Folgenden wurde untersucht, ob das Panx2-Protein in die Membran transportiert
wird, wenn es zusammen mit dem Cx36-Protein oder dem Panx1-Protein exprimiert
wird. Hierzu wurden Zellen hergestellt, die Panx2 und Cx36 exprimieren, sowie
Zellen, in denen Panx2 und Panx1 zur Expression gebracht wurden. In Abbildung
3-43 A sind HelLa-Zellen dargestellt, die mit Cx36 (Vektor ,Cx36m:pBEHpac18“) und
Panx2 (Vektor ,Panx2-pcDNA3.1%) kotransfiziert wurden. Beide Proteine wurden
immunzytochemisch markiert. Wahrend das Cx36-Protein (magenta) in den
Membranen angrenzender Zellen lokalisiert ist, liegt Panx2 (griin) ausschlieBlich im
Zytoplasma der transfizierten Zellen vor. In Abbildung 3-44 B wurden Hela-Zellen
mit Panx1 (Vektor ,Panx1-pcDNA3.1“) und dem Fusionsprotein Panx2-GFP (Vektor
,mmPanx2:pEGFP-N1“) transfiziert. In diesen Zellen wurde Panx1 (magenta) in die
Membran transportiert, wahrend Panx2 im Zytoplasma lokalisiert war. Das gleiche
Ergebnis zeigte sich bei einer transienten Transfektion von Panx1 zusammen mit
Panx2 ohne GFP-Anhang (Daten nicht dargestellt). Dieses Ergebnis zeigte, dass die
Koexpression von Panx2 mit Cx36 oder mit Panx1 keinen Einfluss auf den Einbau

von Panx2 in die Plasmamembran hatte.
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Uberlagerung
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Uberlagerung

Abbildung 3-44. Transfektion von Panx2 mit Panx1 sowie Panx2 mit Cx36 in HeLa-Zellen.
Panx2 wurde in Hela-Zellen zusammen mit Cx36 transient transfiziert. Panx2 (grin) liegt im
Zytoplasma der Zellen vor, Cx36 (magenta) ist in den Membranen kontaktierender Zellen
lokalisiert (A). In Panx1- und Panx2-GFP-exprimierenden HelLa-Zellen wird Panx1 (magenta),
nicht jedoch Panx2 (griin) in die Zellmembran eingebaut (B).

Maoglicherweise stand in HelLa-Zellen nicht das notwendige Expessionssystem flr
den Einbau in die Plasmamembran des Panx2-Proteins zur Verfligung, da es sich
bei dieser Zelllinie um menschliche Epithelzellen handelt, Panx2 aber in neuronalen
Geweben zur Expression kommt. Deshalb sollte mit Neuroblastom-Zellen der N2A-
Zelllinie untersucht werden, ob Panx2 allein oder zusammen mit Panx1 in die
Plasmamembran neuronaler Zellen eingebaut wird. Da Panx1 und Panx2 in
Nervengeweben zur Expression kommen, musste bei diesen Versuchen
berlcksichtigt werden, ob die beiden Proteine endogen in untransfizierten N2A-
Zellen vorliegen. Durch eine RT-PCR wurde gezeigt, dass eine starke Expression
von Panx1 und eine schwache Expression von Panx2 in N2A-Zellen vorliegt. In
Abbildung 3-45 ist das Ergebnis einer RT-PCR auf cDNA aus untransfizierten,
Panx1-transfizierten und Panx2-transfizierten N2A-Zellen dargestellt. Diese drei
cDNAs wurden in unterschiedenen Mengen von 170 ng, 250 ng und 700 ng in der
PCR eingesetzt, damit gewahrleistet war, dass die Menge an cDNA fur eine
Amplifikation ausreichte. Die RT-PCR mit den Panx1-spezifischen Primern
,Panx1cdsnestF/R* zeigte das erwartete PCR-Produkt von 463 bp in Panx1-

transfizierten, Panx2-transfizierten und untransfizierten N2A-Zellen bei allen
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Template-Mengen (Abbildung 3-45 A und D). Unter Einsatz der Panx2-spezifischen
Primer ,Panx2lensbrainF/R* konnte im Falle der Panx2-transfizierten Zellen ein PCR-
Produkt der korrekten Grofle von 540 bp fur alle Template-Mengen amplifiziert
werden. Unter Einsatz der cDNA untransfizierter N2A-Zellen zeigte sich nur bei
Verwendung der maximalen cDNA-Menge von 700 ng das korrekte Amplikon. Bei
Verwendung von Templates Panx1-transfizierter Zellen wurde Panx2 nicht
nachgewiesen (Abbildung 3-45 B und E). Die Kontroll-PCR mit den Primern ,(3-
AktinF/R" zeigte durch ein Amplikon von 573 bp in allen getesteten Proben den
fehlerlosen Ablauf der RT-PCR (Abbildung 3-45 C und F).

B-Actin ¢ B-Actin

Abbildung 3-45. Uberpriifung von N2A-Zellen auf die Expression von Panx1 und Panx2. Mit
den Panx1-spezifischen Primern wurde das korrekte Fragment von 463 bp in Panx1-transfizierten
(N2A-Panx1), Panx2-transfizierten (N2A-Panx2) und untransfizierten N2A-Zellen (N2A) unter
Einsatz von 170 ng, 250 ng und 700 ng cDNA amplifiziert (A, D). Bei der Verwendung der Panx2-
spezifischen Primer konnte nur im Falle der cDNA Panx2-transfizierter Zellen ein PCR-Produkt
der korrekten Grole von 540 bp fir alle Template-Mengen amplifiziert werden. In Panx1-
transfizierten Zellen konnte Panx2 nicht nachgewiesen werden, in untransfizieten N2A-Zellen
wurde nur unter Einsatz von 700 ng das Fragment der erwarteten GréRe amplifiziert (B, E). Die
RT-PCR mit B-Aktin-spezifischen Primern belegt das Vorliegen intakter cDNA (C, F). NK=
Negativkontrolle.

Es wurde Uberpruft, ob die endogen exprimierten Panx1- und Panx2-Proteine in
N2A-Zellen immunzytochemisch nachweisbar sind. Das Fusionsprotein Panx2-GFP
wurde in N2A-Zellen transfiziert und die Zellen mit einem Panx2-spezifischen
Antikdrper behandelt. In Abbildung 3-46 A ist das GFP-Signal des Fusionsprotein in
grin und in Abbildung 3-46 B das Antikdrper-Signal in rot dargestellt. Rote
Antikorper-Markierungen lagen ausschlieBlich kolokalisiert mit dem Fusionsprotein
Panx2-GFP vor (Abbildung 3-46 C). Um zu Uberprufen, ob der Panx1-Antikorper
endogen exprimierte Panx1-Proteine detektierten, wurde die Immunoreaktivitat
Panx1-transfizierter und -untransfizierter N2A-Zellen verglichen. In untransfizierten
Zellen wurden die Zellkerne markiert (Abbildung 3-46 D), die Zellmembranen zeigten

nur in mit Panx1-transfizierten N2A-Zellen Immunoreativitat (Abbildung 3-46 E).
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Abbildung 3-46. Inmunoreaktivitat von endogenem Panx1 und Panx2 in N2A-Zellen. N2A-
Zellen wurden mit dem Fusionsprotein Panx2-GFP transfiziert und mit dem Panx2-Antikorper
markiert. Das rote Panx2-Antikorper-Signal (B) detektierte ausschliellich das Panx2-GFP-
Fusionsprotein (A) und zeigte eine komplette Kolokalisation (C). Panx1-Immunoreaktivitat zeigte
in untransfizierten N2A-Zellen eine leichte Markierung der Zellkerne (D), wahrend in Panx1-
transfizierten Zellen zusatzlich die Zellmembran durch den Antikorper markiert wurde (E).

Die Proteine Panx1 und Panx2 wurden getrennt und zusammen in N2A-Zellen
transfiziert, um zu Uberprifen, ob Panx2 in diesem Expressionssystem in die
Membran transportiert wird. Die transiente Transfektion von Panx1 (Vektor ,Panx1-
pcDNA3.1%) mit anschlieRender Immunzytochemie zeigte, dass das Protein in N2A-
Zellen in die Membran transportiert wird (Abbildung 3-47 A). Dies galt fir Zellen mit
und ohne Kontakte zu anderen Zellen. In Zellen, die Kontaktstellen zu
Zellmembranen benachbarter Zellen besalten, unterschied sich das Antikorper-
Signal in den kontaktierenden Membranen nicht von der Markierung in der Ubrigen
Zellmembran. Die transiente Transfektion des Fusionsproteins Panx2-GFP (Vektor
>;mmPanx2:pEGFP-N1%) zeigte, dass Panx2 auch in N2A-Zellen ausschlieBlich im
Zytoplasma vorliegt (Abbildung 3-47 B). Die Transfektion des Fusionsproteins
Panx2-GFP zusammen mit Panx1 in N2A-Zellen zeigte, dass Panx2 auch
zusammen mit Panx1 nicht in die Memban transportiert wurde (Abbildung 3-47 C).
Wahrend das Panx1-Protein in der Plasmamembran vorlag, war Panx2
ausschlieBlich im Zytoplasma lokalisiert. Wahrend es in HelLa-Zellen den Anschein
hatte, als ware Panx2 im endoplasmatischen Retikulum rund um den Zellkern
lokalisiert, wird in N2A-Zellen deutlich, dass das Panx2-Protein in Form von Vesikeln
in den Auslaufern der N2A-Zellen vorliegt, die weit vom endoplasmatischen

Retikulum entfernt liegen (Abbildung 3-47 C, Umrahmung).
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Abbildung 3-47. Transfektion von Panx1 und Panx2 in N2A-Zellen. Die Expression von Panx1
in N2A-Zellen zeigte in Zellen mit und ohne Kontakte zu anderen Zellen eine Lokalisation in der
Membran (A). In Zellen, die mit Panx2-GFP transfiziert wurden, lag das Fusionsprotein
ausschlieBlich im Zytoplasma vor. Das galt fir Zellen mit und ohne Zellkontakte (B). In N2A-
Zellen, die mit Panx1 und dem Fusionsprotein Panx2-GFP transfiziert wurden, lag Panx1 in der
Membran vor, wahrend Panx2 zytoplasmatisch auftrat (C). Das Fusionsprotein Panx2-GFP wurde
in Form von Vesikeln bis an die Enden der Zellauslaufer transprtiert (Umrahmung in C).

Dieser in Abbildung 3-47 dargestellte Versuch wurde unter veranderten
Versuchsbedingungen erneut durchgefihrt. Um auszuschlie3en, dass der GFP-
Anhang am C-terminalen Ende des Panx2-Proteins den Einbau in die Membran
behindert, wurde der Versuch unter Einsatz des Panx2-Vektors ohne GFP-Anhang
(Vektor ,Panx2-pcDNA3.1%) wiederholt. Die Zeiten nach der Transfektion betrugen in
dieser Versuchsreihe 36, 48 und 72 Stunden. Dies sollte gewahrleisten, dass genug
Zeit fur die Prozessierung und fur den Einbau in die Plasmamembran zur Verfigung
steht. Da die Halbwertszeit von Pannexinen nicht bekannt war, wurde die Zeit nach
der Transfektion in einem weiteren Versuch von 36 auf 24 Stunden verklrzt, um zu
verhindern, dass das Panx2-Protein bei der Fixierung der Zellen bereits abgebaut
war. Die Konzentration von Kalzium im Zellkulturmedium betrug 1,36 mM und 5 mM.
Neben dem verwendeten Transfektionsreagenz ,Nanofect” (Qiagen) wurden in zwei
weiteren Versuchsreihen unter allen oben beschriebenen Bedingungen die
Reagenzien ,Attractene (Qiagen) und ,Transfectin® (Biorad) verwendet, um
auszuschlieRen, dass ein Transfektionsreagenz den Einbau von Panx2 in die
Plasmamembran behindert. Unter allen Versuchsbedingungen zeigte sich das in
Abbildung 3-47 dargestellte Ergebnis.
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Eine zusatzlich durchgefuhrte Transfektion von Panx2 zusammen mit Cx36 zeigte in
N2A-Zellen das gleiche Ergebnis wie in HeLa-Zellen: Cx36-Proteine wurden in die
Membranen angrenzender Zellen transportiert, wahrend Panx2-Proteine
ausschlieBlich zytoplasmatisch vorlagen. Diese Ergebnisse entsprechen den
Expressionsstudien anderer Arbeitsgruppen, die Panx2 ebenfalls in intrazellularen
Zellkompartimenten, jedoch nicht in der Plasmamembran beobachteten (Penuela et
al., 2009; Lai et al., 2007).

3.4.6 Elektrophysiologische Expressionsanalysen mit Panx2

Die immunzytochemischen Analysen deuten darauf hin, dass Panx2 in der
zytoplasmatischen Membran von kultivierten Saugerzellen keine Kanale ausbildet.
Es wurde beschrieben, dass Pannexine nicht in Plaques, sondern verteilt auf der
Zellmembran vorkommen und dass diese Strukturen oft nur schwach zu detektieren
sind (Huang et al., 2007). Um auszuschlielen, dass Panx2 Gap-Junction-Kanale
ausbildet, die immunzytochemisch nicht zu lokalisieren sind, wurden transfizierte
HelLa- und N2A-Zellen elektrophysiologisch untersucht. Dabei sollte mit Patch-
Clamp-Ableitungen festgestellt werden, ob Panx2 allein oder zusammen mit Cx36
funktionelle Gap-Junction-Kanale ausbildet. Die elektrophysiologischen Unter-
suchungen wurden von Prof. Andreas Feigenspan durchgefihrt. Zunachst wurden
mit Cx36 (Vektor ,Cx36m:pBEHpac18) transfizierte HeLa-Zellen verwendet, um die
experimentellen Bedingungen zu etablieren. Alle Transfektionen erfolgten transient,
so dass die transfizierten Zellen durch ein fluoreszierendes Protein markiert werden
mussten, um wahrend der Patch-Clamp-Messungen lokalisiert werden zu kdnnen.
Hierzu wurden die mit Cx36 transfizierten Zellen mit einem GFP-Protein (Vektor
.PEGFP-N1%) kotransfiziert. Ein Teil der transfizierten Zellen wurde fixiert und mit
einem Antikorper gegen Cx36 markiert. Dadurch zeigte sich, dass die mit dem GFP-
Protein transfizierten Zellen zu 95% das Cx36-Protein exprimierten. Diese
Uberpriifung gewahrleistete, dass die abgeleiteten griin fluoreszierenden Zellen das
Cx36-Protein exprimierten, wie es fur ein Zellpaar in Abbildung 3-48 A dargestellt ist.
In der Patch-Clamp-Messung Cx36-exprimierender Zellen zeigt die obere Spur das
Spannungsprotokoll mit einer Depolarisation, gefolgt von einer Hyperpolarisation. Die
mittlere Spur zeigt den Stromverlauf der injizierten Zelle. Bei dieser Zelle stellt der
Strom eine Antwort auf das Spannungsprotokoll dar und basiert auf einer linearen
ohmschen Leitfahigkeit der Zelle. Hier wurde die Klemmspannung vom Verstarker
vorgegeben. Die untere Spur zeigt den Stromverlauf der benachbarten Zelle, die bei

0 mV gehalten wurde. Diese Zelle kann eine Spannungsanderung nur durch
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interzellulare Kanale registrieren. Die Abweichungen von der Nulllinie stellen Strome
durch die Plasmamembran der beiden Zellen dar. Durch die Umkehr der
Stromrichtung weisen die Strome in den gekoppelten Zellen eine umgekehrte
Polaritat auf. Es wurden insgesamt 15 Zellpaare gemessen; bei allen zeigten die
gekoppelten Zellen Strome wie in Abbildung 3-48 A. Als Kontrolle wurden GFP-
transfizierte HeLa-Zellen verwendet. Bei der Ableitung dieser Zellen wurde zunachst
von 0 mV auf -90 mV hyperpolarisiert und anschlieend auf 90 mV depolarisiert
(Abbildung 3-48 B). In der benachbarten Zelle kam es zu keiner Abweichung von der
Nulllinie; deshalb kann die Stromantwort in Abbildung 3-48 A auf transfizierte Cx36-
Proteine zurtckgefuhrt werden.
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Abbildung 3-48. Patch-Clamp-Ableitungen von Cx36-transfizierten HelLa-Zellpaaren. Um
transfizierte Zellen zu lokalisieren, wurden die Zellen mit einem GFP-Protein kotransfiziert.
Immunzytochemische Markierungen mit einem Cx36-Antikdrper in rot zeigten, dass in GFP-
exprimierenden Zellen Cx36 zur Expression kam (A, oben). Die Ableitungen der HeLa- Zellpaare
zeigen in der oberen Spur das Spannungsprotokoll mit einer Depolarisation von 0 mV auf 90 mV
und einer anschlielenden Hyperpolarisation nach -90 mV. Die mittlere Spur zeigt den
Stromverlauf der injizierten Zelle, die dritte Spur den Stromverlauf einer angrenzenden Zelle (A
und B). Bei den Ableitungen von Cx36-transfizierten Zellpaaren traten Strome durch die
Plasmamembran auf (A). In GFP-transfizierten Kontrollzellen wurde zunachst hyperpolarisiert und
anschlieBend depolarisiert. Es konnten keine Stréme zwischen benachbarten Kontrollzellen
gemessen werden (B). (Ableitungen durch Prof. Andreas Feigenspan, unveroffentlicht).

Um zu Uberprifen, ob Panx2 allein in der Lage ist, funktionelle Kanale zwischen
HelLa-Zellen auszubilden, wurden die Zellen mit Panx2 (Vektor ,Panx2-pcDNA3.1%)
transfiziert. Zur ldentifizierung der Panx2-transfizierten Zellen wurde das GFP-
Protein kotransfiziert. In Abbildung 3-49 A sind zwei der transfizierten Zellen
abgebildet. Die Patch-Clamp-Messung der Panx2-exprimierenden Zellen zeigt in der

oberen Spur das Spannungsprotokoll mit einer Hyperpolarisation und einer
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anschliefenden Depolarisation. Die mittlere Spur stellt den typischen Stromverlauf
der injizierten Zelle dar. Der Stromverlauf der anliegenden Zelle zeigte keine
Abweichung von der Nulllinie. Abbildung 3-49 B zeigt Messungen an Hela-
Zellpaaren, bei denen die injizierte Zelle Panx2 Uberexprimiert, wahrend in der
angrenzenden Zelle Cx36 zur Expression gebracht wurde. Um wahrend der
elektrophysiologischen Ableitungen Panx2-transfizierte Zellpaare zu lokalisieren,
wurden diese Zellen mit einem rot fluoreszierenden Protein (Vektor ,pDsRed-
Express-N1%) kotransfiziert. Diese Zellen wurden nach 24 Stunden mit Zellen
vereinigt, in denen Cx36-GFP (Vektor ,pCx36EGFP-P*“) zur Expression gebracht
wurde. Dass Cx36 auch mit GFP-Anhang in der Lage ist, funktionelle Kanale
zwischen Zellen auszubilden, wurde zuvor elektrophysiologisch untersucht. In
Abbildung 3-49 B sind die vereinigten Zellen der verschiedenen Transfektionen
dargestellt. Das Panx2-Protein wurde mit einem Antikdrper in blau markiert. Die
Ableitungen von benachbarten Zellen, von denen in der injizierten Zelle Panx2 und in
der angrenzenden Zelle Cx36 zur Expression gebracht wurde, zeigten keine
Anzeichen fur den Einbau funktioneller Gap Junctions in die Plasmamembran. Nach
einer Spannungsanderung der injizierten Zelle kam es zu keiner Veranderung des
Stromverlaufs der anliegenden Zelle durch interzellulare Kanale.
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Abbildung 3-49. Patch-Clamp-Ableitungen von Panx2-transfizierten HeLa-Zellpaaren. In den
Patch-Clamp-Ableitungen zeigte der Stromverlauf der angrenzenden Zelle keine Abweichung von
der Nulllinie (A). Das gleiche Ergebnis zeigte sich bei der Ableitung benachbarter Zellen, von
denen die injizierte Zelle mit Panx2 transfiziert und die anliegende Zelle mit dem Fusionsprotein
Cx36-GFP transfiziert war. Die Panx2-transfierte Zelle wurde zur Lokalisation mit einem rot
fluoreszierenden Protein markiert. Die immunzytochemische Markierung des Panx2-Proteins in
blau zeigt die Verteilung der Proteine in den transfizierten Zellen (B). (Ableitungen durch Prof.
Feigenspan, unverdéffentlicht).
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Die in Abbildung 3-49 dargestellten Versuche wurden unter veranderten
Versuchsbedingungen wiederholt. Die Zeit von der Transfektion der HeLa-Zellen bis
zur elektrophysiologischen Untersuchung wurde variiert. Damit sollte zum einen
gewahrleistet werden, dass genug Zeit fur die Prozessierung und den Einbau in die
Membran zur Verfligung stand. Zum anderen sollte durch kurze Transfektionszeiten
sichergestellt sein, dass die Panx2-Proteine nicht vor der Ableitung abgebaut
wurden. Es wurden zwei verschiedene Reagenzien, ,Attractene” und ,Nanofect®,
verwendet, um auszuschlieRen, dass das Transfektionsreagenz den Einbau von
Panx2 in die Membran behindert. Es wurden sowohl an Einzelzellen als auch an
zwei benachbarten Zellen Patch-Clamp-Messungen vorgenommen. In Tabelle 3-3
sind die verschiedenen Versuchsbedingungen und die Anzahl der Messungen
aufgefuhrt. Insgesamt wurden 15 Messungen an Zellpaaren und 22 Messungen an
Einzelzellen durchgeflhrt, von denen keine eine Veranderung des Stromverlaufs der
anliegenden Zelle nach einem Spannungsimpuls zeigte.

Tabelle 3-3. Versuchsbedingungen und Anzahl der abgeleiteten HelLa-Zellen. Es wurden
Messungen an jeweils zwei benachbarten Zellen und an Einzelzellen vorgenommen, wobei
entweder mit ,Attractene“ oder mit ,Nanofect” transfiziert wurde. Panx2 wurde mit und ohne GFP-

Anhang transfiziert. Die Messungen wurden im Abstand von 24 h, 48 h und 72 h durchgefihrt.
Gezeigt ist die Anzahl der Messungen unter den jeweiligen Versuchsbedingungen.

Zell- Zellpaare | Einzel- Einzel- Einzel- Einzel-
paare Panx2 zellen zellen zellen zellen
Panx2 | Nanofect Panx2 Panx2 Panx2-GFP | Panx2-
Attrac- Attracten | Nanofect Attractene GFP
tene e Nanofect

24 h | — 1 - 4 — —

48 h | — 7 2 6 —

72h |7 - 1 - 2 4

Durch Patch-Clamp-Analysen an Neuroblastom-Zellen (N2A-Zellen) wurde
untersucht, ob die Transfektion von Panx2 zu Stromen zwischen benachbarten,
neuronalen Zellen fuhrt. Hierzu wurde Panx2 (Vektor ,Panx2-pcDNA3.1%) zusammen
mit dem GFP-Protein in N2A-Zellen transfiziert und die Zellen nach 24 bis 48
Stunden abgeleitet. AuRerdem wurde das Fusionsprotein Panx2-GFP (Vektor
,mmPanx2:pEGFP-N1%) zusammen mit Panx1 (Vektor ,Panx1-pcDNA3.1%) in N2A-
Zellen transfiziert und die Strome der anliegenden Zellen gemessen. Es wurde
getestet, ob Panx2 unter Anwesenheit von ATP in der Patch-Pipette oder in der
Extrazellularlosung funktionelle Kanale zwischen N2A-Zellen ausbildet. In einem
weiteren Versuch wurde die Kalzium-Konzentration in der Patch-Pipette auf 100 uM

erhoht. In keinem der Versuche gab es in der angrenzenden Zelle nach einer
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Spannungsanderung in der injizierten Zelle eine deutliche Abweichung von der
Nulllinie. Panx2 war weder allein noch zusammen mit Panx1 oder Cx36 in der Lage,

funktionelle Gap Junctions zwischen angrenzenden N2A-Zellen auszubilden.

3.5 Subzellulare Panx2-Expression in der Maus-Retina

Im Rahmen der Suche nach dem Kopplungspartner zu Cx36 in Photorezeptoren
wurde die Expression von Panx2 in Photorezeptoren beobachtet. Da die Funktion
dieses Proteins weitgehend unbekannt ist, wurde der Frage nachgegangen, an
welchen Stellen Panx2 in der Retina lokalisiert ist und ob es dort mdglicherweise
eine Rolle bei der Modulation von visuellen Signalen spielen kénnte. Im Gegensatz
zu Panx1 (Dvoriantchikova et al., 2006; Prochnow et al., 2009) gibt es keine Studien,
in denen Panx2-Proteine in der Retina lokalisiert wurden und keinerlei ultra-
strukturelle Daten dieses Proteins im Gewebe. Der folgende Abschnitt umfasst eine
detaillierte Lokalisation der Panx2-Expression in der Maus-Retina. Ultrastrukturelle
Analysen zeigten Panx2-Proteine pra- und postsynaptisch in der Photo-
rezeptorsynapse und gaben Hinweise darauf, dass Panx2 eine Rolle in der retinalen

Signalverarbeitung spielen konnte.

3.5.1 Panx2-mRNA in Horizontal- und Miillerzellen mittels RT-PCR

Die Expression von Panx2 konnte durch Einzelzell-RT-PCRs neben Photorezeptoren
in Horizontal- und Mullerzellen nachgewiesen werden. Fur diesen Versuch wurden
Aliquots derselben Templates verwendet wie fur die Einzelzell-RT-PCR mit Panx1-
Primern (vgl. Abschnitt 3.3.11). Durch die geringe Menge an cDNA konnte nur durch
die Primer-Kombination ,Panx2Exon2“ in einer Nested-PCR ein Produkt amplifiziert
werden. Diese Primer binden im zweiten Exon des Panx2-Gens und sind in der Gen-
und in der Aminosauresequenz in Abschnitt 8.4 dargestellt. In allen sechs
Horizontalzell-Proben und allen funf Mdillerzell-Proben wurde ein Produkt der
erwarteten GroRe amplifiziert (Abbildung 3-50). Eine Kontroll-PCR der Proben mit
Intron-Uberspannenden (-Aktin-Primern schlossen eine Kontamination der Proben
mit genomischer DNA aus. Eine Amplifikation mit Cx57-Primern dokumentiert die
Anwesenheit von Horizontalzell-cDNA, eine PCR mit Glutaminsynthetase-Primern
bestatigt das Vorliegen von Mdllerzell-cDNA. Jeweils ein Panx2-Amplikon der PCR
mit Horizontalzellen und Mdullerzellen wurde sequenziert. Die Sequenzen der PCR-

Produkte zeigten 100%ige Ubereinstimmung mit der von Panx2.
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Abbildung 3-50. Einzellzell-RT-PCR mit mRNA aus Horizontal- und Miillerzellen. Alle sechs
Horizontalzell-Proben (HZ) und alle finf Mullerzell-Proben (MZ) zeigten unter Verwendung der
Panx2-Primer ,,Panx2Exon2“ das erwartete PCR-Produkt von 318 bp. Eine Verunreinigung der
Proben mit genomischer DNA wurde durch ein PCR-Produkt von 546 bp mit Intron-
Uberspannenden B-Aktin-Primern ausgeschlossen. Eine RT-PCR mit Cx57-Primern belegte das
Vorliegen von Horizontalzell-DNA durch eine Bande von 383 bp. Das Vorliegen von Miillerzell-
cDNA wurde durch Glutaminsynthetase-Primer mit Fragmenten von 460 bp bestatigt. Eine
Sequenzierung der Proben ,HZ 1 und ,MZ 1“ dokumentierten das Vorliegen der Panx2-Sequenz.
Es sind jeweils zwei Bilder der gesammelten Horizontal- und Millerzellen dargestellt (rechts).
MR = Maus-Retina; NK = Negativkontrolle.

3.5.2 Analyse der retinalen Panx2-Lokalisation mit einer RNA-Sonde

Um die mit RT-PCR gezeigte mRNA-Expression von Panx2 in retinalen Zellen zu
bestatigen, wurden In-situ-Hybridisierungen mit Panx2-spezifischen RNA-Sonden
durchgefuhrt. Hierfur wurde zunachst eine Rhodopsin-spezifische RNA-Sonde als
Positivkontrolle hergestellt. Da Rhodopsin nur in Stabchen exprimiert wird, war es mit
dieser Sonde mdglich, in Doppelfluoreszenz-In-situ-Hybridisierungen zu analysieren,
ob Panx2 in Stabchen, in Zapfen oder beiden Photorezeptortypen zur Expression
kommt. Die Sondensequenz wurde mit den Primern ,Rhodopsin mm F1“ und
,Rhodopsin mm R1“ aus der Maus-Retina isoliert (Sequenz vgl. Anhang, Abschnitt
8.4). Aus dieser DNA wurde eine zur mRNA komplementare RNA-Antisense-Sonde
hergestellt. Eine der mRNA-Sequenz entsprechende Sense-Sonde wurde unter
gleichen Bedingungen hergestellt und als Negativkontrolle verwendet. Mit den
Primern ,Panx2full length® wurde auf die gleiche Weise eine Panx2-spezifische RNA-
Sonde hergestellt. Die zur Herstellung der Sonde verwendete Sequenz umfasste die
komplette codierende Sequenz von der in Abschnitt 3.4.2 detektierten Sequenz von
Panx2 (Genbank-Accession-Nummer NM 001002005). In Abbildung 3-51 sind die
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Ergebnisse der konventionellen In-situ-Hybridisierung mit der Panx2- und der
Rhodopsin-spezifischen RNA-Sonde dargestellt. Die Panx2-Antisense-Sonde
(Abbildung 3-51, rechts) ergab Markierungen in der Photorezeptorschicht, der
Ganglienzellschicht und der inneren Kernschicht. In der Photorezeptorschicht zeigte
sie mit einer besonders starken Markierung der Innensegmente das gleiche Muster
wie die Rhodopsin-Antisense-Sonde. Die Hybridisierung der Retinaschnitte mit der

Panx2-Sense-Sonde und der Rhodopsin-Sense-Sonde wies keine Markierungen auf.

Rho AS Rho S Panx2 AS Panx2 S
1S —

ONL —

OPL —

INL —

IPL —

GCL — e

Abbildung 3-51. In-situ-Hybridisierung mit der Panx2-RNA-Sonde. Die Hybridisiering mit der
Panx2-Antisense-Sonde (Panx2 AS) zeigte kraftige Signale in der Ganglienzellschicht (GCL) und
der inneren Kernschicht (INL). Die Markierung der Innensegmente (IS) und die schwache
Markierung in der auferen Kernschicht (ONL) entsprechen jener der durch die Rhodopsin-
Antisense-Sonde (Rho AS) markierten Retina. Die als Negativkontrollen mit der Panx2-Sense-
Sonde (Panx2 S) und der Rhodopsin-Sense-Sonde (Rho S) behandelten Retinaschnitte zeigten
keine Markierungen. IPL = innere plexiforme Schicht; OPL = dulRRere plexiforme Schicht.

Weitere In-situ-Hybridisierungen mit Panx2-Sonden wurden im Rahmen einer
Diplomarbeit unter meiner Betreuung weitergefuhrt (Katharina Schmidt, Diplomarbeit
2009). Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigten die hier dargestellten Daten mit C-
terminalen Panx2-Sonden. In Abbildung 3-52 wurde eine Doppelfluoreszenz-In-situ-
Hybridisierung auf vertikalen Retinaschnitten mit einer Rhodopsin-spezifischen RNA-
Sonde (Abbildung 3-52 A, grin) und einer Panx2-spezifischen RNA-Sonde
(Abbildung 3-52 B, magenta) durchgefuhrt. In Stabchen fanden sich Panx2-
Transkripte kolokalisiert mit Rhodopsin-Transkripten in den Innensegmenten, dem
Ort der Translation der mRNA in Proteine (Abbildung 3-52 C, Pfeilkdpfe). Panx2-
MmRNA wurde auf’erdem in den Innensegmenten der Zapfen beobachtet, die
proximal zu den Stabchen-Innensegmenten lokalisiert sind (Abbildung 3-52 C,
Pfeile). In der auReren Kernschicht waren Markierungen durch die Panx2-spezifische
RNA-Sonde im Bereich der Zellsomata zu sehen. In der inneren Retina wurde

Panx2-mRNA rund um die Kerne der inneren Kernschicht und der
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Ganglienzellschicht detektiert. Die Ganglienzellen waren unterschiedlich stark oder
gar nicht gefarbt; mdglicherweise hangt die Panx2-Expression hier von dem
jeweiligen Ganglienzelltyp ab. Die Kontrolle mit einer Panx2- und einer Rhodopsin-
spezifischen Sense-Sonde zeigte keine Markierungen, was die Spezifitat der
Antisense-Sonden bestatigt (Abbildung 3-52 D).

- *%M»isww,
A A

Abbildung 3-52. Doppelfluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit einer Panx2- und einer
Rhodopsin-spezifischen RNA-Sonde. Die Rhodopsin-Antisense-Sonde (grin) markiert
Transkripte in den Innensegmenten (IS) der Stabchen (A). Panx2-Transkripte (magenta) wurden
in den Innensegmenten der Photorezeptoren, in der inneren und aufieren Kernschicht und in der
Ganglienzellschicht (GCL) detektiert (B). In den Innensegmenten wurde eine Kolokalisation von
Panx2- und Rhodopsin-Transkripten in den Innensegmenten der Stabchen beobachtet (C,
Pfeilkopfe). Proximal zu den Innensegmenten der Stdbchen war Panx2-mRNA in den
Innensegmenten der Zapfen zu sehen (C, Pfeile). Alle Bilder zeigen Projektionen von
Einzelaufnahmen Uber 2 ym; Malfistab: 20 ym. Die Kontrolle mit einer Panx2- und einer
Rhodopsin-spezifischen Sense-Sonde zeigte keine Markierungen (D). IPL = innere plexiforme
Schicht; INL = innere Kernschicht; OPL = aulere plexiforme Schicht; ONL = auf3ere Kernschicht.

3.5.3 Lokalisation des Panx2-Proteins in Photorezeptoren

Die Expression von Panx2-mRNA in Photorezeptoren warf die Frage auf, an welchen
Stellen das Protein in diesen Zellen lokalisiert ist. Um diese Frage beantworten zu
kénnen, wurden sowohl immunhistochemische Untersuchungen auf dissoziierten
Zellen und retinalen Schnitten als auch ultrastrukturelle Analysen durchgeftihrt.

Dissoziierte Retinazellen wurden mit dem Panx2-Antikdrper und dem Photorezeptor-
spezifischen Antikdrper PSD95 angefarbt. Panx2-Immunoreaktivitat wurde in PSD95
markierten Photorezeptoren vorwiegend in der Nahe des Somas und in den
Terminalien gefunden (Abbildung 3-53 A). Die Detektion des Panx2-Proteins in
isolierten Photorezeptoren bestatigte die auf mRNA-Ebene gefundenen Expression
von Panx2 in Stabchen und Zapfen. Fur eine Lokalisation von Panx2 in
Photorezeptoren innerhalb des Gewebes wurden immunhistochemische Analysen

auf vertikalen Retinaschnitten durchgeflhrt. Erste Analysen zeigten eine starke
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Lokalisation von Panx2-Proteinen in der aulieren plexiformen Schicht. Zur
detaillierten Analyse von Panx2 in der auferen plexiformen Schicht wurden
Doppelimmunfarbungen mit einem Antikorper gegen PSD95 durchgefuhrt (Abbildung
3-53 B). Der Antikorper gegen PSD95 markiert die Membranen der Zapfen- und der
Stabchen-Terminalien.  Deutliche  Panx2-Immunoreaktivitdt wurde in den
Innensegmenten und in der auferen plexiformen Schicht beobachtet. In den
Innensegmenten erschienen die Panx2-Markierungen in einer feinen Verteilung,
wohingegen in der auf3eren plexiformen Schicht grolRere Plaques zu sehen waren. In
der aufleren Kernschicht erschienen vorwiegend im proximalen Bereich vereinzelte
Panx2-Plaques. Diese Markierungen im Bereich der Photorezeptor-Kerne kdnnten
mit dem Transport der Panx2-Proteine vom Proteinsynthese-Apparat der
Innensegmente zu den Terminalien der Photorezeptoren erklart werden, wie es auch
fur Cx36 hypothetisiert wurde (Feigenspan et al., 2004). Im Bereich der
Photorezeptor-Terminalien war Panx2 innerhalb der durch PSD95 gefarbten
Membranen der Stabchen-Spherules und Zapfen-Pedikel zu sehen (Abbildung 3-53
C). Diese Markierungen zeigten Panx2-Proteine in den Photorezeptor-Synapsen
oder den Terminalien von Bipolarzellen oder Horizontalzellen. Die Auflésung der
konfokalen Mikroskopie war zu gering, um diese Signale einem Zelltyp zuordnen zu
konnen. Um die genaue Lokalisation von Panx2 innerhalb der Photorezeptor-
Synapse festlegen zu koénnen, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen
mit dem Panx2-Antikérper durchgefihrt. Dadurch wurden deutliche Panx2-
Markierungen in den Membranen der Stabchen-Spherules beobachtet, die stets auf
eine zytoplasmatische Membran beschrankt waren (Abbildung 3-53 D). Damit wurde
das in den Expressionsanalysen gezeigte Ergebnis, dass Panx2 keine interzellularen
Gap-Junction-Kanale ausbildet, im retinalen Gewebe bestatigt. Im Gegensatz zu
transfizierten Zellen, in denen die Panx2-Expression auf zytoplasmatische
Kompartimente beschrankt war, wurde Panx2 hier jedoch zum ersten Mal in
Plasmamembranen beobachtet. In Zapfen waren Panx2-Markierungen ebenfalls in
der Plasmamembran bzw. in der Nahe der Plasmamenbran lokalisiert (Abbildung
3-53 E). Die Stabchen- und Zapfen-Synapsen sind vor allem durch ihre synaptischen
Bander zu erkennen, einem elektronendichten Material, an dem die Glutamat-
Freisetzung erfolgt (Abbildung 3-53D, E Pfeile). In Stabchen-Photorezeptoren findet
sich nur eine, in Zapfen mehrere Bandsynapsen in den Terminalien (tom Diek und
Brandstatter, 2006).
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Abbildung 3-53. Panx2-Lokalisation in Photorezeptoren der Maus. Panx2- Immunoreaktivitat
(grin) in PSD95-gefarbten (magenta) Photorezeptoren bestatigte die Expression von Panx2-
Proteinen in Photorezeptoren. Diese Markierungen lagen im Bereich der Somata und der
Terminalien (A). In vertikalen Retinaschnitten wurde Panx2-Immunoreaktivitdt (griin) in einer
feinen, diffusen Verteilung in den Innensegmenten (IS) beobachtet. Die dullere Kernschicht
(ONL) zeigte vereinzelte Panx2-positive Plaques, wahrend in der duleren plexiformen Schicht
(OPL) eine starke Immunoreaktivitat im Bereich der PSD95-markierten Photorezeptor-Terminalien
beobachtet wurde (B). Eine VergréRerung des umrahmten Bereiches der OPL zeigt, dass Panx2
innerhalb der durch PSD95 gefarbten Membranen der Photorezeptor-Terminalien lokalisiert ist
(C). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden tangentiale Retinaschnitte der OPL
mit dem Panx2-Antikérper markiert. Die Pfeilkopfe zeigen Panx2-Immunoreaktivitat in
Zellmembranen von Stabchen-Spherules. Die Rechtecke umschlieBen eine starkere
VergrofRerung der Panx2-markierten Membranstellen | und Il. An die Panx2-markierten
Membranen angrenzende Stabchen wurden nicht durch den Panx2-Antikérper markiert (D). In
Zapfen war Panx2-Immunoreaktivitat in der zytoplasmatischen Membran und im Zytoplasma in
der Nahe dieser Membran lokalisiert (Pfeilkopf). Die angrenzende Membran eines Stabchens
zeigte keine Markierung (E). In den ultrastrukturellen Aufnahmen liegen die Sterne innerhalb von
Horizontalzellfortsatzen in Photorezeptor-Terminalien, Pfeile zeigen auf die synaptischen Bander.
Mafstab: 10 um in A; 20 ym in B; 5 ym in C; 500 nm in D und E; Vergrdlierungen in D 100 nm;
Projektionen in A und B; Einzelscan in C. INL = innere Kernschicht. (Elektronenmikroskopie in
Zusammenarbeit mit Dr. Konrad Schultz; Bolte et al., in Ausarbeitung).
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3.5.4 Lokalisation von Panx2-Proteinen in Horizontalzellen

Aufgrund der gezeigten Lokalisation von Panx2 in der Photorezeptorsynapse
kdnnten diese Proteine an der Modulation von Photorezeptor-Signalen beteiligt sein.
Die Expression auf Horizontalzell-Fortsatzen wurde fir Panx1 im Zebrafisch
beschrieben (Prochnow et al.,, 2009). Deshalb wurde untersucht, ob Panx2 in der
Photorezeptor-Synapse nicht nur prasynaptisch auf Photorezeptoren, sondern auch
postsynaptisch auf Horizontalzellen exprimiert wird. Fir diese Analyse wurden
zunachst dissoziierte Retina-Zellen mit dem Panx2-Antikérper und dem
Horizontalzell-spezifischen (Herstellerinformation) Antikdrper Calbindin angefarbt
(Abbildung 3-54 A, D). Starke Panx2-Immunoreaktivitdt wurde in der Nahe der
Somata und eine feine Panx2-Punktierung entlang der Horizontalzell-Dendriten
gefunden (Abbildung 3-54 B, C). In den Axonen wurde Panx2-Immunorektivitat
ebenfalls entlang des gesamten Fortsatzes beobachtet (Abbildung 3-54 E, F).

In vertikalen Schnitten der Retina wurden auf den Zellkérpern der Horizontalzellen
nur sehr schwache Panx2-Signale gefunden. Deutliche Panx2-Markierungen waren
direkt neben Calbindin-gefarbten Horizontalzell-Fortsatzen zu sehen (Abbildung 3-54
G, H). Um zu analysieren, ob Panx2 in den Fortsatzen der Horizontalzellen lokalisiert
ist, wurden elektronenmikroskopische Untersuchungen mit dem Panx2-Antikdrper
durchgefuhrt. Abbildung 3-54 | zeigt die charakteristische Triade eines Stabchen-
Spherules mit den kontaktierenden Horizontal- und Bipolarzelldendriten in der Nahe
des synaptischen Bandes. Panx2-Markierungen wurden in den Axonen der
Horizontalzellen beobachtet, die Stabchen-Terminalien invaginierten. Die Signale
waren in der Nahe der zytoplasmatischen Membran lokalisiert. Es wurden keine
Panx2-Proteine in Gap-Junction-ahnlichen Strukturen beobachtet, wie es fur Cx57 in
Horizontalzellen beschrieben wurde (Janssen-Bienhold et al., 2009). Obwohl es in
den Aufnahmen der isolierten Horizontalzellen so aussieht, als sei Panx2 in den
Dendriten lokalisiert (Abbildung 3-54 A und B), konnten in ultrastrukturellen Analysen
keine Markierungen in den Dendriten innerhalb von Zapfen-Pedikeln beobachtet
werden. Da Zapfen in der Maus-Retina jedoch nur 3% der Photorezeptoren
ausmachen (Jeon et al., 1998), ist die Anzahl der beobachteten Zapfen-Pedikel
vergleichsweise gering, so dass keine eindeutige Aussage Uber die Panx2-
Lokalisation in Dendriten der Horizontalzellen gemacht werden kann.
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Abbildung 3-54. Panx2-Lokalisation in Horizontalzellen der Maus. Die Panx2-
Immunoreaktivitdt (griin) in Calbindin-gefarbten (magenta) Horizontalzellen bestatigte die
Expression von Panx2-Proteinen in Horizontalzellen. In Calbindin-gefarbten dissoziierten
Horizontalzellen (A, D) wurde Panx2-lImmunoreaktivitdit in den Somata durch weille
Kolokalisation beobachtet (C, F). In Horizontalzell-Fortsatzen zeigten sich Panx2-Signale in den
Dendriten (B, C) und im gesamten Axon (E, F). In vertikalen Kryoschnitten wurden nur vereinzelte
Panx2-Signale (griin) in den Calbindin-markierten (magenta) Zellkérpern gefunden (Pfeilkdpfe).
Neben Horizontalzell-Terminalien waren deutliche Panx2-Signale zu sehen (G, H).
Elektronenmikroskopische Untersuchungen tangentialer Retinaschnitte mit einem Panx2-
Antikérper zeigten Immunoreaktivitdt in Axonen der Horizontalzellen innerhalb der Stabchen-
Spherules (langer Pfeil). Die Markierungen befanden sich in unmittelbarer Nahe zur
Plasmamembran (I). Der Stern markiert ein zweites Horizontalzell-Axon, das in das Stabchen-
Spherule invaginiert. Der kurze Pfeil zeigt auf das synaptische Band des Stabchens. Mal3stab:
10 ymin A, B und D; 20 ym in C; 500 nm in E. A-D: Projektionen konfokaler Einzelscans; GCL =
Ganglienzellschicht; IPL = innere plexiforme Schicht; INL = innere Kernschicht; OPL = aullere
plexiforme Schicht. (Elektronenmikroskopie in Zusammenarbeit mit Dr. Konrad Schultz; Bolte et
al., in Ausarbeitung).

3.5.5 Lokalisation von Panx2 in Bipolarzellen

Hybridisierungen mit der Panx2-spezifischen RNA-Sonde zeigten eine deutliche
Markierung der Bipolarzellen in der inneren Kernschicht (Abbildung 3-51 und

Abbildung 3-52). Um die mRNA-Expression auf Protein-Ebene zu bestatigen, wurden
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immunhistochemische Analysen in der inneren Retina durchgefuhrt. Zur
Untersuchung der Panx2-Expression in verschiedenen Bipolarzelltypen wurden
Doppelmarkierungen mit Panx2 und Markern gegen unterschiedliche
Bipolarzelltypen durchgefuhrt. Mit Antikdrpern gegen die a-Untereinheit des GO-
Proteins wurden die Membranen von ON-Zapfen-Bipolarzellen markiert (Haverkamp
und Wassle, 2000b). Typ-3b-OFF-Bipolarzellen wurden durch PKARIIB und Typ-3a-
OFF-Bipolarzellen durch HCN4-Antikorper detektiert (Mataruga et al., 2007). Zur
Markierung der Typ-2- und Typ-6-Zapfen-Bipolarzellen wurden ZNP-1-Antikérper
verwendet (Fox und Sanes, 2007; Hilgen et al., 2011). Panx2-Immunoreaktivitat
wurde ausschlieBlich in PKARIIB-markierten Typ-3b-OFF-Bipolarzellen beobachtet
(Abbildung 3-55). In der inneren Retina wurden Panx2-Signale in einer punktuellen
Verteilung in der inneren plexiformen Schicht und etwas schwacher in der inneren
Kernschicht beobachtet (Abbildung 3-55 A). Der weille Rahmen markiert einen
Bereich der inneren Kernschicht, der in Abbildung 3-55 B vergroRert dargestellt ist.
Panx2-Immunoreaktivitat war sehr haufig auf PKARIIB-markierten Membranen rund

um die Somata von Typ-3b-OFF-Bipolarzellen lokalisiert.

Abbildung 3-55. Expression von Panx2 in Typ-3b-OFF-Bipolarzellen. Der mit PKARIIB-
Antikdrpern markierte Retina-Schnitt (A) zeigt Panx2-Signale (griin) in einer feinen Verteilung in
der inneren und &uBeren plexiformen Schicht. Die innere Kernschicht zeigte weniger
Markierungen als die plexiformen Schichten (B, C). Der vergroerte Bereich innerhalb des
Rahmens in C zeigt Panx2-Immunoreaktivitat in PKARIIB-markierten (magenta) Membranen der
Typ-3b-OFF-Bipolarzellen (D-F). Bei allen Abbildungen handelt es sich um einzelne Scans.
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3.5.6 Lokalisation des Panx2-Proteins in Miillerzellen

Die Expression von Panx2-mRNA in Mdullerzellen wurde durch RT-PCR-Analysen
gezeigt (Abschnitt 3.5.1). Dissoziierte Retinazellen wurden mit dem Panx2-Antikérper
und dem Miullerzell-spezifischen Antikérper Glutaminsynthetase angefarbt. Panx2-
Immunoreaktivitat wurde in Mdullerzellen vorwiegend in der Nahe der Kerne
beobachtet. Am Endful® und am apikalen Ende der Miillerzelle war nur eine leichte
Immunoreaktivitat zu sehen (Abbildung 3-56). Die Detektion des Panx2-Proteins in
isolierten Mullerzellen bestéatigte die auf mRNA-Ebene gefundene Expression von
Panx2. Die in dissoziierten Mullerzellen beobachtete Panx2-Immunoreaktivitat
konnte jedoch auf retinalen Gewebeschnitten nicht bestatigt werden.
Doppelimmunmarkierungen von Panx2 und Glutaminsynthetase auf verikalen
Retinaschnitten zeigten keine Kolokalisation.

_\Muller Zelle ‘anx2 Uberlagerung
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Abbildung 3-56. Panx2-Expression in einer isolierten Miillerzelle. Dissoziierte Millerzellen
(A) wurden mit einen Calbindin-Antikbrper in magenta (B) und Panx2 in grin (C) markiert.
Deutliche Panx2-Immunoreaktivitat wurde vorwiegend in der Nahe der Zellkérper beobachtet. Das
apikale Ende und der Endful® der Millerzelle zeigten nur eine geringe Panx2-Immunoreaktivitat.
Projektion (C, D).
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4 Diskussion

4.1 Analyse des Cx36-Kopplungspartners in Stabchen
4.1.1 Keine Expression von Cx36 in Stabchen

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Cx36 in Zapfen,
jedoch nicht in Stadbchen zur Expression kommt. In der auf3eren plexiformen Schicht
zeigte sich Cx36-Immunoreaktivitat rund um die und innerhalb der Zapfen-Pedikel
sowie in den Telodendrien; in der auReren Kernschicht war Cx36 in den Zellkdrpern
der Zapfen lokalisiert. Die Expression von Cx36 in Zapfen wird durch zahlreiche
Studien in Maus-Retinen bestatigt: Cx36 wurde in Zapfen immunhistochemisch an
Stabchen-defizienten Retinen (Dang et al.,, 2004), mit Hilfe von Reportergen-
Genexpression (Deans et al., 2004; Feigenspan et al.,, 2004), mit RT-PCR an
Wildtyp-Mausen (Feigenspan et al., 2004) sowie in Mausen nachgewiesen, die ein
Cx36-GFP-Fusionsprotein exprimierten (Feigenspan et al., 2004). Elektro-
physiologisch wurde an Cx36-defizienten Mausen gezeigt, dass Cx36 an der
Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen beteiligt ist (Trimpler et al., 2008). Auch in
Vogeln wurde Cx36 in Zapfen-Terminalien beobachtet (Kihara et al., 2009). In der
Fischretina konnte Cx35 — ein Ortholog des Cx36-Proteins — ebenfalls in Zapfen
identifiziert werden (O’Brien et al., 2004; Li et al., 2009).

Zu der Frage, ob Cx36 auch in Stabchen exprimiert wird, gibt es in der Literatur
widerspruchliche Ergebnisse. Die umfassendste Untersuchung hierzu wurde in
unserer Arbeitsgruppe von Prof. Andreas Feigenspan durchgefiihrt (Feigenspan et
al., 2004). Mittels RT-PCR identifizierten er und seine Kollegen Cx36-mRNA in
Proben, die beide Photorezeptortypen enthielten, jedoch nicht in Proben, die
ausschlielich Stabchen beinhalteten. In transgenen Mausen, die ein Fusionsprotein
aus Cx36 und GFP exprimierten, wurden GFP-Signale in der gesamten &uferen
Kernschicht beobachtet. Prof. Feigenspan schloss nicht vollig aus, dass Stabchen
ebenfalls Cx36 exprimieren, da die Verteilung der Cx36-GFP-Signale in der
Kernschicht der Photorezeptoren zu dicht war, um ausschlie3lich in Zapfen generiert
worden zu sein. In Mausen, in denen die codierende Cx36-Gensequenz durch das
Reportergen B-Galactosidase ersetzt wurde, zeigte sich B-Galactosidase-Aktivitat in
Zellkernen der Zapfen in der distalen Region der auf3eren Kernschicht. Die innere
Halfte der nukledren Schicht, die ausschliel3lich Stabchen enthalt, zeigte keine
Reportergen-Aktivitat, was darauf hindeutete, dass Stadbchen Cx36 nicht

exprimieren. In der Region der Innensegmente lagen die LacZ-Signale allerdings so
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dicht, dass eine Expression von Cx36 in Stabchen nicht ganz ausgeschlossen
werden konnte (Feigenspan et al., 2004). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte in
derselben Mauslinie B-Galactosidase-Aktivitat in der gesamten aufReren Kernschicht
und postulierte eine Cx36-Expression in Zapfen und Stabchen (Deans et al., 2002).
Zu anderen Spezies gibt es ebenfalls widerspriuchliche Daten bezlglich der
Expression von Cx36 in Stabchen. So wurde in Stabchen des Tigersalamanders
immunhistochemisch die Expression von Cx35, einem Cx36-Ortholog, nachgewiesen
(Zhang und Wu, 2004), wahrend ultrastrukturelle Untersuchungen der
Meerschweinchen-Retina Cx36-Markierungen ausschlie3lich in Zapfen zeigten (Lee
et al., 2003).

Die Frage, ob Cx36 in Stabchen der Maus exprimiert wird, konnte in der
vorliegenden Arbeit zum ersten Mal eindeutig beantwortet werden. Markierungen
lateral und distal der Zapfen-Terminalien lagen in dem Bereich, in dem Telodendrien
benachbarte Photorezeptoren kontaktieren. Eine Lokalisaton von Cx36 in
Telodendrien, die keinen benachbarten Zapfen kontaktierten, zeigte putative Gap
Junctions zwischen Stabchen und Zapfen. Im Bereich der Stabchen-Spherules, die
lateral und distal der Pedikel lagen, fanden sich nur sehr wenige Cx36-Signale. Dies
war zunachst ein Beleg daflr, dass Gap Junctions zwischen Stabchen nicht aus
Cx36 aufgebaut sind. In der auleren Kernschicht wurden Cx36-Signale nahezu
ausschlieBlich in Zapfen beobachtet. In friheren Studien wurden Cx36-Markierungen
in der aulieren Kernschicht als Cx36-Vesikel interpretiert, die vom Proteinsynthese-
Apparat der Innensegmente zu den Terminalien der Zapfen transportiert werden
(Feigenspan et al., 2004). Da die Maus-Retina zu nur 3% aus Zapfen besteht
(Carter-Dawson und LaVail, 1979; Jeon et al., 1998), wirde man bei einer
Expression von Cx36 in Stabchen ein starkeres Signal zwischen den Zapfen der
aulleren Kernschicht erwarten. Im Gegensatz dazu wurden in transgenen Cx36-
GFP-Mausen eine dichte Verteilung der GFP-Signale in der gesamten aufleren
Kernschicht beobachtet (Feigenspan et al., 2004). Mdglicherweise waren die in
dieser Arbeit verwendeten Cx36-Antikoérper nicht empfindlich genug, um alle Cx36-
Signale zu detektieren. Um eindeutig zu zeigen, dass Cx36 im Gap-Junction-Kanal
zwischen Stabchen und Zapfen nur in den Membranen der Zapfen lokalisiert ist,
wurden  elektronenmikroskopische  Untersuchungen  durchgefiihrt.  Cx36-
Markierungen fanden sich in der auferen plexiformen Schicht ausschlielich in
Zapfen-Pedikeln und nie in Stabchen-Spherules. In einem Gap-Junction-Kanal
zwischen einem Zapfen-Telodendrium und einem Stadbchen war Cx36-

Immunoreaktivitdt ausschlieBlich in der Membran des Zapfens lokalisiert. Dieses
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Ergebnis entsprach ultrastrukturellen Daten der Meerschweinchen-Retina, die Cx36-
Markierungen in Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen ausschliellich in der
Zapfenmembran nachwiesen (Lee et al., 2003). 3'RACE-Nested-PCRs zeigten, dass
in Photorezeptoren und in der Retina keine Cx36-Spleildvariante mit einem
alternativen 3’-Terminus exprimiert wird. Damit konnte ausgeschlossen werden, dass
ein alternatives Cx36-SpleiRprodukt in Stabchen vorkommt, das von dem
verwendeten Antikdrper nicht erkannt wurde. Es wurde keine 5RACE-PCR
durchgefuhrt, die eine 5'-Spleillvariante von Cx36 in der Retina ausschlie3en kann.
Selbst wenn jedoch eine Sequenz mit einem alternativen N-Terminus in Stadbchen
zur Expression kame, hatte diese ebenfalls von dem C-terminalen Antikdrper
detektiert werden mussen, da in allen retinalen Cx36-Sequenzen die

Antikorperbindestelle exprimiert wurde.

4.1.2 Keine Expression bekannter Connexine in Stabchen

Nachdem die Expression von Cx36 in Stabchen weitgehend ausgeschlossen werden
konnte, wurden alle bekannten Connexine auf ihre Expression in Photorezeptoren
untersucht. Durch Nested-RT-PCR-Analysen wurden neben Cx36 Transkripte der
Maus-Connexine Cx32, Cx43, Cx45, Cx50 und Cx57 in Photorezeptoren
nachgewiesen. Dass ein in Stabchen exprimiertes Connexin durch Nested-RT-PCR
nicht amplifiziert werden konnte, ist unwahrscheinlich. Photorezeptoren bestehen nur
zu 3% aus Zapfen und zu 97% aus Stabchen (Jeon et al., 1998). Da Cx36 mittels
RT-PCR in Zapfen nachgewiesen werden konnte, muisste ein in Stabchen
exprimiertes Connexin mit dieser Methode problemlos zu identifizieren sein. Fur
Cx30.2 qilt dies allerdings nur eingeschrankt. RT-PCR-Analysen mit Cx30.2-Primern
zeigten, dass in der Maus-Retina eine alternativ gespleite Isoform vorliegt, die
durch die Ausbildung von Sekundarstrukturen schwer zu amplifizieren ist. Die PCR-
Bedingungen, die unter Verwendung spezieller Zusatzreagenzien eine Amplifikation
auf Retina, Hirn und Herz ermdglichten, waren moglicherweise nicht sensitiv genug,
um eine Amplifikation auf Photorezeptoren zu gewahrleisten. Eine Expression von
Cx30.2 in Photorezeptoren kann daher trotz negativer PCR-Ergebnisse nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Sobald ein Cx30.2-Antikoérper zur Verfligung
steht, sollten deshalb immunhistochemische Untersuchungen vorgenommen werden,
die einen eindeutigen Rickschluss auf eine Cx30.2-Expression in Stabchen geben
konnen. Allerdings zeigten Expressionsmuster einer Cx30.2-LacZ-Reportergen-Maus

ausschlieBlich Markierungen in der inneren Kernschicht und den Ganglienzellen
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(Mdller et al., 2010), was eine Expression von Cx30.2 unwahrscheinlich macht.
Cx30.2 war das einzige Connexin, das moglicherweise nicht mittels RT-PCR in
Photorezeptoren zu detektieren war. Alle anderen Connexine bereiteten auch auf
sehr geringen Template-Mengen keine Probleme bei der Amplifikation.

Die Expression der mittels RT-PCR in Photorezeptoren detektierten Connexine
wurde immunhistochemisch auf Protein-Ebene Uberprift. Cx32-Immunoreaktivitat
konnte in der Leber, nicht jedoch in retinalem Gewebe von 129/Sv- oder C57BL/6-
Mausen beobachtet werden. Die gleichen Ergebnisse zeigten Studien mit Cx32-
Antikdrpern in Ratten- und Goldfischretina (Ball und Reynolds, 1998). In der Maus-
Retina wurde ebenfalls Cx32-mRNA, jedoch kein Cx32-Protein nachgewiesen (Sohl
et al., 2000; Guldenagel et al., 2000). Die Autoren spekulierten, dass Cx32-mRNA in
der Retina nicht in Proteine translatiert wird. Cx43-Proteine konnten ebenfalls nicht in
Photorezeptoren nachgewiesen werden. In 129/Sv- und C57BL/6-Mausen zeigte
sich eine Cx43-Markierung ausschlieBlich im Bereich der Ganglienzellschicht und im
Pigmentepithel. Ahnliche Studien in Maus-Retinen bestéatigten die Lokalisation von
Cx43 in der Ganglienzellschicht und in der Nervenfaserschicht und beobachteten
ebenfalls keine Immunoreaktivitat in der duferen plexiformen Schicht (Guldenagel et
al., 2000; Kihara et al., 2006). Cx43 wurde aufRerdem in Mullerzellen von Kaninchen
(Johansson et al., 1999), Ratte (Zahs et al., 2003) und Maus (Kihara et al., 2006)
identifiziert. Da die auRere Kernschicht neben Photorezeptoren auch Fortsatze der
Mdullerzellen enthalt, ist es moglich, dass einige Photorezeptor-Proben zusatzlich
Mdallerzell-mRNA enthielten, die der Cx43-Amplifikation zugrunde lag. Cx50-
Immunoreaktivitdt wurde in der distalen inneren Kernschicht im Bereich der
Horizontalzell-Somata beobachtet. Die Markierungen befanden sich proximal der
Stabchen- und der Zapfen-Terminalien. Studien zu Cx50 in der Maus-Retina
beschranken sich auf Daten, welche die retinale Expression von Cx50-mRNA zeigen
(Guldenagel et al., 2000; Kihara et al., 2006). Da im Kaninchen gezeigt werden
konnte, dass Cx50 in axonlosen A-Typ-Horizontalzellen exprimiert wird (O’Brien et
al., 2006), liegt auch in der Maus mdglicherweise eine Expression von Cx50 in
Horizontalzellen vor. Allerdings besitzen Maus-Retinen ausschlieRlich axontragende
B-Typ-Horizontalzellen (Peichl und Gonzalez-Soriano, 1994), deren Kopplung in
einer Cx57-defizienten Maus komplett unterbrochen war (Hombach et al., 2004), so
dass eine Kopplung zwischen Horizontalzellen wahrscheinlich ausschlieRlich Uber
Cx57 vermittelt wird. Wo genau Cx50 in Horizontalzellen der Maus lokalisiert ist, wird
momentan in unserer Arbeitsgruppe weiterverfolgt. Fur das positive Ergebnis der RT-

PCR mit Cx50-Primern war wahrscheinlich eine Kontamination Photorezeptor-
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Proben mit Horizontalzelll-mRNA verantwortlich, da bei der Isolierung der
Photorezeptoren Stabchen-kontaktierende Horizontalzell-Axone leicht in die Probe
gelangen konnen. Immunhistochemische Untersuchungen von Cx57 zeigten die
typische Markierungen der Gap-Junction-Kanale zwischen Horizontalzell-Terminalien
in den Photorezeptor-Synapsen (Janssen-Bienhold et al., 2009). Die Auflésung der
konfokalen Mikroskopie war zu gering, um Signale in Horizontalzell-Terminalien von
potentiellen Markierungen zwischen Stabchen und Zapfen zu unterscheiden. Da
Doppelimmunmarkierungen ergaben, dass Cx57 und Cx36 in der Retina nicht
kolokalisiert vorliegen, kam auch Cx57 nicht als Kopplungspartner von Cx36 in
Frage. Der Nachweis von Cx57-mRNA in Photorezeptoren erfolgte wie bei Cx50
wahrscheinlich durch eine Kontamination mit Horizontalzell-Axonen. Immunologische
Untersuchungen mit einem Cx45-Antikdrper zeigten in der aufleren plexiformen
Schicht proximal deutliche Signale, wahrend distal nur feine Markierungen zu sehen
waren. Dieses Immunoreaktivitdtmuster wurde bereits in der Maus-Retina
beschrieben, wobei die proximalen Markierungen der duleren plexiformen Schicht
Gap Junctions zwischen OFF-Bipolarzellen in Zapfen-Terminalien zugeordnet
werden konnten (Dedek et al., 2006; Hilgen et al., 2011). Die distalen Markierungen
der auleren plexiformen Schicht kdnnten Gap Junctions in Stabchen-
kontaktierenden OFF-Bipolarzellen (Haverkamp et al., 2008; Mataruga et al., 2007,
Hilgen et al., 2011) oder zwischen Stabchen und Zapfen zeigen. In der inneren
plexiformen Schicht waren Markierungen der Gap Junctions zwischen Amakrin- und
Bipolarzellen zu sehen, die aufseiten der Amakrinzellen aus Cx36 und aufseiten der
Bipolarzellen aus Cx45 aufgebaut sind (Maxeiner et al., 2005; Dedek et al., 2006).
Die Fahigkeit von Cx45, mit Cx36 heterotypische Gap Junctions auszubilden, und
die Lokalisation im Bereich der Photorezeptor-Terminalien machten Cx45 zu einem
interessanten potentiellen Koppungspartner von Cx36 in Stabchen. Deshalb gab es
bereits Studien anderer Arbeitsgruppen an Maus- und Kaninchen-Retinen, welche
die Cx45-Expression in Stabchen untersuchten. Diese Analysen (mindliche Aussage
Prof. Stuart Mangel, Prof. John O’Brien) und Untersuchungen in unserer
Arbeitsgruppe (Hilgen et al., 2011) deuten darauf hin, dass Cx45 mit Cx36 in der
auleren plexiformen Schicht keine heterotypischen Gap-Junction-Kanale ausbildet.
Allerdings wurde fir diese Untersuchungen die C57BL/6-Mauslinie verwendet, fur die
eine Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen oft nur schwach (Trimpler et al.,
2008) oder gar nicht (mundliche Aussage Prof. Botond Roska, RETICIRC Mid-term
meeting Luzern 2010) nachgewiesen werden konnte. C57BL/6-Mause unterliegen

keinem zirkadianen Rhythmus, der die Kopplung zwischen Stabchen und Zapfen
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kontrolliert (Ribelayga et al., 2008, Li et al., 2009; Mangel und Ribelayga, 2010).
Deshalb werden in C57BL/6-Mausen moglicherweise weniger Gap-Junction-Kanale
zwischen Stabchen und Zapfen ausgebildet, die immunhistochemisch schwer
nachzuweisen sind. Untersuchungen zur Kolokalisation von Cx45 und Cx36 in der
auleren plexiformen Schicht wurden deshalb an 129/Sv-Mausen durchgefuhrt, in
denen elektrophysiologisch eine wesentlich starkere Kopplung zwischen Stabchen
und Zapfen gemessen wurde als in C57BL/6-Mausen (Trumpler et al., 2008). Auch
immunhistochemische Analysen in 129/Sv-Mausen zeigten jedoch keine
Kolokalisation von Cx36 und Cx45 in der aufderen plexiformen Schicht. Dass es mit
dieser Methode prinzipiell moglich ist, heterotypische Gap Junctions in der Retina zu
identifizieren, zeigte die Kolokalisation von Cx36 und Cx45 in Gap-Junction-Kanalen
zwischen Amakrin- und Bipolarzellen. Die Ergebnisse der immunhistochemischen
Analysen bestatigen Studien mit einer transgenen Mauslinie, in der die codierende
Region eines Allels fur Cx45 durch ein LacZ-Reportergen ersetzt wurde. In der
Retina dieser Mause wurden Reportergen-Signale in der inneren Kernschicht und in
der Ganglienzellschicht, jedoch nicht in den Innensegmenten und Kernen der
Photorezeptoren oder in der aul3eren plexiformen Schicht beobachtet (Glldenagel et
al., 2000). Transgene Mause, bei denen die codierende Cx45-Region beider Allele
durch ein Reportergen ausgetauscht wurde, erwiesen sich als lethal (Krlger et al.,
2000). Mdaglicherweise ist also eine heterozygote Expression nicht ausreichend, um
das Reportergen in Photorezeptoren zu detektieren. Auch Uber die Frage, ob Gap-
Junction-Kanéle zwischen Stabchen und Zapfen immunhistochemisch mittels
konfokaler Mikroskopie zu detektieren sind, gibt es kontroverse Ansichten.
Gefrierbruchanalysen ergaben, dass mit konfokalen Analysen nur Gap Junctions
nachgewiesen werden konnen, die mehr als fiunfzig Connexone enthielten
(Kamasawa et al., 2006). Einige Analysen lassen vermuten, dass Gap Junctions
zwischen Zapfen von Vertebraten aus weniger als flinfzig Connexonen bestehen
(Raviola und Gilula, 1975) und damit moglicherweise nicht detektierbar sind.
Immunhistochemische Studien an Meerschweinchen zeigten jedoch in den Pedikel-
Membranen dissoziierter Zapfen Cx36-Immunoreaktivitat (Lee et al., 2003).
AuRerdem wurde im Zebrafisch das Cx36-Ortholog Cx35 zwischen Zapfen-Pedikeln
und Telodendrien benachbarter Zapfen immunhistochemisch nachgewiesen (Li et
al., 2009). Diese Studien zeigen, dass Gap Junctions zwischen Zapfen im Zebrafisch
und im Meerschweinchen mit konfokaler Mikroskopie beobachtet werden konnten.
Sollten Gap-Junction-Kanale zwischen Stédbchen und Zapfen eine geringere Anzahl

an Connexonen aufweisen, als die Gap Junctions zwischen Zapfen, sind sie durch
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konfokale Analysen moglicherweise nicht detektierbar. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen an Meerschweinchen zeigten allerdings keine groReren Cx36-
Markierungen zwischen Zapfen als zwischen Stabchen und Zapfen (Lee et al.,
2003). Auch in Mausen zeigten die Cx36-Plaques in Stabchen-kontaktierenden
Zapfen mit 200 bis 400 Nanometern eine ahnliche GrolRe wie Cx36-Markierungen
zwischen Zapfen des Meerschweinchens (Lee et al., 2003). Konfokal aufgeldste
Cx36-Immunoreaktivitat zeigte im Bereich der Stabchen-Terminalien und in
Stabchen-kontaktierenden Telodendrien von Mausen vermutlich Gap-Junction-
Kanale zwischen Stabchen und Zapfen. Im Meerschweinchen wurden Cx36-Signale
lateral der Spherules ebenfalls als Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen
interpretiert (Lee et al.,, 2003). Damit deuten einige Daten darauf hin, dass
Connexone der Stabchen immunologisch mit konfokaler Mikroskopie nachweisbar
sind. Cx36-Immunoreaktivitat zeigte sich nicht nur in Form von Gap Junctions im
Bereich der Synapsen, sondern im Rahmen von Proteinsynthese und —transport in
den Innensegmenten und in der dulReren Kernschicht der Photorezeptoren. Deshalb
kdnnte ein in Stabchen exprimiertes Connexin moglicherweise in diesen Bereichen
nachgewiesen werden, selbst wenn es als Gap-Junction-Plaque nicht nachweisbar
ware. Durch eine geringe Grol3e und der damit verbundenen schwachen Expression
kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das in Stabchen exprimierte
Connexin mit konfokaler Mikroskopie nicht nachgewiesen werden kann. Zudem ist
die Nachweisbarkeit abhangig von der Qualitat des Antikdrpers und damit fur jedes
Connexin unterschiedlich. Um die Protein-Expression der mittels RT-PCR
detektierten Connexine in Stabchen vollstandig ausschlielen zu kdnnen, mussen
elektronenmikroskopische  Untersuchungen durchgefuhrt werden, dies gilt

insbesondere fiir Cx45.

4.1.3 Stabchen exprimieren Panx2, bilden aber keine Panx2-Gap-Junctions

Da zu Beginn der hier dargestellten Studien die Annahme bestand, dass die
Pannexine Gap-Junction-Kanale ausbilden (Bruzzone et al., 2003), stellten die
Mitglieder dieser Gen-Familie ebenfalls potentielle Kopplungspartner fur Cx36 in
Stabchen dar. Um dies zu Uuberpriufen, wurden die beiden im Nervengewebe
exprimierten Pannexine Panx1 und Panx2 (Baranova et al., 2004) auf ihre
Expression in Photorezeptoren untersucht. Die mRNA-Expression von Panx1 wurde
in Photorezeptoren der Maus bereits durch RT-PCR und In-situ-Hybridisierung
gezeigt (Ray et al., 2005) und konnte durch RT-PCR-Analysen auf Photorezeptor-
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Proben bestatigt werden. Das Panx1-Protein konnte jedoch immunhistochemisch
nicht in Photorezeptoren nachgewiesen werden. Panx1 wurde Uber eine Einzelzell-
PCR zusatzlich auf Mdllerzellen, Bipolarzellen und Horizontalzellen detektiert.
Deshalb lag der Amplifikation von Panx1 in Photorezeptor-Proben mdglicherweise
eine Kontamination mit einem oder mehrerer dieser Zelltypen zugrunde. In vertikalen
Retinaschnitten war Panx1-Immunoreaktivitat weder in den Innensegmenten noch in
der auleren Kernschicht zu sehen. Die Immunoreaktivitdt in der auleren
plexiformen Schicht konnte auf eine Expression in Bipolarzellen und Horizontalzellen
zuruckgefuhrt werden (Schmidt et al., in Ausarbeitung). Auch in friheren Studien
konnte Panx1 immunhistochemisch in Ganglienzellen, Amakrinzellen und
Horizontalzellen, jedoch nicht in Photorezeptoren der Maus-Retina lokalisiert werden
(Dvoriantchikova et al., 2006).

Panx2 wurde auf mRNA-Ebene und auf Protein-Ebene in Photorezeptoren
identifiziert. Immunhistochemisch wurden Panx2-Proteine in Photorezeptor-
Terminalien im Bereich der Gap Junctions zwischen Stdbchen und Zapfen
beobachtet. Die einzige Studie zur Panx2-Expression in der Retina bestatigt die
mRNA-Expression in Photorezeptoren (Dvoriantchikova et al., 2006). Doppel-
immunmarkierungen mit Panx2- und Cx36-Antikorpern zeigten keine Kolokalisation,
was gegen eine Ausbildung gemeinsamer Gap-Junction-Kanéle dieser beiden
Proteine spricht. Zusatzlich zeigten funktionelle Expressionsstudien, dass Panx2
nicht in der Lage ist, funktionelle Gap-Junction-Kanale auszubilden. In HeLa-Zellen
und N2A-Neuroblastom-Zellen konnte Panx2 weder allein noch zusammen mit Cx36
interzellulare Kanale ausbilden. Dieses Ergebnis wurde durch Studien mit
verschiedenen Saugerzelllinien unterstutzt. Diese ergaben, dass Panx2 keine
funktionellen Gap-Junction-Kanale in MDCK- (Ambrosi et al., 2009), N2A- (Swayne
et al.,, 2010), NRK- und HEK-293T-Zellen (Penuela et al., 2009) ausbildet.
Elektronenmikroskopische Untersuchungen bestatigten diese Studien auch im
retinalen Gewebe. Panx2 wurde in den Plasmamembranen der Photorezeptoren
beobachtet, bildete dort aber keine Gap-Junction-dhnlichen Strukturen aus.
Unterstitzt werden diese Ergebnisse durch Studien, die belegen, dass Pannexine
als Glykoproteine vorliegen (Penuela et al., 2007; Boassa et al., 2007; Boassa et al.,
2008; Penuela et al., 2009) und deshalb wahrscheinlich keine interzellularen Gap-

Junction-Kanale ausbilden.
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4.1.4 Kein unbekanntes Connexin in Stibchen

Da Pannexine keine Gap-Junction-Kandle in Photorezeptoren ausbildeten und
keines der bekannten Connexine in Photorezeptoren identifiziert werden konnte,
wurden Photorezeptoren auf die Expression unbekannter Connexinsequenzen
untersucht. Hierzu wurden in einer Nested-RT-PCR degenerierte Primer eingesetzt,
die mit konservierten Sequenzen aller bekannten Maus-Connexine hybridisierten. Da
alle Connexine ahnliche konservierte Sequenzen enthalten, bestand mit dieser
Methode die Madglichkeit, sowohl bekannte, als auch unbekannte Sequenzen zu
detektieren. Mit degenerierten Primern wurden zum Beispiel Cx31.1, Cx33, Cx37
und Cx40 als neue Mitglieder der Connexin-Genfamilie identifiziert (Haefliger et al.,
1992). Diese Methode ermoglichte auch die Amplifikation unbekannter Connexine
und alternativer SpleilRprodukte, wie sie bereits flir Cx23, Cx30, Cx32, Cx36, Cx39,
Cx45 und Cx57 beschrieben wurden (Neuhaus et al., 1995; Séhl et al., 1996; Soéhl
und Willecke, 2003).

Mit degenerierten Primern wurden die Connexine Cx57 und Cx31 in Photorezeptoren
nachgewiesen. Da Cx31 in Form der humanen Sequenz identifiziert wurde, handelte
es sich um eine Kontamination mit menschlicher DNA, die wahrscheinlich durch
Hautschuppen erfolgt war. Die Amplifikation der menschlichen Cx31-Variante
bewies, dass mit der angewandten Methode schon mit sehr geringen DNA-Mengen
ein Connexin-Gen vervielfaltigt werden kann, das sich in seiner Sequenz von den
bekannten Mausgenen unterscheidet. Trotzdem konnten unter verschiedenen
Stringenz-Bedingungen und der Verwendung unterschiedlicher Primer keine
weiteren unbekannten Sequenzen identifiziert werden.

Die 3’RACE-PCR stellte einen weiteren Ansatz dar, unbekannte Connexinsequenzen
zu detektieren. Die Spezifitat ist in der RACE-PCR durch die Verwendung nur eines
degenerierten Connexin-Primers zusammen mit einem 3'-Anker-Primer stark
herabgesetzt. Mit dieser Methode wurden zahlreiche unterschiedliche Gene
amplifiziert, von denen aber keines homologe Sequenzen zu den Connexin-Genen
aufwies.

RT-PCR-Analysen mit degenerierten Primern ermdglichen zwar theoretisch die
Identifikation unbekannter Connexinsequenzen, die Versuchsbedingungen konnten
jedoch nicht anhand einer einzigen Connexinsequenz optimiert werden. Bei der
Auswahl der Primer und der Versuchsbedingungen musste ein Kompromiss
zwischen verschiedenen Connexinsequenzen gefunden werden, so dass diese

Methode keine Garantie dafir bietet, jedes in Stadbchen exprimierte Connexin zu
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detektieren. Eine schwer zu amplifizierende Sequenz, die wie Cx30.2

Sekundarstrukturen ausbildet, ware Uber diese Methode nicht nachweisbar.

4.1.5 Ein unbekanntes Protein als Partner fiir Cx36 in Stabchen?

In Form der Connexin- und der Pannexin-Genfamilie wurden alle bekannten Gap-
Junction-Proteine auf ihre Expression in Photorezeptoren untersucht. Abgesehen
von Cx30.2 waren die hier verwendeten RT-PCR-Analysen und immunhisto-
chemischen Experimente sensitiv genug, um ein in Stabchen exprimiertes Gap-
Junction-Protein zu detektieren. Trotzdem ist es bisher weder im Rahmen dieser
Arbeit noch in anderen Arbeitsgruppen (mundliche Aussagen Prof. Stuart Mangel,
Prof. John O’Brien, Prof. Stephen Massey; Dr. Hongyan Li) gelungen, den
Kopplungspartner zu Cx36 in Stabchen zu identifizieren. Friso Postma berichtete
2010 auf der ARVO-Konferenz, dass er und seine Kollegen RT-PCRs mit
Transkripten aus einzelnen Stabchen und Zapfen durchfuhrten. Wahrend sie mit
diesen Experimenten Cx36 in Zapfen nachweisen konnten, war in Stabchen weder
Cx36 noch irgendein anderes Connexin zu detektieren.

Wie bereits diskutiert wurde, kann es sich bei dem gesuchten Protein um eine
Connexin-Spleildvariante handeln, obwohl keine alternative Connexinsequenz mit
degenerierten Primern amplifiziert werden konnte. Wenn die Sequenz eines
Connexins dergestalt in Stabchen vorliegt, dass sich die PCR-Primer bzw. Antikdrper
nicht mehr anlagern kdnnen, wurde das erklaren, warum das Stabchen-Connexin
bisher nicht nachweisbar war. Ein solcher Umstand erschwerte zum Beispiel die
Identifikation von Cx57 in Horizontalzellen (Aussage apl. Prof. Ulrike Janssen
Bienhold). Die retinale Cx57-Sequenz besitzt durch funktionelles SpleiRen einen
alternativen C-Terminus, der sich von der ursprunglich publizierten Cx57-Sequenz
(Manthey et al., 2004) in 25 Aminosauren unterscheidet (Hombach et al., 2004). Erst
nach der Aufklarung der retinalen Spleivariante war es mdglich, Cx57 mit einem
Antikdrper gegen die retinale Cx57-Sequenz in Horizontalzellen zu detektieren
(Janssen-Bienhold et al., 2009).

Die Expression eines vollig unbekannten Connexins in den Stabchen der Maus ist
kaum anzunehmen, da im Mausgenom wahrscheinlich bereits alle Connexine durch
Sequenzanalysen identifiziert wurden (So6hl und Willecke, 2003; Cruciani und
Mikalsen, 2006). Denkbar ware jedoch, dass ein Mitglied einer bisher unbekannten
Gap-Junction-Proteinfamilie an der Ausbildung des gesuchten Gap-Junction-Kanals
beteiligt ist. Es wurde spekuliert, dass eine noch nicht identifizierte Familie von Gap-
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Junction-Proteinen existiert (Litvin et al., 2006; Shestopalov und Panchin, 2008).
Sequenzanalysen zeigten, dass die Genome verschiedener Tierstdmme weder
Connexin- noch Pannexinsequenzen besitzen, obwohl Gap-Junction-Kanale in
diesen Tieren ausgebildet werden (Yazaki et al., 1999; Mire et al., 2000). Es konnte
eine weitere Familie von Proteinen existieren, die z.B. in Schwammen,
Echinodermaten und vielleicht auch in Wirbeltieren Gap-Junction-Kanale ausbilden
(Litvin et al., 2006; Shestopalov und Panchin, 2008).

4.2 Subzellulare Lokalisation von Panx2 in der Maus-Retina

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellte subzellulare Expression von Panx2 in der
Maus-Retina weist auf eine Beteiligung von Panx2 an der retinalen
Signalverarbeitung hin. Die Expressionsanalyse von Panx2 war ursprunglich nicht in
der Zielsetzung dieser Arbeit vorgesehen; im Rahmen der Suche nach dem
Kopplungspartner von Cx36 in Stabchen-Terminalien wurde jedoch die Expression
von Panx2 in den Synapsen der Photorezeptoren beobachtet. Da es keine Studien
uber die Lokalisation von Panx2-Proteinen in der Retina gab und die Funktion von
Panx2 weitgehend unbekannt war, wurde der Frage nachgegangen, an welcher
Stelle dieses Protein in der Maus-Retina lokalisiert ist und welche Rolle es dort
spielen konnte.

Bisher verfligbare Studien zur Panx2-Expression in der Retina beschranken sich auf
eine grobe Lokalisation der mRNA. In-situ-Hybridisierungen zeigten Uber die
gesamte Retina verteilte Panx2-Transkripte mit Akkumulation in den Ganglienzellen
(Dvoriantchikova et al., 2006). Vergleichbare Studien mit RNA-Sonden in der
vorliegenden Arbeit stimmten mit diesen Daten Uberein. Zusatzlich zu In-situ-
Hybridisierungsergebnissen, in denen die Markierungen nur einzelnen Schichten und
meist keinem spezifischen Zelltyp zugeordnet werden konnten, wurde die mRNA
mittels RT-PCR in einzelnen Zelltypen wie Photorezeptoren, Horizontalzellen,
Mullerzellen und Bipolarzellen detektiert.

Die Expression von Panx1-Proteinen wurde immunhistochemisch in Ganglienzellen,
Amakrinzellen und Horizontalzellen der Maus-Retina gezeigt (Dvoriantchikova et al.,
2006). Uber die Lokalisation von Panx2-Proteinen in der Retina von Wirbeltieren gab
es bisher keine Daten. In der vorliegenden Arbeit wurde die Lokalisation von Panx2-
Proteinen in Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen dargestellt.
Immunhistochemische Doppelmarkierungen mit einem neu generierten Antikorper

zeigten Panx2-Immunoreaktivitat direkt neben Calbindin-gefarbten Horizontalzell-
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fortsatzen und innerhalb der PSD95-gefarbten Photorezeptor-Terminalien.
Immunologische Untersuchungen an dissoziierten Retinazellen ergaben ebenfalls
Panx2-Markierungen in diesen beiden Zelltypen. Ultrastrukturell wurden Panx2-
Proteine prasynaptisch in den Plasmamembranen von Zapfen-Pedikeln und
Stabchen-Spherules sowie postsynaptisch in Horizontalzellaxonen beobachtet. Ob
die Panx2-Proteine in den Horizontalzellfortsatzen in der Plasmamembran oder in
zytoplasmatischen Kompartimenten vorliegen, konnte nicht festgestellt werden.
Bedingt durch die Schnittebene wurden mdglicherweise nur die Bereiche der
Fortsatze erfasst, in denen sich die Panx2-Proteine im Transport an die
Plasmamembran befanden. Panx2-Proteine wurden jedoch meist in unmittelbarer
Nahe zur Plasmamembran beobachtet. Eine Lokalisation in Horizontalzellen zeigten
Panx1-Proteine in Zebrafischen und Mausen (Dvoriantchikova et al., 2006;
Prochnow et al., 2009). In Zebrafischretinen waren die Signale jedoch nicht in den
Axonen, sondern in den Dendriten der Horizontalzellen lokalisiert (Prochnow et al.,
20009).

Durch Immunhistochemie an dissoziierten Retinazellen und an Retinaschnitten
konnten Panx2-Proteine in Bipolarzellen nachgewiesen werden. Doppelimmun-
markierungen zeigten eine Panx2-Expression in Typ-3b-OFF-Bipolarzellen. Die
Expression von Panx2 in weiteren Bipolarzell-Typen konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, da nicht alle Bipolarzelltypen getestet wurden. Der
immunologische Nachweis von Panx2 in Millerzellen gelang nur auf dissoziierten
Zellen und konnte auf retinalem Gewebe nicht bestatigt werden. Die Detektion des
Panx2-Proteins an isolierten Mdullerzellen bestatigte zwar die auf mRNA-Ebene
gefundene Expression von Panx2. Da jedoch nie ein dissoziierter Zelltyp beobachtet
wurde, der sich nicht mit dem Panx2-Antikdrper markieren liel, ist der Nachweis von
Panx2 auf dissoziierten Mullerzellen nicht ausreichend, um auf eine Panx2-
Expression in diesen Zellen schlieen zu koénnen. Dissoziierte Zellen kodnnen
madglicherweise aufgrund ihrer Oberflachenbeschaffenheit immunologisch markiert
werden, ohne das Protein zu exprimieren. Die mRNA-Expression von Panx2 konnte
also nur in Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen eindeutig auf Protein-
Ebene bestatigt werden.

Voraussetzung fir die Glaubwirdigkeit der immunhistochemischen Daten ist die
Spezifitat des verwendeten Antikorpers fur Panx2-Proteine in der Retina. In dieser
Arbeit wurde in immunzytochemischen Untersuchungen und in Western-Blot-

Analysen gezeigt, dass der Antikorper das Panx2-Protein in transfizierten Hela-
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Zellen detektiert. Im Western-Blot retinaler Proteine markierte der Panx2-Antikdrper
in der Membranfraktion eine deutliche Proteinbande mit dem fur Panx2-Proteine
erwarteten Molekulargewicht. Durch die Markierung von zwei weiteren schwachen
Banden in der zytoplasmatischen und der Membranfraktion kann eine leichte
unspezifische Markierung in der Maus-Retina nicht ganz ausgeschlossen werden.
Der Antikérper markierte im Western-Blot transfizierter HelLa-Zellen Proteine mit
einem Molekulargewicht von ~86 kDa, wahrend er in der Retina ~73 kDa
umfassende Proteine detektierte. In Abhangigkeit vom Gewebe und Zellentwicklung
wurden bereits Panx2-Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten gezeigt.
So wurde in der Cochlea von Maus und Ratte mit einem Panx2-Antikorper ein
Protein mit ~110 kDa detektiert, wahrend im Western-Blot des Gehirns dieser Tiere
ein ~62 kDa umfassendes Protein markiert wurde (Wang et al., 2009). In reifen
Neuronen von Mausen wurde ein Panx2-Protein mit einer Grolke von ~60 kDa
detektiert, in neuronalen Vorlauferzellen zeigte der Western-Blot eine Bande von
~85 kDa. Als posttranslationale Modifikationen besitzt Panx2 putative Sequenzen fir
Phosphorylierung,  Sumoylierung, N-Glykosylierung und Palmitoylierung.
Phosphorylierung und Sumoylierung, sowie alternatives Spleilen konnten als
Ursache fur die unterschiedlichen Molekurargewichte von Panx2 ausgeschlossen
werden. Das in neuronalen Vorlauferzellen beobachtete Molekulargewicht von
~85 kDa reduzierte sich jedoch durch Depalmitoylierung um etwa ~35 kDa (Swayne
et al., 2010). Eine Glykosylierung von Panx2 in einer mannosereichen Form konnte
zwar gezeigt werden, eine Deglykosylierung fuhrte jedoch nur zu einem sehr
geringen Unterschied des Molekulargewichtes (Penuela et al., 2009; Swayne et al.,
2010). Da die palmitoyliete Panx2-Form mit ~85kDa annahernd das
Molekulargewicht von Panx2 in transfizierten HelLa-Zellen zeigte, lag das Protein in
diesem Expressionssystem moglicherweise palmitoyliert und in der Retina
unpalmitoyliert vor. Um dies zu Uberprifen, koénnten Proteine aus Panx2-
exprimierenden HelLa-Zellen und aus der Retina durch Hydroxylamin depalmitoyliert
und im Western-Blot untersucht werden. Dass unter dem Einsatz von
Praimmunserum und der Verwendung praadsorbierter Panx2-Antikdrper keine
Proteine detektiert wurden, bestatigt den spezifischen Nachweis von 73 kDa-
Proteinen durch den Panx2-Antikérper. Da der Antikdrper Panx2-Proteine in
transfizierten Zellen erkannte und in retinalen Proteinen eine spezifische Membran-
Proteinbande mit dem fir Panx2 erwarteten Molekulargewicht detektierte, markiert er
in der Retina wahrscheinlich spezifisch Panx2-Proteine. Als absoluter Beweis, dass

es sich bei diesem Protein um Panx2 handelt, musste jedoch gezeigt werden, dass
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der Panx2-Antikorper keine Proteine in einer Panx2-defizienten Retina markiert.
Dieser Nachweis konnte nicht erbracht werden. Zwar wurde eine Panx2-defiziente
Maus von der Arbeitsgruppe um Hannah Monyer von der Universitatsklinik
Heidelberg zur VerflUgung gestellt. Bisherige Analysen deuten jedoch darauf hin,
dass diese Maus-Linie nicht Panx2-defizient ist, sondern in der Lage ist, Panx2-

Proteine zu exprimieren.

4.2.1 Plasmamembrankanale aus Panx2 in Photorezeptoren

Panx1 und Panx3 weisen eine N-Glykosylierung in einer der extrazellularen
Schleifen auf, die eine Ausbildung von Gap-Junction-Kanalen unwahrscheinlich
macht. Das Vorliegen von Panx1 und Panx3 in Form von Glykoproteinen wurde
zunachst in transfizierten Zelllinien gezeigt und fur zahlreiche Gewebe der Maus
bestatigt (Penuela et al., 2007; Boassa et al., 2007; Boassa et al., 2008). Panx2
besitzt keine komplexen Glykoproteinstrukturen wie Panx1 und Panx3, sondern ist
nur in einer mannosereichen Form glykosyliert (Penuela et al., 2009). Im Gegensatz
zu Panx1 und Panx3 konnte eine Glykosylierung der Panx2-Proteine im Gewebe
noch nicht nachgewiesen werden. Deshalb wird spekuliert, ob Panx2 im Gegensatz
zu den anderen beiden Pannexinen in der Lage ist, Gap-Junction-Kanéle
auszubilden (Ambrosi et al., 2010). Au3erdem wurde kurzlich gezeigt, dass Panx3 in
Osteoblasten sowohl Plasmamembran-Kandle als auch Gap-Junction-Kanéle
ausbildet (Ishikawa et al.,, 2011). Humanes PANX1 bildete bei Expression in
Saugerzellen kalziumdurchlassige Gap-Junction-Kanale zwischen LNCaP-Zellen
(Vanden-Abeele et al., 2006). Mdglicherweise kdnnen Pannexine sowohl in einer
glykosylierten als auch in einer unglykosylierten Form funktionell sein.

In transfizierten HeLa- und N2A-Zellen war Panx2 weder allein, noch zusammen mit
Panx1 in der Lage, funktionelle Gap-Junction-Kanéle auszubilden. Expressions-
studien in anderen Zellinien erbrachten das gleiche Ergebnis (Lai et al., 2009;
Penuela et al., 2009; Ambrosi et al., 2010). Es konnte bislang jedoch nicht gezeigt
werden, ob Panx2 im Gewebe Kanale in den Plasmamembranen ausbildet. Die
ultrastrukturellen Analysen in der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Panx2
in Photorezeptoren Plasmamembran-Kanale, jedoch keine Gap Junctions ausbildet.
In Stabchen-Spherules und in Zapfen-Pedikeln waren Panx2-Markierungen stets nur
in einer Membran lokalisiert. In Horizontalzellen wurde Panx2 im Bereich

gegenuberliegender Membranen ebenfalls nie in Gap-Junction-ahnlichen Strukturen
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gefunden, wie es zum Beispiel fur Cx57 in Horizontalzellen gezeigt wurde (Janssen-
Bienhold et al., 2009).

4.2.2 Keine heteromeren Kanale aus Panx2 und Panx1

Studien, die darauf hinweisen, dass Panx2 zusammen mit Panx1 heteromere Kanale
ausbilden kdnnte (Bruzzone et al., 2003; Penuela et al., 2009), wurden fur die Retina
nicht bestatigt. Panx1 und Panx2 lagen in der Retina, ahnlich wie in der Cochlea
(Wang et al., 2009), oft nicht in denselben Zelltypen vor. In der Retina war Panx2,
nicht jedoch Panx1, in Photorezeptoren und 3b-OFF-Bipolarzellen exprimiert. Panx1-
Expression wurde dagegen in 3a-OFF-Bipolarzellen beobachtet (Schmidt et al., in
Ausarbeitung), die keine Panx2-Proteine exprimierten. Die Expression in
unterschiedlichen Zelltypen deutet darauf hin, dass Panx2 in der Retina eine von
Panx1 unabhangige Funktion besitzt.

In Expressionsstudien mit N2A- und HelLa-Zellen zeigte sich ebenfalls keine
Kolokalisation von Panx1 und Panx2. Die gleichen Ergebnisse wurden bei einer
Koexpression der beiden Pannexine in C6-Glioma-Zellen beobachtet (Lai et al.,
2009). Zusammen mit Daten, die homomere Panx2-Kanale in der
Zytoplasmamembran von Xenopus-Oozyten zeigten (Ambrosi et al., 2010), deuten
diese Ergebnisse darauf hin, dass Panx2-Proteine unabhangig von Panx1
Membrankanale ausbilden. Bei Koexpression waren Panx1 und Panx2 zwar in der
Lage, heteromere Kanale zu bilden, diese Kanale waren jedoch instabil und zerfielen
nach einigen Stunden. Auferdem wiesen diese Studien darauf hin, dass
Panx2-Kanadle als Octamere und nicht wie Panx1 hexamere Kanadle in der

Plasmamembran vorliegen (Ambrosi et al., 2010).

4.2.3 Panx2 in Plasmamembran und endoplasmatischem Retikulum?

Zusammen mit den in der Literatur verfigbaren Daten weisen die Studien in der
vorliegenden Arbeit darauf hin, dass Panx2 sowohl eine Funktion in der
Plasmamembran als auch in zytoplasmatischen Kompartimenten besitzen konnte. In
den hier dargestellten Expressionsstudien wurde Panx2 im Gegensatz zu Panx1 bei
einer Expression in HeLa- und N2A-Zellen nicht in die Plasmamembran eingebaut.
Panx2 wurde mit und ohne GFP-Anhang, bei unterschiedlich langen
Transfektionszeiten, verschiedenen extrazellularen Kalzium-Konzentrationen, mit
und ohne Panx1 und unter Verwendung unterschiedlicher Transfektionsreagenzien

zur Expression gebracht. Die Proteine wurden jedoch unter allen Bedingungen
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ausschlielich in zytoplasmatischen Kompartimenten beobachtet. In der Literatur
bestatigen Studien in weiteren Zelllinien dieses Ergebnis: Im Gegensatz zu Panx1-
und Panx3-Proteinen, die nach Expression in der Zytoplasmamembran lokalisiert
vorlagen, wurde Panx2 bei einer Expression in C6-Glioma-Zellen (Lai et al., 2009),
NRK-Osteoblastenzellen und HEK-293-T-Zellen (Penuela et al., 2009) ausschliellich
in zytoplasmatischen Kompartimenten beobachtet. Es wurde hypothetisiert, dass
Pannexine in der Plasmamembran von kultivierten Zellen immunologisch schwer zu
detektieren sind, da sie nicht in Plaques, sondern in Form einer feinen Verteilung auf
der Plasmamembran vorkommen kénnen (Huang et al., 2007). Um auszuschlie3en,
dass Panx2 Kanale ausbildet, die immunlogisch nicht zu lokalisieren sind, wurden
Panx2 exprimierende HelLa- und N2A-Zellen mittels Patch-Clamp-Ableitungen
untersucht. Elektrophysiologisch wurde gezeigt, dass Panx2 in HelLa- und N2A-
Zellen weder funktionelle Kanadle zwischen dem Zytoplasma und dem
Extrazellularraum, noch Gap-Junction-Kanale ausbildet. Dies war bei Koexpression
mit Panx1 oder Cx36, unterschiedlich langen Transfektionszeiten, sowie unter
Verwendung verschiedener Transfektionsreagenzien der Fall. Bedingungen, unter
denen sich Panx1-Kanale offnen, wie eine erhdhte intrazellulare Kalzium-
Konzentration (Bao et al., 2004) und eine erhdhte extrazellulare ATP-Konzentration
(Locovei et al., 2006a; Locovei et al., 2007), fuhrten ebenfalls nicht zur Ausbildung
funktioneller Panx2-Kanale. Im Western-Blot wurde gezeigt, dass es sich bei Panx2
um ein Membranprotein handelt, da der Panx2-Antikérper und ein GFP-Antikdrper
das Panx2-GFP-Konstrukt in der Membranfraktion der HelLa-Zellproteine
detektierten. Zusammen mit den immunzytochemischen Untersuchungen und den
elektrophysiologischen Daten deuten diese Studien darauf hin, dass Panx2 in
transfizierten HelLa- und N2A-Zellen in zytoplasmatischen Membranen lokalisiert
vorlag. Zwar wurde eine Panx2-Sequenz zur Expression gebracht, die sich von der
neuesten Datenbank-Sequenz in den ersten zehn N-terminalen Aminosauren
unterscheidet. Neueste Studien konnten jedoch zeigen, dass zwischen beiden
Proteinen kein Unterschied in Struktur oder Membrantransport besteht. In
Expressionsstudien bildeten beide Panx2-Proteine in Plasmamembranen von
Xenopus-Oozyten funktionelle Kanale aus (Ambrosi et al., 2010). Auch im retinalen
Gewebe war Panx2 in Photorezeptor-Terminalien in der Plasmamembran lokalisiert.

Es gibt zwei Maglichkeiten, warum Panx2 in einigen Zelllinien nicht in die
Plasmamembran transportiert wird: Entweder liegt Panx2 im nativen Gewebe

ausschlieBlich in der Plasmamembran vor und wurde aufgrund der
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Expressionsbedingungen nicht in die Membran transportiert oder es besitzt sowohl
eine Funktion in zytoplasmatischen Kompartimenten als auch in der
Plasmamembran (Vanden-Abeele et al., 2006). Kirzlich wurde hypothetisiert, dass
Pannexine neben einer Funktion in der Plasmamembran auch im endoplasmatischen
Retikulum als Kalzium-Sickerkanal eine Rolle spielen konnten (D’hondt et al., 2011).
In  Expressionsstudien an LNCaP-Zellen bildete humanes PANX1 kalzium-
durchlassige lonenkanadle im endoplasmatischen Retikulum und in der
Plasmamembran. Auch fur Panx3 konnte eine Funktion als Kalzium-freisetzender
Kanal am endoplasmatischen Retikulum von Osteoblastenzellen nachgewiesen
werden (Ishikawa et al.,, 2011). Fur Panx2 wurde eine Lokalisation im
endoplasmatischen Retikulum von Gliomazellen gezeigt (Lai et al., 2009). Panx2-
Kanale konnen moglicherweise in Abhangigkeit von posttranslationalen
Modifikationen in der Plasmamembran oder in zytoplasmatischen Kompartimenten
funktionell sein. Dies wurde an Studien im Hippokampus gezeigt. Neuronale
Vorlauferzellen exprimierten hier eine palmitoylierte Panx2-Form mit einem
Molekulargewicht von ~85 kDa, die in Membranen des Golgi-Apparates und des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert war, wahrend nicht palmitoyliertes Panx2
mit ~60 kDa in der Plasmamembran von reifen Neuronen vorlag (Swayne et al.,
2010). Fur retinale Panx2-Proteine mit ~73 kDa konnte eine Lokalisation in der
Plasmamembran gezeigt werden, wahrend ~85 kDa umfassende Panx2-Proteine in
HelLa-Zellen in zytoplasmatischen Kompartimenten beobachtet wurden. Eine
Depalmitoylierung von Proteinen aus Retina und transfizierten HelLa-Zellen kdnnte
zeigen, ob an Panx2 angehangte Fettsauregruppen fiur die unterschiedliche

Lokalisation der Proteine verantwortlich waren.

4.2.4 Panx2-Kanaile in einem ephaptischen Mechanismus?

Eine ahnliche Lokalisation wie fur Panx2 in den Horizontalzellaxonen der Maus
wurde im Zebrafisch flir Panx1 gezeigt, das in zapfenkontaktierenden
Horizontalzelldendriten gefunden wurde (Prochnow et al., 2009). In diesem
Zusammenhang wurde spekuliert, dass Panx1 im Fisch an einem ephaptischen
Mechanismus beteiligt sein konnte. Die Hypothese des ephaptischen Mechanismus
wurde fur Fische beschrieben und besagt, dass Kanale in der Plasmamembran eine
negative Rickkopplung von Horizontalzellen zu Zapfen vermitteln (Kamermans et
al., 2001; Kamermans und Fahrenfort, 2004; Fahrenfort et al., 2009). Da Panx2

immunhistochemisch auf den Dendriten dissoziierter Horizontalzellen gefunden
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wurde, konnte Panx2 eine ahnliche Funktion in der Zapfensynapse der Maus
spielen. Zwar wurden in ultrastrukturellen Daten keine Panx2-markierten
Horizontalzell-Dendriten gefunden. Dies kann jedoch darauf zurickgefuhrt werden,
dass Zapfen nur etwa 3% der Photorezeptoren ausmachen (Jeon et al., 1998). Damit
ist die Wahrscheinlichkeit, in Zapfen invaginierende Horizontalzell-Dendriten zu
beobachten, vergleichsweise gering. Die Frage, ob ein ephaptischer Mechanismus in
der Saugetier-Retina eine Rolle spielt und ob Stabchen ebenfalls ein
Ruckkopplungs-Signal von den Horizontalzellen erhalten, wurde noch nicht geklart.
Klrzlich wurde gezeigt, dass eine Hyperpolarisation von Horizontalzellen eine
Ruckkopplung auf Stabchen-Terminalien auslost (Thoreson et al., 2008). Wenn es in
Mausen eine Ruckkopplung von Horizontalzellen auf Stabchen gibt, die einem
ephaptischen Mechanismus zugesprochen werden kann, kdnnte Panx2 einen Kanal
bilden, der an dieser Interaktion beteiligt ist. Sobald Panx2-Knock-out-Mause
verfugbar sind, koénnen elektrophysiologische Untersuchungen Panx2-defizienter
Retinen weitere Hinweise darauf geben, ob Panx2-Proteine bei einem ephaptischen

Mechanismus eine Rolle spielen.

4.2.5 Panx2 als ATP-freisetzender Kanal in der Retina

In der Retina besitzt Panx2 im Zusammenhang mit purinergen Rezeptoren
moglicherweise eine Funktion als ATP-freisetzender Kanal. Fur Panx1 wurde die
Funktion der ATP-Freisetzung bereits beschrieben (Bao et al., 2004; Spray et al.,
2006; Locovei et al., 2006a; Vanden-Abeele et al., 2006; Locovei et al., 2007).
Obwohl keine vergleichbaren Studien zu Panx2 vorliegen, kdnnte Panx2 aufgrund
seiner Homologie zu Panx1 ebenfalls eine Funktion bei der ATP-Freisetzung
besitzen. Purinerge Rezeptoren kommen in der Maus-Retina als Liganden-
gesteuerte P2X-lonenkandle und als G-Protein gekoppelte P2Y-Rezeptoren zur
Expression (Brandle et al., 1998a, b; Jabs et al., 2000; Wheeler-Schilling et al., 2000,
2001; Innocenti et al., 2004). Uber ihre Funktion in der Retina ist wenig bekannt. Die
Expression purinerger Rezeptoren in  Photorezeptoren, Horizontalzellen,
Bipolarzellen, Ganglienzellen und Mdullerzellen lasst jedoch vermuten, dass sie bei
der Verarbeitung visueller Informationen eine Rolle spielen. Diese Vermutung wird
dadurch unterstutzt, dass purinerge Rezeptoren im zentralen Nervensystem zur
Entstehung von Aktionspotentialen und der Freisetzung von Glutamat beitragen
(Robertson, 1998; Parpura und Haydon, 2000). Ein Einfluss purinerger Rezeptoren

auf die Verarbeitung optischer Informationen wurde durch den Einsatz von P2X-
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Rezeptor-Agonisten gezeigt, der zu einer Steigerung der retinalen Acetylcholin- und
GABA-Freisetzung fuhrte (Neal und Cunningham, 1994; Neal et al., 1998).

Purinerge P2X7-Rezeptoren wurden postsynaptisch auf Horizontalzellen und
prasynaptisch auf Photorezeptor-Terminalien von Ratten und Primaten lokalisiert
(Puthussery und Fletcher, 2004; Puthussery et al., 2006). Aktivierte ATPasen in der
aulleren plexiformen Schicht, die die Aktivierung von purinergen Rezeptoren
beenden kdnnen, wurden ebenfalls nachgewiesen (Puthussery et al., 2006). Die
Herkunft von ATP im Bereich der Photorezeptor-Synapse konnte jedoch nicht
ermittelt werden. Moglicherweise wird ATP in Verbindung mit Glutamat und GABA in
Form von Vesikeln an Photorezeptoren und Horizontalzellen freigesetzt (Puthussery
et al., 2006). Cx57, das vermutlich einzige Connexin, das in Horizontalzellen
exprimiert wird (Hombach et al., 2004), bildet keine Hemikanale in den
Horizontalzellfortsatzen, die an der ATP-Freisetzung beteiligt sein kdnnten (Janssen-
Bienhold et al., 2009). Die in dieser Arbeit dargestellten ultrastrukturellen Analysen
deuten darauf hin, dass Panx2 in Photorezeptoren Kanale ausbildet, die das
Zytoplasma mit dem extrazellularen Raum verbinden. Da Panx2, wie P2X7-
Rezeptoren, postsynaptisch auf Horizontalzellen und prasynaptisch  auf
Photorezeptor-Terminalien beobachtet wurde, kénnte durch Panx2-Kanale
freigesetztes ATP die purinergen P2X7-Rezeptoren aktivieren. Welche Rolle diese
Rezeptoren in der Photorezeptor-Synapse spielen, konnte bisher nicht ermittelt
werden. Da P2X-Rezeptoren bei Aktivierung den Durchfluss von Kalziumionen
ermdglichen (Evans et al., 1996), konnte in der aufleren plexiformen Schicht
freigesetztes ATP die Kalziumkonzentration innerhalb der Photorezeptoren erhéhen
und eine Depolarisation bewirken. Tatsachlich scheint ATP die Signallbertragung in
der Photorezeptor-Synapse zu beeinflussen, da die retinale Injektion eines P2X7-
Agonisten im Elektro-Retinogramm zu einer vergroRerten A-Welle fuhrte, was eine
veranderte Reaktion der Photorezeptoren anzeigte (Puthussery et al., 2006).

Um zu Uberprifen, ob Panx2 tatsachlich eine Funktion als ATP-freisetzender Kanal
im Zusammenhang mit purinergen Rezeptoren besitzt, sind weitere Experimente
notwendig. Zunachst mussen die Kanaleigenschaften von Panx2 anhand von Patch-
Clamp-Ableitungen Panx2-exprimierender Zellen ermittelt werden. Die Experimente
im Rahmen dieser Arbeit lieferten hierzu keine Daten, da in Panx2-exprimierenden
HelLa- und N2A-Zellen keine Kanal-Strdme gemessen werden konnten.
Immunzytochemische Untersuchungen bestatigten, dass Panx2 in diesen Zelllinien
nicht in die Plasmamembran eingebaut wurde. Panx2 wurde bei einer Expression in
C6-Glioma-Zellen (Lai et al., 2009), NRK-Osteoblastenzellen und HEK-293-T-Zellen
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(Penuela et al., 2009) ebenfalls nicht in die Plasmamembran eingebaut. Da Panx2-
Kanadle in Expressionsstudien mit Xenopus-Oozyten elektrophysiologisch
nachgewiesen werden konnten (Ambrosi et al., 2010), koénnten die Kanal-
eigenschaften von Panx2 unter Verwendung dieses Expressionssystems untersucht
werden. Geoffnete, ATP-durchlassige Panx2-Kanale bei erhdhten intrazellularen
Kalzium-Konzentrationen waren ein erstes Indiz fur eine Panx2-Funktion als ATP-
freisetzender Kanal. Der Einfluss von Panx2-Kanalen auf P2X7-Rezeptoren kann
durch die Koexpression dieser beiden Proteine untersucht werden. Ob Panx2 in der
aulderen plexiformen Schicht mit P2X7-Rezeptoren kolokalisiert vorliegt, kann durch
Doppelimmunmarkierungen der Retina mit Panx2- und P2X7-Antikdrpern ermittelt
werden. Erste Studien hierzu wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits durchgefuhrt,
jedoch lieferte der P2X7-Antikdrper bisher keine eindeutige Immunoreaktivitat in der
Maus-Retina. Untersuchungen Panx2-defizienter Mause konnte einen Aufschluss

daruber liefern, ob Panx2 die retinale Signalverarbeitung beeinflusst.

4.3 Connexine und Panx2 im Zusammenhang mit Retinitis pigmentosa

Die molekulare Aufklarung des Gap-Junction-Kanals zwischen Stabchen und Zapfen
sollte einen Ansatz schaffen, retinale Krankheiten zu behandeln. Voraussetzung
hierfir war, dass Gap-Junction-Kandle zwischen Stabchen und Zapfen einen
Ubertragungsweg fiir Zelltod-induzierende Faktoren bilden. Dies konnte bisher in
unserer Arbeitsgruppe durch Untersuchungen von Katharina Schmidt nicht bestatigt
werden. In Mausmodellen fur Retinitis pigmentosa gab es bezuglich der
Zapfendegeneration keine signifikanten Unterschiede, wenn der Gap-Junction-Kanal
zwischen Stabchen und Zapfen nicht funktionsfahig war (Schmidt et al., in
Ausarbeitung; Poster 8" Géttingen Meeting).

Interessanterweise konnte Panx2 als ATP-freisetzender Kanal einen Einfluss auf die
Degeneration von Photorezeptoren haben. Es wurde gezeigt, dass extrazellulares
ATP sowohl apoptotische als auch nekrotische Mechanismen in neuronalen Zellen
auslosen kann (Cavaliere et al.,, 2001; Amadio et al.,, 2002; Volonté et al., 2003;
Franke und llles, 2006). Unter den Subtypen der P2X-Rezeptoren stellen die in der
Retina stark exprimierten P2X7-Rezeptoren einen Sonderfall dar. Die Liganden-
gesteuerten P2X7-lonenkanale 6ffnen sich bei langer ATP-Applikation zu einer Pore,
die durch ihre Permeabilitat flr bis zu 900 kDa groRe Molekile zum Zelltod fuhren
kann. Neben der Expression in Horizontalzellen und Photorezeptoren wurde P2X7-

Immunoreaktivitat in Amakrin- und Ganglienzellen von Ratten beobachtet (Brandle et
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al., 1998 b). In der Retina von Ratten flhrte die Aktivierung purinerger P2X7-
Rezeptoren zum Absterben retinaler Ganglienzellen (Zhang et al., 2005; Hu et al.,
2010). In Photorezeptoren loste extrazellulares ATP durch aktivierte purinerge
Rezeptoren ein irreversibles Absterben der Zellen aus. Die Injektion von purinergen
Antagonisten fiihrte zu einer hdheren Uberlebensrate der Photorezeptoren in rd1-
Maus-Modellen fur humane Retinitis pigmentosa (Puthussery und Fletcher, 2009).
Panx2 wurde in der Nahe von purinergen P2X7-Rezeptoren, postsynaptisch auf
Horizontalzellen und prasynaptisch in den Membranen der Photorezeptor-
Terminalien lokalisiert. Sollten Panx2-Proteine ATP-freisetzende Kanadle in der
Photorezeptor-Synapse ausbilden, konnten sie eine wichtige Rolle bei der
Degeneration von Photorezeptoren spielen. Eine Aufklarung dieses Mechanismus

konnte einen Ansatz zur Behandlung retinaler Krankheiten schaffen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollten die Proteine der Gap-Junction-Kanéle zwischen Stabchen
und Zapfen der Maus-Retina identifiziert werden. Die ldentifikation dieser Kanal-
proteine sollte einen Ansatz schaffen, retinale Krankheiten zu behandeln, falls Gber
Gap Junctions Zelltod-induzierende Faktoren von degenerierten Stabchen auf
gesunde Zapfen Ubertragen werden.

Es wurde gezeigt, dass Cx36 in Zapfen, jedoch nicht in Stabchen exprimiert wird.
Wahrend die Expression von Cx36 in Zapfen bereits bekannt war, konnte zum ersten
Mal mit konfokaler und ultrastruktureller Mikroskopie eindeutig nachgewiesen
werden, dass Cx36 nicht in Stabchen exprimiert wird. Zusatzlich wurde
ausgeschlossen, dass in Stabchen ein Cx36-Spleillprodukt zur Expression kommt,
das nicht von dem verwendeten Antikdrper erkannt wurde. Bei der Untersuchung
aller bekannten Connexin-Gene wurden Transkripte von Cx32, Cx36, Cx43, Cx45,
Cx50 und Cx57 durch Nested-RT-PCR in Photorezeptoren detektiert. Immun-
histochemische Untersuchungen ergaben, dass keines dieser Connexine mit Cx36
Gap Junctions zwischen Stadbchen und Zapfen ausbildet. AusschlieRlich Cx45 und
Cx57 wurden im Bereich der Stabchen- und Zapfen-Terminalien beobachtet, lagen
dort aber nicht kolokalisiert mit Cx36 vor.

Nachdem keines der bekannten Connexine als Kopplungspartner zu Cx36 in
Stabchen identifiziert werden konnte, wurden die Pannexine als putative Gap
Junctions bildende Proteine auf ihre Expression in Photorezeptoren untersucht.
Panx1 konnte als mRNA, nicht jedoch als Protein in Photorezeptoren identifiziert
werden. Panx2 wurde sowohl auf mRNA-Ebene als auch auf Protein-Ebene in
Photorezeptoren identifiziert. Die Proteine wurden in Photorezeptor-Terminalien im
Bereich der Gap Junctions zwischen Stabchen und Zapfen gefunden. Funktionelle
Expressionsstudien ergaben jedoch, dass Panx2 weder allein noch zusammen mit
Cx36 funktionelle Kanale in HelLa- und N2A-Zellen ausbilden kann. Aufierdem
zeigten immunhistochemische Untersuchungen keine Kolokalisation von Panx2 und
Cx36. In ultrastrukturellen Untersuchungen war Panx2 in den Membranen der
Photorezeptor-Terminalien lokalisiert, bildete dort jedoch keine Gap-Junction-Kanale.
In Form der Connexin- und der Pannexin-Genfamilie wurden alle bekannten Gap-
Junction-Proteine auf ihre Expression in Photorezeptoren untersucht. Aufder im Fall
von Cx30.2 waren die verwendeten Methoden sensitiv genug, um ein bekanntes, in
Stabchen exprimiertes Gap-Junction-Protein zu detektieren. Da es weder im

Rahmen dieser Arbeit noch in anderen Arbeitsgruppen bisher gelungen ist, den
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Kopplungspartner zu Cx36 in Stadbchen zu identifizieren, muss es sich bei dem
gesuchten Protein um eine unbekannte Connexinsequenz oder um ein Protein einer
noch nicht identifizierten Gap-Junction-Proteinfamilie handeln.

Im Rahmen der Expressionsanalyse von Gap-Junction-Proteinen in Photorezeptoren
wurde die Lokalisation von Panx2-Proteinen in den Synapsen der Photorezeptoren
beobachtet. Da weder die Funktion noch die retinale Lokalisation von Panx2-
Proteinen bekannt war, wurden diese Proteine in der Retina naher analysiert. Die
einzige verfugbare Studie zur Panx2-Expression in der Retina beschrankte sich auf
ein Verteilungsmuster der Panx2-mRNA in allen retinalen Schichten. lhre Ergebnisse
wurden in der vorliegenden Arbeit bestatigt. Um diese Expression einem Zelltyp
zuordnen zu koénnen, wurden Einzelzell-RT-PCRs durchgefuhrt, in denen Panx2-
Transkripte neben Photorezeptoren auch in Horizontalzellen, Maullerzellen und
Bipolarzellen gefunden wurden. In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Panx2-
Proteine in Zellen der Wirbeltier-Retina lokalisiert. Immunologische Untersuchungen
an dissoziierten Retinazellen und im retinalen Gewebe zeigten eine Expression von
Panx2-Proteinen in Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen. Panx2-
Proteine wurden prasynaptisch in den Plasmamembranen der Photorezeptor-
Terminalien und postsynaptisch in Horizontalzellaxonen beobachtet. Immuno-
logische Panx2-Markierungen in isolierten Bipolarzellen wurden durch Doppelimmun-
markierungen in Retinaschnitten naher analysiert und zeigten die Expression von
Panx2 in Typ-3b-OFF-Bipolarzellen.

Fur alle Pannexine wurde bereits in Expressionsstudien eine Lokalisation im
endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen; auch Panx2 war bei Expression in
HelLa- und N2A-Zellen in zytoplasmatischen Kompartimenten lokalisiert. In diesen
Studien wurde keine Kolokalisation von Panx1 und Panx2 beobachtet, so dass
Panx2 wahrscheinlich keine heteromeren Kanale mit Panx1 ausbildet. Im Gewebe
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass Panx2-Proteine in zytoplasmatischen
Membranen vorkommen, dort aber keine Gap Junctions ausbilden. Die Lokalisation
von Panx1- und Panx2-Proteinen in unterschiedlichen retinalen Zelltypen deutet
auBerdem darauf hin, dass Panx2 in der Retina eine von Panx1 unabhangige
Funktion besitzt.

Da Panx2 in der Nahe von purinergen P2X7-Rezeptoren postsynaptisch auf
Horizontalzellen und prasynaptisch in den Membranen der Photorezeptor-
Terminalien lokalisiert wurde, konnte Panx2 als ATP-freisetzender Kanal die
Funktion der auReren Retina beeinflussen. Fur Panx1 wurde eine Funktion als ATP-

freisetzender Kanal unter Einfluss von purinergen Rezeptoren bereits gezeigt. Als
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ATP-Kanal konnte Panx2 einen Einfluss auf die Krankheit Retinitis pigmentosa
haben, da extrazellulares ATP durch aktivierte purinerge Rezeptoren zu einem
irreversiblen Absterben von Photorezeptoren fuhrt.
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6 Summary

The aim of this thesis was to identify the proteins that make up the gap junction
channels between rods and cones in the mouse retina. The identification of these
channel proteins was the starting point of a new approach to treating retinal
disorders; the approach assumes that cell death-inducing factors from degenerated
rods pass through gap junctions to healthy cones.

Cx36 is expressed in cones but not in rods. While expression of Cx36 in cones was
already known, this was the first time that confocal and ultrastructural microscopy
were used to prove conclusively that Cx36 is not expressed in rods. Furthermore,
this work excluded rod expression of a Cx36 splice product not recognized by the
antibodies. Nested RT-PCR experiments searching for all known connexin genes
detected transcripts from Cx32, Cx36, Cx43, Cx45, Cx50 and Cx57.
Immunohistochemical experiments showed that none of these connexins builds gap
junctions between rods and cones together with Cx36. Cx45 and Cx57 alone were
observed near the rod and cone terminals, but neither was colocalized with Cx36.
After ruling out all of the known connexins as coupling partners for Cx36 in rods, the
pannexins were next examined as potential gap junction-building proteins in
photoreceptors. Panx1 was identified on the mRNA level but not on the protein level
in photoreceptors. Panx2 was identified on both the mRNA and protein levels in
photoreceptors. Panx2 protein was found in photoreceptor terminals in the region of
the gap junctions between rods and cones. However, functional expression studies
indicated that Panx2 cannot build functional channels in HeLa or N2A cells either on
its own or together with Cx36. Furthermore, immunohistochemical experiments
showed no colocalization between Panx2 and Cx36. Using ultrastructural
microscopy, Panx2 was found in photoreceptor terminals, but it did not form gap
junction channels there.

All known gap junction proteins in the connexin and pannexin gene families were
tested for expression in photoreceptors. With the exception of Cx30.2, the methods
used were sensitive enough to detect a known gap junction protein expressed in
rods. Since it was not possible, either in this work or in other laboratories, to identify
the coupling partner of Cx36 in rods, the sought-after protein must be an unknown
connexin sequence or a protein from a further, unknown gap junction protein family.
In the expression analysis of gap junction proteins in photoreceptors, Panx2 proteins
were localized in the synapses of photoreceptors. Since neither the function nor the
retinal localization of Panx2 proteins were previously known, these proteins were

analyzed more closely in the retina. The only previous study on Panx2 expression in
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the retina limited itself to the expression pattern of Panx2 mRNA in the retinal layers.
Their results were confirmed in this work. In order to assign this expression to a cell
type, single-cell RT-PCR was carried out: Panx2 transcripts were found in
photoreceptors, horizontal cells, Muller cells and bipolar cells. In this study, Panx2
proteins were described in cells of the vertebrate retina for the first time.
Immunological experiments on dissociated retinal cells and in retinal tissue showed
expression of Panx2 proteins in photoreceptors, horizontal cells and bipolar cells.
Panx2 proteins were observed presynaptically in the plasma membrane of the
photoreceptor terminals as well as postsynaptically in the horizontal cells. Panx2
labeling in isolated bipolar cells was examined more closely using double
immunolabeling in retinal slices: Panx2 expression was observed in type 3b OFF
bipolar cells.

Expression studies had previously localized all of the pannexins in the endoplasmic
reticulum; Panx2 was also localized in cytoplasmic compartments when expressed in
HelLa and N2A cells. In these studies, no colocalization was observed between
Panx1 and Panx2, suggesting that Panx2 is unlikely to build heteromeric channels
with Panx1. Experiments in tissue showed for the first time that Panx2 proteins are
found in cytoplasmic membranes but do not form gap junctions there. The
localization of Panx1 and Panx2 proteins in different retinal cell types further
supports the idea that Panx2 plays a functional role independent of Panx1 in the
retina.

Since Panx2 was localized near purinergic P2X7 receptors postsynaptically on
horizontal cells and presynaptically in the membranes of the photoreceptor terminals,
it is possible that Panx2 acts as an ATP-releasing channel, influencing the function of
the outer retina. A function for Panx1 as an ATP-releasing channel under the
influence of purinergic receptors has already been shown. As an ATP channel,
Panx2 could influence retinitis pigmentosa, since extracellular ATP leads to

irreversible cell death in photoreceptors through activated purinergic receptors.
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8.2 Sequenzierungen

Sequenzierte Gene der 3’RACE PCR:

Cx degeneriert a:

1. gi|158966666|ref[NM178690.4] Mus musculus RAB3 ATPase activating protein

subunit 1 (Rab3gap1).

2. GENE ID: 75608 Chmp4b chromatin modifying protein 4B [Mus musculus].
3. GENE ID: 170790 Mic1 megalencephalic leukoencephalopathy with subcortical cysts

1 homolog (human) [Mus musculus].

4. Qi|68989370|gb|AC159893.2] Mus musculus BAC clone RP23-365N23 from

chromosome 9.

5. gi[118130227|ref[NM_145955.3] Mus musculus RIKEN cDNA 1110007A13 gene

(1110007A13Rik), mRNA.

mmPx2:pEGFP-N1

6738 bps 2000



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158966666?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FW545RAM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=75608&RID=FW63C6YW01S&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=170790&RID=FW6K9DP7015&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68989370?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FW7ACWNZ011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118130227?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FW885ZC1014
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6. gi|118130227|ref[NM_145955.3] Mus musculus RIKEN cDNA 1110007A13 gene
(1110007A13Rik), mRNA.

7. GENE ID: 75608 Chmp4b | chromatin modifying protein 4B [Mus musculus].

8. BC046297.1 Mus musculus RAB3 GTPase activating protein subunit 1, mMRNA (cDNA
clone MGC:54893 IMAGE:6486170), complete cds.

9. i|68989370|gb]JAC159893.2] Mus musculus BAC clone RP23-365N23 from
chromosome 9, complete sequence.

10. gi|68989370|gb|AC159893.2] Mus musculus BAC clone RP23-365N23 from
chromosome 9, complete sequence.

11. GENE ID: 11931 Atp1b1 | ATPase, Na+/K+ transporting, beta 1 polypeptide [Mus
musculus].

12. gi|312839889|ref[INM_030700.2] Mus musculus melanoma antigen, family D, 2
(Maged?2), transcript variant 1, mRNA.

13. gi|123317848|ref[NM_010352.2] Mus musculus germ cell-specific gene 1 (Gsg1),
transcript variant.

Cx degeneriert B:

1. gi|89363037|ref[NM_008612.2| Mus musculus menage a trois 1 (Mnat1), mRNA.

2. gi|126517486|ref[NM_001081982.1| Mus musculus nuclear factor I/X (Nfix), transcript
variant 1, mRNA

3. gi|26084455|dbj|AK035193.1] Mus musculus 12 days embryo embryonic body
between diaphragm region and neck cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:9430098F02 product:unclassifiable, full insert sequence.

4. i|26084455|dbj|AK035193.1] Mus musculus 12 days embryo embryonic body
between diaphragm region and neck cDNA, RIKEN full-length enriched library,
clone:9430098F02 product:unclassifiable, full insert sequence.

5. gi|89363037|ref|[NM_008612.2| Mus musculus menage a trois 1 (Mnat1), mRNA.

6. gi|165905584|ref|[NM_001113545.1| Mus musculus LIM domain and actin binding 1
(Lima1), transcript variant a, mRNA.

7. @i|162319513|gb|BC156092.1|] Synthetic construct Mus musculus clone
IMAGE:100062347, MGC:190850 FYVE and coiled-coil domain containing 1 (Fyco1)
MRNA, encodes complete protein.

8. gi|89363037|ref[INM_008612.2|] Mus musculus menage a trois 1 (Mnat1), mRNA.

9. mm genomisch kein Gene of Interest in Nahe.

10. gi|74223309|dbj|AK168985.1| Mus musculus 17 days pregnant adult female amnion
cDNA, RIKEN full-length enriched library, clone:[920070F10 product:TBC1 domain
family protein C200rf140 homolog, full insert sequence.

11. Qi|27452964|gb|AC131712.3] Mus musculus BAC clone RP23-193A5 from 17,
complete sequence.

12. @i|19484172|gb|BC023490.1] Mus musculus split hand/foot malformation
(ectrodactyly) type 1, mRNA (cDNA clone MGC:31011 IMAGE:5251089), complete cds.
13. gi|158854023|refINM_001029978.2| Mus musculus transcription elongation factor A
(SI)-like 3 (Tceal3), mRNA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118130227?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FW8XRE4Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=75608&RID=FW9HAJ8Z014&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68989370?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWAA1E5C01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68989370?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWD1MK9K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=search&term=11931&RID=FWDMFGWF015&log$=geneexplicitnucl&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312839889?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWEDPMZA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/123317848?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWF2YVJ6011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89363037?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWKCY2GH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126517486?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWGYEMPD01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/26084455?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWH48NAV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/26084455?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FWJ6ABJB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89363037?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWKCY2GH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/165905584?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=FWJPK1W101N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162319513?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=FWK44GTB011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/89363037?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWKCY2GH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/74223309?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWKX2HAD015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/27452964?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWM3AE4X015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/19484172?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWM9VZN201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158854023?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=FWMN7HT701S
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Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

Cx36-mRNANM010290
Sequenzierung

2 CCTGCTGAGTCTATAGGGGGACCTGGAGGAACTGGGGGTGGGGGCAGCCENGEOREOR ©00

.2 AGERERRERE »G2AGTTGCARAATGC-CATTGTCAATGGGGTGCTGCAGAACACAGAG 959

———————————————————— CTAGGCATGCATTGTCA-TGGGGTGCTGCAGAACACAGAG 39

*  x KAKA AKX KA A K A A A A A A A A A A A A A A A A AR KKKk

.2 ACCACCAGTAAGGAGACAGAACCAGATTGCTTAGAGGTTAAAGAGCTGACTCCACATCCA 1019

ACCACCAGTAAGGAGACAGAACCAGATTGCTTAGAGGTTAAAGAGCTGACTCCACATCCA 99

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhxkx

.2 TCTGGGCTGCGCACAGCAGCAAGGTCCAAGCTCCGAAGACAGGAAGGTATCTCCCGCTTC 1079

TCTGGGCTGCGCACAGCAGCAAGGTCCAAGCTCCGAAGACAGGAAGGTATCTCCCGCTTC 159

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhxx

.2 TACATCATCCAAGTGGTGTTTCGAAATGCTCTGGAGATTGGGTTTCTGGTGGGCCAGTAC 1139

TACATCATCCAAGTGGTGTTTCGAAATGCTCTGGAGATTGGGTTTCTGGTGGGCCAGTAC 219

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR AR AR AR A KKKk

.2 TTTCTATATGGCTTCAGTGTTCCAGGGTTGTATGAGTGCAACCGTTACCCCTGCATCAAG 1199

TTTCTATATGGCTTCAGTGTTCCAGGGTTGTATGAGTGCAACCGTTACCCCTGCATCAAG 279

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A AR AR AR Ak kKK

.2 GAGGTAGAATGTTATGTGTCTAGACCTACCGAGAAGACAGTCTTTCTGGTGTTCATGTTT 1259

GAGGTAGAATGTTATGTGTCTAGACCTACCGAGAAGACAGTCTTTCTGGTGTTCATGTTT 339

AR R R S R SR SRR R RS S SRR SRS R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS RS S S

.2  GCTGTGAGCGGCATTTGTGTGGTGCTCAATCTGGCTGAACTTAACCATCTGGGATGGCGG 1319

GCTGTGAGCGGCATTTGTGTGGTGCTCAATCTGGCTGAACTTAACCATCTGGGATGGCGG 399

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhrk

.2 AAGATCAAACTGGCTGTCCGGGGAGCCCAGGCCAAGAGGAAGTCAGTCTATGAGATACGT 1379

AAGATCAAACTGGCTGTCCGGGGAGCCCAGGCCAAGAGGAAGTCAGTCTATGAGATACGT 459

khkkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhhxk

.2 AACAAAGATCTGCCTCGAGTCAGTGTTCCCAATTTCGGCAGGACTCAGTCCAGTGACTCT 1439

AACAAAGATCTGCCTCGAGTCAGTGTTCCCAATTTCGGCAGGACTCAGTCCAGTGACTCT 519

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhxx

.2 GCCTATGTG-AAGGGCAGGTTTGGGGAAGGCCTGCTAGGTGGCAAGTAGCCCCAAGGC 1499

GCCTATGTGTGAAAGGGCAGGTTTGGGGAAGGCCTGCTAGGTGGCAAGTAGCCCCAAGGC 579

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A A AR A AR A KK

.2 AGATAATGACTCGGGGTTTACAGGTTTGCCCTCATTCGGGTGATGCTCGCTGTGAAGGTC 1559

AGATAATGACTCGGGGTTTACAGGTTTGCCCTCATTCGGGTGATGCTCGCTGTGAAGGTC 639

B R R R R R R R R R R S I

.2 TAGGATACAGATATTAAGAGGTCTTCATCAACAAAGAGGAGAGGTAGAACTGTCATCACG 1619

TAGGATACAGATATTAAGAGGTCTTCATCAACAAAGAGGAGAGGTAGAACTGTCATCACG 699

R R R R R R R R R R R

.2 TGTTACATCATCAGTTCTACAGAAACCATTGGGTAGAGTGACAAGATGGCTAAGCTGGAC 1679

TGTTACATCATCAGTTCTACAGAAACCATTGGGTAGAGTGACAAGATGGCTAAGCTGGAC 759

R R R R R R R R R R R R I R

.2 ATTCTTGGGCCTTCTTCTTTTAATGGCCCTTCCTGCTCCTGATCATAGTGAACTGGCATA 1739

ATTCTTGGGCCTTCTTCTTTTAATGGCCCTTCCTGCTCCTGATCATAGTGAACTGGCATA 819

Sk ok K kK ks ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok sk ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

.2 GCTGCCAAGCAAGAATTAGCTCTGCTGAGCTCTGTATTCTGGTGAATGGCATGAGTCAAA 1799

GCTGCCAAGCAAGAATTAGCTCTGCTGAGCTCTGTATTCTGGTGAATGGCATGAGTCAAA 879

Sk ok Kk ok ks ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk ok ok ok sk ok ok sk ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

.2 CACTCATTGATATAAAATTTGTGACCCATCTCAGCACATACCCTTATCCTGGGCTGCAGA 1859

CACTCATTGATATAAAATTTGTGACCCATCTCAGCACATACCCTTATCCTGGGCTGCA-- 937

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A A A A A A A AR A A A A A K,k K

.2 AAAAAAAATCCTGGAGGATATTTCTCCCCCTTCAGCATGCCCCTTTCCCAAACCCAGGAT 1919

== AARAAAACCCT — === ———mmm oo 947

KKk KkKkKkKk KKK

Abbildung 8-1. Sequenzierung der RACE-PCR mit Cx36-Primern. Unter Einsatz der Cx36-
Primer zeigte die RACE-PCR mit Photorezeptor-Templates eine und die der Maus-Retina-Probe
vier Banden. Das Alignment des sequenzierten Photorezeptor-Amplikons zeigt 100%ige
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Ubereinstimmung mit der Datenbanksequenz NM010290.2. Die Sequenzen der Maus-Retina-
Amplikons waren zu fast 100% mit der hier dargestellten Sequenz identisch mit dem Unterschied,
dass drei der vier PCR-Produkte kirzere Fragmente aufwiesen. Die Bindestelle des Antikérpers
ist in grin, die Primer-Bindestelle violett und das Stopp-Codon rot dargestellt.

Sequenzierung = =00 0—oo oo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) GAAAGAGGGACCCAGAGGGACAGGTCCCAGCTGTCTCTCAAGGTCCTCCGCTCAGCTCTA 60
Sequenzierung = =00 06—o oo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) AGGCCCAGGTCCCGGGETAAGTGGGGTTGGGGACATCTAGAGGCCACTAAGGGTCTACAG 120
Sequenzierung = = 0006—o oo oo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) GGACGGGACGTGGTGTATTCTGTGTGTCTGGGGAGGCTTACAAGAGATGCTTGATAATTG 180
Sequenzierung = =00 0o—ooo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) CTATCAGAGAGGAGTCGAGGGGGCTGTGCCCGGTCTCCTTGGCTGAGGTTGGTGAGGAAG 240
Sequenzierung =00 0o—o oo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) GGAAGATTGAGGGCGGGCGAGAGATCCTAAGTTGGAAAAACAGGCTTCTGTGTCAGCTTC 300
Sequenzierung =00 —o oo oo oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) CAACCCCAAAAGGCGTTCCCTGCTGCGAGGTGAGAGAGAAAGGAGACAGTGGGGGCTCAC 360
Sequenzierung =0 —om oo oo

Cx30.2 (NM 178596.2) CCGGCCTGGCCCTCCCCTTGCTCCCAGGGGTCTCARACAGAAGGAACGTAGAATTCTAGA 420

Sequenzierung =0 —o oo oo
Cx30.2 (NM 178596.2) CTCCAGTAGCCGCTCTTGCTCCTGGCACAAAAAGCCAGGCCAGCAAGGTTGGCCCTGAAG 480
Sequenzierung =0 o —o oo
Cx30.2 (NM 178596.2) AAGAACCTAGAATCTGGGGAACCTTAGGGTCTCCCTAGCCAAGCAGGCCCAGGCCAGGTG 540
Sequenzierung = o —omm oo o
Cx30.2 (NM 178596.2) TGCGGGGAAATCCCTCCTCAGCACCCCTCTATGCCCATATGAAGGAATCCCATAGCTGAG 600
Sequenzierung =0 —o oo oo CT 2
Cx30.2 (NM 178596.2) GATGGACTATCCTCACACTCTGACATTAACTCATTAAACCCCAGAAAATATTCTTTCCCT 660
* %
Sequenzierung ACCCCCCCGGTAGAAGCTTTGCAGGCCG---TCCCAGCCGAAACAAAAACAGGAGGAGTT 59
Cx30.2 (NM 178596.2) GGCGCCCTCCGAGATTGTTGAGGGACGGGGGTGGGGGTGGGGGTGGGGGGTGGCGGGGGA 720
* ok k ok * % % * % * *x % * * * ** *x*k *
Sequenzierung CT----- TTTTTTTCCTTTTGAAGCGTATCTCAGCTTTTAGGCCCAGGTCCCGGGCGTCHE 114
Cx30.2 (NM 178596.2) CAGGGGGTATTCAGCCCGCCCCAGCCTGTGACTACCCCCTTTCCTCG-TCCCCAGCGTCH 779
* * kK * % *kx x  *x * * * % * ok k ok k * ok k Kk ok ok
Sequenzierung GGGGAGTGGGCGTTCCTAGGCTCCCTGCTGGACGCGGTGCAGCTACAGTCGCCGCTCG 174
Cx30.2 (NM 178596.2) GGGGAGTGGGCGTTCCTAGGCTCCCTGCTGGACGCGGTGCAGCTACAGTCGCCGCTCG 839

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR A AR A AKX KK

Sequenzierung TGGGTCGTCTCTGGCTGGTGATCATGCTGATCTTCCGCATCCTGGTGCTGGCCACGGTGG 234
Cx30.2 (NM 178596.2) TGGGTCGTCTCTGGCTGGTGATCATGCTGATCTTCCGCATCCTGGTGCTGGCCACGGTGG 899
Ak hkhhkhkhhkhhhhhhhkhhhhhhhhhhrhhkhkhhkhkhdhhhkhkhkhkhkdhrhkhhkhkrhkhkhhkhkhkhxhrkxkx*
Sequenzierung GAGGTGCGGTGTTCGAGGACGAGCAGGAGGAGTTCGTGTGTAACACGTTGCAGCCCGGCT 294
Cx30.2 (NM 178596.2) GAGGTGCGGTGTTCGAGGACGAGCAGGAGGAGTTCGTGTGTAACACGTTGCAGCCCGGCT 959
Ak ik hhhkhhkhhhhhhhhhdhhhhhkhhkhkhhhkhkhkhkhkhkdhhkhkhkhkhkhkdhhkhkhhkhkrhhkhkhkhkhkhxhxkxkx*
Sequenzierung GTCGCCAGACCTGCTACGATCGCGCCTTCCCGGTGTCCCACTACCGCTTCTGGCTCTTCC 354
Cx30.2 (NM 178596.2) GTCGCCAGACCTGCTACGATCGCGCCTTCCCGGTGTCCCACTACCGCTTCTGGCTCTTCC 1019
Ak Ak hhhhhkhhkhhhhhhhhhkhhhhhhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkdhhhkhhkhkrdhkhkhkhkhkhxkhhxkxkx*
Sequenzierung ACATCCTGCTGCTGTCGGCGCCGCCGGTGCTGTTCGTCATCTACTCCATGCACCAGGCCA 414
Cx30.2 (NM 178596.2) ACATCCTGCTGCTGTCGGCGCCGCCGGTGCTGTTCGTCATCTACTCCATGCACCAGGCCA 1079
Ak hkhhhhhkhkhhhhhhkhhkhhhhhkhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkdhhkhkhkhkhkhkdhhkhkhkhkhkhxkhhxhkx*k
Sequenzierung GCAAGGAGGCGGGTGGTGCGCAGCTGGCCCCGCCGTGCGCGCGCGGGCGTGCCGAGGCGC 474
Cx30.2 (NM 178596.2) GCAAGGAGGCGGGTGGTGCGCAGCTGGCCCCGCCGTGCGCGCGCGGGCGTGCCGAGGCGC 1139
Ak hkhhhkhhkhkhkhhhhhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhkhhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkdkhkhkhkhkhkhrdhkhhkhkhhkhxdkx*k
Sequenzierung CGTGCTCCCCGTGCGCCCTGCGCGCTCGCCGCGCGCGCCGCTGCTACCTGCTGAGCGTGG 534
Cx30.2 (NM 178596.2) CGTGCTCCCCGTGCGCCCTGCGCGCTCGCCGCGCGCGCCGCTGCTACCTGCTGAGCGTGG 1199
Ak hkkhkhkhhkhkhkhhhhhkhkhhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkdhhkhkhkhkhkhdhkhkhkhkhkhkhhkkx*k
Sequenzierung CTCTGCGCCTGCTCGCCGAGCTGGCTTTCCTGGGCGGCCAGGCGCTGCTCTACGGCTTCC 594
Cx30.2 (NM 178596.2) CTCTGCGCCTGCTCGCCGAGCTGGCTTTCCTGGGCGGCCAGGCGCTGCTCTACGGCTTCC 1259

R Ik E E b b bk h b b b b b b b dh b E b E h b b b b b E b b b dh b b b b b b dh h b b b b b b b b b b b i i
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Sequenzierung GCGTGGACCCGCACTACGCGTGCGCCGGGCCACCTTGTCCGCACACGGTCGACTGTTTCG 654
Cx30.2 (NM 178596.2) GCGTGGACCCGCACTACGCGTGCGCCGGGCCACCTTGTCCGCACACGGTCGACTGTTTCG 1319
hhkhkhkhkhkkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhhkhkhkhxkh*x*k
Sequenzierung TGAGCCGGCCCACCGAGAAGACCGTCTTCGTGGTCTTCTACTTCGCCGTCGGGCTGCTGT 714
Cx30.2 (NM 178596.2) TGAGCCGGCCCACCGAGAAGACCGTCTTCGTGGTCTTCTACTTCGCCGTCGGGCTGCTGT 1379
Ak hkhkhkhkkhhhkhkhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhrkhkhkhxkx*k
Sequenzierung CGGCGCTGCTCAGCGTGGCGGAGCTGGGTCACCTGCTCTGGAAGGGTCGCCAGCGCGCCA 774
Cx30.2 (NM 178596.2) CGGCGCTGCTCAGCGTGGCGGAGCTGGGTCACCTGCTCTGGAAGGGTCGCCAGCGCGCCA 1439
Ak hkhkhkhkkhhhkhhkhkhkkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhrhkhkkhkhkhkhkhhkhkkhkhhkhkhhhkhkhkkhxkhx*k
Sequenzierung AGCTG-TCCCGCCGC-GCCGTTG === === == mm—m e e 796
Cx30.2 (NM 178596.2) AGCTGCTCCCGCCGCCGCCGCCGTCGCCCTCTTTGCCATCGCAGCGCGGGGACCCCGACC 1499

*khkkkk khkkkkkkkk kkkk *

Abbildung 8-2. Alignment des in der Maus-Retina amplifizierten Cx30.2-Fragments und der
Genbank-Sequenz. Wahrend fur die Genbank-Sequenz (NM 178596.2) nur ein Exon verzeichnet
ist, das die codierende Region enthalt (rote Schrift), wurde in der aus der Maus-Retina isolierten
Spleilvariante ein weiteres untranslatiertes Exon (griine Schrift) identifiziert. Bei der verwendeten
Primer-Kombination ,,Cx30.2P6“ (gelb unterlegt) lagen die beiden Forward-Primer 708 bp bzw.
758 bp stromaufwarts und der Reverse-Primer 710 bp stromabwarts vom Startcodon (blau
unterlegt). Als Amplikon einer Nested-PCR mit diesen Primern ware ein Fragment von 1438 bp zu
erwarten gewesen, amplifiziert wurde jedoch ein PCR-Produkt von 740 bp. Der Grund hierfir wird
durch das Alignment des sequenzierten PCR-Produktes mit der Genbank-Sequenz von Cx30.2
deutlich: Es zeigt sich, dass hier eine alternativ gespleiRte Version des Cx30.2-Gens vorliegt
(Abbildung 8-2). Die Primer-Sequenz des zweiten Forward-Primers liegt im PCR-Produkt nicht
708 bp, sondern nur 30 bp stromaufwarts vom Startcodon. Bei den dazwischen liegenden Basen
muss es sich demnach um ein Intron handeln, das in der mMRNA-Sequenz nicht mehr vorhanden
ist. Wahrend fir die Genbank-Sequenz nur ein Exon verzeichnet ist, das die komplette
codierende Region und die 3‘ untranslatierte Region enthalt, wurde in der aus der Maus-Retina
isolierten SpleilRvariante ein weiteres untranslatiertes Exon identifiziert. Diese Sequenz deckt sich
mit der vor kurzem in Herz und Hirn identifizierten Cx30.2-Gensequenz (Kreuzberg et al., 2005).
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371

AATGCTACGGCTTGAGGGGCATGGGGACCCCCTTCACCTGGAAGAGGTAAAGAGACACAA
AATGCTACGGCTTGAGGGGCATGGGGACCCCCTTCACCTGGAAGAGGTAAAGAGACACAA
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Sequenzierung
Cx32 NM008124.2

Sequenzierung GGTGCACATCTCAGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGTGTGGTGTTCCGGCTGCT 659
Cx32 NM008124. GGTGCACATCTCAGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGTGTGGTGTTCCGGCTGCT 431
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Sequenzierung GTTCGAGGCTGTCTTCATGTATGTCTTCTATCTGCTCTACCCCGGCTATGCCATGGTGCG 719
Cx32 NM008124. GTTCGAGGCTGTCTTCATGTATGTCTTCTATCTGCTCTACCCCGGCTATGCCATGGTGCG 491
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Sequenzierung GCTGGTCAAGTGTGAAGCCTTCCCCTGCCCCAACACAGTGGACTGCTTCGTGTCCCGCCC 779
Cx32 NM008124. GCTGGTCAAGTGTGAAGCCTTCCCCTGCCCCAACACAGTGGACTGCTTCGTGTCCCGCCC 551
Kk K ok ok ok kK Kk ok ok ok kK K ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ko ok ok ok Kk ok ok ok kK R ok ok ok kK Kk
Sequenzierung CACCGAGAAAACCGTCTTCACTGTCTTTATGCTCGCAGCCTCCGGCATCTGCATTATCCT 839
Cx32 NM008124. CACCGAGAAAACCGTCTTCACTGTCTTTATGCTCGCAGCCTCCGGCATCTGCATTATCCT 611
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Cx32 NM008124.
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CAACGTGGCGGAGGTGGTGTACCTCATCATCCGGGCCTGTGCCCGCCGTGCTCAGCGCCG
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CTCCAATCCGCCCTCCCGCAAGGGCTCGGGCTTCGGCCACCGCCTCTCACCTGAATACAA
CTCCAATCCGCCCTCCCGCAAGGGCTCGGGCTTCGGCCACCGCCTCTCACCTGAATACAA
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GCAGAATGAGATCAACAAGCTGCTGAGCAATCGAATT---CCCGCGGCCGCCATGGCG-G
GCAGAATGAGATCAACAAGCTGCTGAGCGAGCAGGATGGCTCTCTGAAAGACATACTGCG

khkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkx * % * * * * Kk x Kk * %

899
671

959
731

1015
791

Abbildung 8-3. Alignment des amplifizierten Cx32-Fragments und der Genbank-Sequenz.
Die in Photorezeptoren amplifizierte Sequenz zeigte eine 100%ige Ubereinstimmung mit der
Cx32-Genbank-Sequenz NM 008124.2.
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Sequenzierung = =000mmmmmmmm—mmm AGTCTGTCTTCGAGGTGGCCT 21
Cx43 NM010288.3 GTGGCCTGCTGAGAACCTACATCATCAGCATCCTCTTCAAGTCTGTCTTCGAGGTGGCCT 60

ROk ko kb kb kb kb b b b b i
Sequenzierung TCCTGCTGATCCAGTGGTACATCTATGGGTTCAGCCTGAGTGCGGTCTACACCTGCAAGA 81
Cx43 NM010288.3 TCCTGCTGATCCAGTGGTACATCTATGGGTTCAGCCTGAGTGCGGTCTACACCTGCAAGA 120
Ak hkkhhkkhhhkhkhkhhkhkhhhhhhhhhhhhhbhhhkhhkhhbhh kA bk hhkhrhkh bk kb hkrhk kA hAhkrkhkk
Sequenzierung GAGATCCCTGCCCCCACCAGGTGGACTGCTTCCTCTCACGTCCCACGGAGAAAACCATCT 141
Cx43 NM010288.3 GAGATCCCTGCCCCCACCAGGTGGACTGCTTCCTCTCACGTCCCACGGAGAAAACCATCT 180
khkhkkhkhkkhkhhkhkhkhhkhhhhhhhhhhhhh b hhhkhhkh b h bk hkh bk b hhbhkhk bk kb hk bk kA hkhkkhkk
Sequenzierung TCATCATCTTCATGCTGGTGGTGTCCTTGGTGTCTCTCGCTCAAAGGACTTATGATGCTG 201
Cx43 NM010288.3 TCATCATCTTCATGCTGGTGGTGTCCTTGGTGTCT-——==—=====————=—————————— 215

Abbildung 8-4. Alignment der Cx43-Sequenzierung und der Genbank-Sequenz. Das
Sequenzalignment der
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Abbildung 8-5. Alignment der Sequenzierung und der Cx45-Sequenz der Genbank. Das

Sequenzalignment  der
Ubereinstimmung mit der Genbank-Sequenz NM 001159382.1.

in Photorezeptoren amplifizierten Sequenz zeigt

eine 91%ige
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TCGCATGGAGGAGAAGCGAAAGGACCGTGAAGCTGAGGAGCTCTGTCAGCAGTCGCGCAG
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CAGTAGCAAAGGCACCAAGAAGTTCCGGCTGGAGGGCACACTGCTAAGGACCTATGTCTG
CAGTAGCAAAGGCACCAAGAAGTTCCGGCTGGAGGGCACACTGCTAAGGACCTATGTCTG
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CCACATCATCTTCAAGACCCTCTTTGAGGTGGGCTTCATCGTGGGCCATTACTTCCTGTA
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Abbildung 8-6. Alignment der Sequenzierung und der Cx50-Sequenz der Genbank. Das
Sequenzalignment
Ubereinstimmung mit der Genbank-Sequenz NM 008123.2.

eine 98%ige



Anhang

153

Sequenzierung
Cx57

Sequenzierung
Cx57

Sequenzierung
Cx57

Abbildung 8-7. Alignment der Sequenzierung und der Cx57-Sequenz. Ein Sequenzvergleich
zwischen der aus Photorezeptor-cDNA amplifizierten Sequenz und der Cx57-Genbank-Sequenz

TTCACAAACTACTCAGGGACCCAGCAGTGTATGGTCTGTTCTTCTTTACCTGAAAGAATC
--—-ACAAACTACTCAGGGACCCAGCAGTGTATGATCTGTTCTTCTTTACCTGAAAGAATC

E R R R R T R

TCACTACTTCAAGCCAACAATAAGCAGCGAGTCATCCGAGTCAATATACCACGGTCTAAA
TCACTACTTCAAGCCAACAATAAACAGCAAGTCATCCGAGTCAATATACCACGGTCTAAA
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AGCATGTGGCAAATTCCACACCCCAGGCAACTTGAGGTAGATGTATCCTG-—————————
AGCATGTGGCAAATTCCACACCCCAGGCAACTTGAGGTAGATGTATCCTGTGGCAAAAGA
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NM 010289.2 ergab eine Ubereinstimmung von 98%.
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Abbildung 8-8. Alignment der Sequenzierung und der Panx1-Sequenz der Genbank. Das
Sequenzalignment der in Photorezeptoren amplifizierten Sequenz zeigt eine naherzu 100%ige

GAGAAGAACTCTCGCCAGAGGCTTCTGAATCCGTCCTGCTAATGGTTTCCTTCTTGAATT
—————————————————————————————— TCGTCCTGCT-ATGGTTTCCTTCTTGAATT

KhkhkhkhkK Kk k KAk hkrAhkA kA hd Ak Ak *k*

TCAAGCCTGTGACTTCTGTGGCTGACGCACCCCTGTTGGATCTGTAGTTAGTTTGCAGTA
TCAAGCCTGTGACTTCTGTGGCTGACGCACCCCTGTTGGATCTGTAGTTAGTTTGCAGTA

B R R R R R R R R R R R R R

GATGTTTTTGGTATTGATGTAGTGTGTGTCCTACCAATCTCTAATAGACATAATGGCCAA
GATGTTTTTGGTATTGATGTAGTGTGTGTCCTACCAATCTCTAATAGACATAATGGCCAA

B R R R R R R R R R I S

CAGCGTCATAGAAGAATAGATTAGAAACGTCCCACAAGAGTAAGTGTGCTTTGTGTGAAG
CAGCGTCATAGAAGAATAGATTAGAAACGTCCCACAAGAGTAAGTGTGCTTTGTGTGAAG

R R R R R R R R R S

TCCTCATTGCAGGGCTGTTAAGAGCACAGAGCCTCAGCCACAGAGGAGCAGCATTCTGGA
TCCTCATTGCAGGGCTGTTAAGAGCACAGAGCCTCAGCCACAGAGGAGCAGCATTCTGGA
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CTGGCAGGTGCTAGAGGACCTGGGGCTTCTAGAGAGCAAGCACATGGAAGATGCTTTGTT
CTGGCAGGTGCTAGAGGA- === === === === == ——— oo

kkhk Kk kKA hkkhkhk Ak Kk kK kk*

TTGTGAGGTAATAAACATGTGAGGATGAAACTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Ubereinstimmung mit der Genbank-Sequenz NM 019482,

Sequenzierung 1 AGGAAGAGCACAAG--—————--— ACAGACACACTTATTGCCCCGCT 37
nlsoform2™ 1351 ccca;;ééééé;géggé;aagacagccgégggégégéll;lléééééégl 1400
Sequenzierung 38 GCTGGACGCTGGTGCCCGTGCTGCCCACCACTACAAGGGCAGTGGAGGTG 87
oz 10 S bsatbaal et B AL e
Sequenzierung 88 ATTCAGGCCCCTCCTCTGCCCCGCCTGCTGCCTCTGAGAAAAAGCATACC 137
Jsoform® 1451 atteaggecectostetgeoeegestaetgoetetgagasansgeatace 1500
Sequenzierung 138 CGCCACTTCTCCTTGGACGTGCATCCCTATATCCTAGGTACCAAGAAGGC 187
JTsoforn2® 1501 cgecacticteetisgacatacatecctatatostaggtaceaagangge 1550
Sequenzierung 188 CAAGACTGAGGCGGTACCCCCTGCCCTACCAGCCTCCCGCAGCCAAGAAG 237
JTsoforn2® 1551 cagactgasgeggtaceceetaceetactagesteotseageeagaag 1600
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Sequenzierung 238 GTGGCTTCCTGTCCCAGACAGAGGAATGTGGGCTGGGCCTAGCTGCAGCA 287
FEEEErErr e et et ettt r ettt rrrrrl
sIsoform2™ 1601 gtggcttcctgtcccagacagaggaatgtgggctgggectagetgcagcea 1650
Sequenzierung 288 CCCACCAAAGATGCTCCACTCCCCGAGAAGGAAATCCCGTACCCCACAGA 337
FEEETEErrrr ettt e el
nIsoform2™ 1651 cccaccaaagatgctccactccccgagaaggaaatcccgtaccccacaga 1700
Sequenzierung 338 GCCTGCCCTGCCAGGGCTCCCATCTGGGGGATCATTCCATGTCTGCTCAC 387
FEEEEEErrrr ettt e et e el
sIsoform2™ 1701 gcctgcccectgeccagggcectcecccatcectgggggatcatteccatgtetgetcac 1750
Sequenzierung 388 CCCCCGCAGCCCCCGCCGCTGCTTCCCTGTCACCAGGCAGTCTGGGCAAG 437
FEEETEEErrr ettt et et el
,Isoform2™ 1751 cccccgcageccccgecgectgettecctgtcaccaggecagtectgggcaag 1800
Sequenzierung 438 GCTGACCCTCTCACCATCCTGAGCCGGAACGCCACTCACCCCCTGCTCCA 487
FEEEETErr e et ettt e ettt rrrrrl
sIsoform2™ 1801 gctgaccctctcaccatcctgageccggaacgccactcacccectgetceca 1850
Sequenzierung 488 CATCAGCACGCTGTATGAGGCCCGGGAAGAGGAGGAAGGAGGCCCCTGTG 537
FEEEETErr ettt ettt e ettt rrrrrl
sIsoform2™ 1851 catcagcacgctgtatgaggcccgggaagaggaggaaggaggcccectgtg 1900
Sequenzierung 538 CCCCCTCAGACATGGGCGACCTCCTCAGCAT 568
FETEETEETErr ettt rrrrrl
sIsoform2™ 1901 ccccecctcagacatgggcgacctcectcagecatacccecgecccagecagate 1950

Abbildung 8-9. Alignment zur Detektion der retinalen Panx2-Sequenz. Das Amplikon einer
RT-PCR mit retinaler mRNA unter Einsatz der Primer ,Panx2lens/brainF/R* ergab nach
Sequenzierung eine 100%ige Ubereinstimmung des PCR-Produktes mit der in der Linse
entdeckten ,Isoform2*. Die in der 2004 in der Retina detektierte ,Isofom1“ wurde nicht amplifiziert.

8.3 Primer-Sequenzen

Tabelle 8-1 Primer. Die AmplikongrofRe in Klammern bezieht sich auf die Amplifikation auf
genomischer DNA.

Primer-Name Sequenz 5> 3¢

B-Aktin F TGTTACCAACTGGGACGACA
B-Aktin R AAGGAAGGCTGGAAAAGAGC
B-Aktin Rnest TTTGATGTCACGCACGATTT
B-Aktin nest neu GATCTGGCACCACACCTTCT
Calbindin F AGGCTGGATTGGAGCTATCA
CalbFnest ATGCCAGCAACTGAAGTCCT
CalbindinR AGCAAAGCATCCAGCTCATT
ConeArrestinF GGGGTCAATGCCTATCCTTT
ConeArrestinR CAAAGGTCTGGGAGAAGCTG
ConeArrestnestF GTTGCTAACCTGCCCTGTTC
Cx23forw AAAATGCATGGTTCCAGAGC
Cx23revNest GCCTTTAATCCCAGCACTCA
Cx23rev ATGAGCTATCGCCAGTTGGT
Cx230kt09F GATGTTCTTCCTCGGAGTGC
Cx230kt 09R AGCCGAAGAGGTGAATCTGA
Cx230kt09FN TCAGCTGTGACCCAGACAAG
Cx26USP CGGAAGTTCATGAAGGGAGAGAT
Cx26.DP4 TGGGCCGGGACACGAAGCAGTC
Cx26carpRACE3.1A ACCTACACCACCAGCATCTTCTTCCGGGTC
Cx26DSP PhBiotech GGTCTTTTGGACTTTCCT
Cx260kt09F CAAACACTCCACCAGCATTG
Cx260kt09R TACGGACCTTCTGGGTTTTG
Cx260kt09FN GATGAGCAAGCCGATTTTGT
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Primer-Name

Sequenz 52> 3

Cx29cytLoopF GGGAGGTACCAGGAAAGGAA
Cx29cTermR CCACCACTGACAATTCATCG
Cx29cytLoop Fnest CAAGGAGCAAGAGACCCAGA
Cx290kt09F CAAGGATGTCTCAGGGGCTA
Cx290kt09R CGGTTGTGTCCTTGGATCTT
Cx290kt09FN CAAGCTTCTCTGGGCCTATG
Cx30F GACATCAAACGGCAGAAGGT
Cx30R CTCTGCGCCTGTGTTCTTTT
Cx30RNested 1.PCR CTCTCTTTCAGGGCATGGTT

Cx30.2 Kreutzb F (P6)

CTCAGCTCTAAGGCCCAGGTCCCG

Cx30.2Kreutz. P2F (P6)

CAGGTCCCAAGCTGTCTCTCAAGGTC

Cx30.2 Kreutzb R (P6)

CCGCGCTGCGATGGCAAAGAG

Cx30.2 Forw(P2) GTTCCTAGGCTCCCTGCTG
Cx30.2 Rev(P2) GTAGCCAGCGACGCTTTG
Cx30.2 Forw nest (P3) ACGCGGTGCAGCTACAGT
Cx30.2 Rev nest (P3) GACCCTTCCAGAGCAGGTG
Cx30.2neuF(P4) GAGGACGAGCAGGAGGAGTT
Cx30.2neuFnest (P4) GTGTCCCACTACCGCTTCTG
Cx30.2neuR(P4) GGCGAAGTAGAAGACCACGA
Cx30.2Feb10F (P5) AAAGCGTCGCTGGCTACC
Cx30.2Feb10R (P5) CAGCACTAGGAAGTGCGACA
30.2NtermF (P1) GTTCCTAGGCTCCCTGCTG
30.2N-termR(P1) GATGTGGAAGAGCCAGAAGC
30.2NtermNestF (P1) CTCTGGCTGGTGATCATGC
30.2N-termNestR (P1) AAGAGCCAGAAGCGGTAGTG
Cx30.3F CCTGTACAGCAACCTGAGCA
Cx30.3R CTTGAGGGTGACCTCCTTTG
Cx30.3Fnest GACTATGACATGCCCCGAGT
Cx31Jan2010F AGCGCTGGGATGGTACA
Cx31Jan2010R TGTGTCTCAAGCAGCAGT
Cx31Jan10Rnest GATATACGCCGGGGATATGA
Cx31.1F CCAGGAAAAGATTGGTGAAGG
Cx31.1R ATTCTTTGCATGTGCAGTGG
Cx31.1Fnest CTTCAGCCTCTCGTTCAAGG
Cx32cytLoopF GAAAATGCTACGGCTTGAGG
Cx32ctermR GGCGCAGTATGTCTTTCAGA
Cx32cterm nest GCTCAGCAGCTTGTTGATCTC
Cx33cyt LoopF GGAAAGGCACTTGGAGACAA
Cx33c-termR TCATCCTCCGCTTTTCTCAT
Cx33nestF GCAGTTCAAGTGTGGCAGTG
Cx330kt09F TCTTTTCATTTTCCGCATCC
Cx330kt09R GCTCTCCTGCAATTGTCTCC
Cx330kt09FN TTGGAGTGACGAGCAGTTTG
Cx36¢yt LoopF TTCCTAGCCCTGGACAGAGA
Cx36¢c-termR ACTGAGTCCTGCCGAAATTG
Cx36c¢cytLoop Fnest GAGGGAGCAAACGAGAAGAT
Cx37cytLoopF TACATGTAGAGCGGGCACTG
Cx37ctermR ATGAGAGCCCGTTGTAGGTG
Cx37nestR GGTAAGGGTCTGAGGCACTG
Cx39cytLoopF AGGTGCCCGACCTGTCTACT
Cx39c-termR AGGAAGTGGCCTCACTAGCA
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Primer-Name

Sequenz 52> 3¢

Cx39c-termRNest TGGTCTGAATGTTCCAGCAG
Cx40forw CTGGCTCACTGTCCTGTTCA
Cx40Rev CCAGAGCGTCTGGATTCTTC
Cx40nestR GCTGTCGGATCTTCTTCCAG
Cx400kt09F CCAGTACCTCCTCTATGGGATCT
Cx400kt09R GTTTGGCACTTCCCCAGTG
Cx400kt09FN CCTGGATACCCTGCATGTCT
Cx400kt09RN CAGAGCGTCTGGATTCTTCC
Cx43Forw AACAGTCTGCCTTTCGCTGT
Cx43Rev GAGCGAGAGACACCAAGGAC
Cx43Revnest GAGAGGAAGCAGTCCACCTG
Cx430kt09F GAACACGGCAAGGTGAAGAT
Cx430kt09R GAGCGAGAGACACCAAGGAC
Cx430kt09FN GTGGCCTGCTGAGAACCTAC
Cx45 forw TTTGTGTGCAACACAGAGCA
Cx45Rev CTGGGCAATATTGGCTTTGT
Cx45Forw nest AAGAGCAGAGCCAACCAAAA
Cx450kt09F GAAACGGAAGAGGACCATGA
Cx450kt09R CCCAAACCCTAAGTGAAGCA
Cx450kt09FN AAGAGCAGAGCCAACCAAAA
Cx46F AGGAGAGACAACCCTCAGCA
Cx46R CCTGCTTGAGCTTCTTCCAG
Cx46Nested F1.PCR AGAAAGAGCGGGAGGAAGAG
Cx46Nested R1.PCR TTTGCCTGTACTGTGGGACA
Cx47cytLoopF AGGAGGATGAGGACGAGGAG
Cx47cTermR CTGCCTGTACTGCCCTTCTC
Cx47Feb10F GCTGGTCATGTACGTGGTT
Cx47Feb10R GCTGTAGTCTGGAGGGCAAG
Cx47Feb10Fnest TAGTGGATTGCTTCGTGTCG
Cx50 forw CCCCAATGTGGTAGACTGCT
Cx50Rev GAGTGAGGGTGCCTTCTCAG
Cx50 nestF AGAGGCCTGTAGAGCAACCA
Cx500kt09F CTCCATCGCTGATGTACGTG
Cx500kt09R GCGACTGATAACATGAAGAGGA
Cx500kt09FN GAAAGGACCGTGAAGCTGAG
Cx500kt09RN CTCAGTAGGCCGGGATACAA
Cx57No3F CAGATGATGGACGGTGTTGA
Cx57No3R CATCTCGGCATCAGGAAAAT
Cx57PetR AAGCCGTCATTGTACCGAAC
Cx57No3Fnest CAGCAGTGGGAACACTGAGA
Cx degeneriertaF SCTSTTCATYTTCMGMATBCT
Cx degeneriert aFnest TGYRAVAAYGTCTGYTAYGA
Cx degeneriert aR AAGATRGTYTTCTCNGWRGG
Cx degeneriert BF CTMTGGKCYCTGCAGCT

Cx degeneriert BFnest YMCTGCAGMTBATCHTBGT
Cx degeneriert BR KGGRAYGWARCARTYYAC

CxAlphBetGam1F

TGYAAYACNVNNCARCCNGGBTG

CxAlphBetGam2F

TGYAAYACNVNNCARCCNGGBTGYVMVAAYGTCTGCTA
YGA

CxBetal1F

TTCCCSRTSTCYMACRTSCGVCTMTGGKCYCTGCAGCT

CxBeta2F

CGVCTMTGGKCYCTGCAGCTBATC

CxBeta3F

CGVCTMTGGKCYCTGCAGCTBATCHTBGT
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Primer-Name

Sequenz 52> 3

CxGamma1F CTGCTRGAGGAGATCCACAA

CxGamma2F AGCAYGATGGSCGRCGACGMAT

GAPDH mm for GACTCCACTCACGGCAAATTC

GAPDH mm rev CACATTGGGGGTAGGAACAC

GlutSynthF GCGACATGTACCTCCATCCT

GlutSynthR TGGGGTCAAAGGTTGCTATC

GlutSyntNestR ACCCGATGCAAGATAAAACG

HCN4Forw CTCCTCCAGGTCACCATCAT

HCN4Rev TGAGCTTCAGGTCCTGTGTG

HCN4ForwN CAGCCTCCTGGAGAGTTGTC

Mutagenese t67r ACTAGTCCAGTGTGGTGGAARTCATGGCGACC
Mutagenese c823g CCTGTGCCCTGGGCGCCTCACCT

Mutagenese c1001t ATCTTCCGCAAGAGCAACTTCATCTTCGACAAACTAAAC
Mutagenese a2062g CCGAGAACAGTTGTGAGTACTGTGGAGTTTTGAGG

Mutagenese c1124t

CCACATCAAGTCGCTGAACCGGCTGGACT

MutKozak-t67r forw

ACTAGTCCAGTGTGGTGGAARTCATGGCGACC

Mutc823g Forw

CCTGTGCCCTGGGCGCCTCACCT

Mutc1001tForw

ATCTTCCGCAAGAGCAACTTCATCTTCGACAAACTAAAC

Mutc1124tForw

CCACATCAAGTCGCTGAACCGGCTGGACT

Muta2062gForw

CCGAGAACAGTTGTGAGTACTGTGGAGTTTTGAGG

Muta t85g

GCGAATTCACTAGTGATTATTGAAGTCATGGCGACCGC
G

Mutat85g antisense

CGCTTAAGTGATCACTAATAACTTCAGTACCGCTGGCG
C

Panx1 cds nest F GCTGCTCAGCCTCATTAACC
Panx1 cds nest R TTCTTCTCCCCATTGTTTGC
Panx1 cds R TTAGCAGGACGGATTCAGAA
Panx1 SC F1 AGGCCACGGAGTATGTGTTCT
Panx1 SC R1 AGCGCGGTTGTAGACTTTGTCA
Panx1 SC R2 AGAGAAGCGCCAGAAGAGTG
Panx1SondeNeu1F ATGTCTGAAGGTGCTGGAGAA
Panx1SondeNeu1R TTCTTCTCCCCATTGTTTGC
Panx1SondeNeu2F AGCCCACCTTCGATGTTCTAC
Panx1SondeNeu2R TACGTGGGAATTTTTCCATCA
Panx1Exon5F GCAAACAATGGGGAGAAGAA
Panx1Exon5R GCTCTCTAGAAGCCCCAGGT
Panx1Exon5RNest TCCTCTAGCACCTGCCAGTC

Panx2 full length EcoF

ATTGAATTCATGGCGACCGCGCTGCTGGCG

Panx2 full length Xhol R

AACCTCGAGTACCCAAGCCTAGGCTCAGC

Panx2fullEGFPanxhoF

AACCTCGAGATGGCGACCGCGCTGCTGGCG

Panx2NeufullXhoF

AACATATCACTCGAGATGGCGACCGCGCTGCTGGCG

Panx2lens/brainF GGAAGACAGCCACAGACACA
Panx2lens/brainR ACAACTGTTCTCGGCTCCTC
Panx2ScF1 ACAGGTGTGGACATCGTCTTG
Panx2ScR1 TGTCTGTGGCTGTCTTCCTG
Panx2ScR2 AGTGGGGATCCACTTCATTTTC

Panx2Petra1

AACCTCGAGAAACTCCACAGTACTCACAAC

Panx2fullEGFPecoR

AGCGAATTCCCAAAACTCCACAGTACTCAC

Panx2Neufull EcoR

AGCGAATTCCCAAAACTCCACAGTACTCACAACTGTTCT

Panx2intronspF1

AGCCTGATGGTTCTGCTGAG

Panx2intronspF2

AGGCCCCGTAAGAAAATGAAGTG
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Primer-Name

Sequenz 52> 3¢

Panx2 intronspR1

AGTGAGCAGACATGGAATGATCC

Panx2Exon2F

GACCACATCAAGTCGCTGAA

Panx2Exon2R

TGTCTGTGGCTGTCTTCCTG

Panx2Exon2RNest

CTTGGGCTTCTCAGTCTTGC

Panx2 AK F

CAGGAAGACAGCCACAGACA

Panx2 KozakBamF

AGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAAGTCATG

GC

Panx2KozakR

TTGCTGTTTTCCACGCGCATAATGGCCAGCTGCTCC

Panx2AK R

GCGGGTATGCTTTTTCTCAG

Rho mmF1

ATCACCACCACCCTCTACACA

Rho mm R1

AGTCGTCATCTCCCAGTGGAT

Rho mm F2

AGCCACACTTGGAGGTGAAAT

Rho mmR2

AAGCAAAGAAAGCTGGCAGAG

RhoNeuF

TGTTCATGCGGGATTGACTA

RhoNeuR

AGCAAAGAAAGCTGGCAGAG

RhoNeuFnest

GCCTGAGGTCAACAACGAAT

RhoNeuRnest

TGGCAGAGTCATGAAGATGG

Degenerierte Primer im Connexin-Alignment:

Primer-Kombination ,Cx degeneriert a“:

Cx degeneriert a F
Cx degeneriert a Fnest

Cx degeneriert a R

(GC)CT(GC)TTCAT(CT)TTC(AC)G(AC)AT(GCT)CT
SCTSTTCATYTTCMGMATBCT
TG(CT)(AG)A(AGC)A A(CT)GTCTG(CT)TA(CT)GA
TGYRAVAAYGTCTGYTAYGA
AAGAT(AG)GT(CT)TTCTC(AGCT)GT(AG)GG

AAGATRGTYTTCTCNGWRGG

Primer-Kombination ,Cx degeneriert *:

Cx degeneriert B F
Cx degeneriert 3 Fnest

Cx degeneriert f R

Cx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Cx417
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46

CTMTGGKCYCTGCAGCT

YMCTGCAGMTBATCHTBGT

KGGRAYGWARCARTYYAC

CT(AC)TGG(GT)C(CT)CTGCAGCT
(CT)(AC)CTGCAG(AC)T(GCT)ATC(ACT)T(GCT)GT

(GT)GG(AG)A(CT)G(AT)A(AG) CA(AG)T(CT)(CT)AC

—--ATGAGCTGGAGCTTCCTGACGCGGCTGCTGGAGGA---GATCCACAATCATT-CCAC 53
ATGGGGGAATGGACCATCTTGGAGAGGCTGCTGGAAGCCGCGGTGCAGCAGCACT-CCAC 59
—-—-—-ATGAGTTGGAGCTTCCTGACTCGCCTGCTAGAGGA---GATCCACAACCATT-CGAC 53
—--ATGAACTGGGGATTTCTCCAGGGAATCCTGAGTGG---TGTGAACAAGTACT-CCAC 53
—-—-—-ATGAACTGGAGTGTTTTTGAGGGACTCCTGAGCGG--~AGTCAACAAGTACT-CCAC 53
—-—-—-ATGGACTGGAAGAAGCTCCAAGACCTATTGAGTGG---CGTGAACCAGTACT-CCAC 53
—--ATGAACTGGACAGGTCTATACACCTTGCTCAGTGG---CGTGAATCGGCACT-CTAC 53
—-—--ATGGATTGGGGCACACTCCAGAGCATCCTCGGGGG--~-TGTCAACAAACACT-CCAC 53
—-—-—-ATGGACTGGGGGACCCTGCACACCGTCATCGGTGG--~CGTGAACAAGCACT-CTAC 53
ATGGGCGACTGGAGTTTCCTGGGAAACATCTTGGAAGA---GGTGAATGAGCACT-CCAC 56
ATGGGTGACTGGAGCGCCTTGGGGAAGCTGCTGGACAA---GGTCCAAGCCTACT-CCAC 56
ATGAGTGATTGGAGTGCCTTACACCAGCTCCTAGAAAA---GGTTCAACCCTACT-CCAC 56
ATGGGCGACTGGGGCTTCCTGGAGAAGTTGCTAGACCA---GGTCCAGGAACACT-CGAC 56
ATGGGCGACTGGAGCTTCCTGGGGCGGCTGCTGGAGAA---CGCACAGGAGCACT-CTAC 56
ATGGGAGATTGGAATTTACTGGGTGGCATCCTAGAGGA---AGTCCACTCCCACT-CCAC 56
ATGGGTGACTGGAGCTTCCTGGGGGAGTTCCTGGAGGA---GGTCCACAAGCACT-CCAC 56
ATGGGGGAGTGGGCGTTCCTAGGCTCCCTGCTGGACGC---GGTGCAGCTACAGT-CGCC 56
ATGGAGAAGTTGAACTTGTTGGGATTCCTCATCATCAC---CTTA-AACTGTAACGTGAC 56
---ATGTGCGGCAGGTTCCTGAGACAGCTATTGGCTCA---GGAGAGCCAGCACT-CCAC 53
——--ATGTCTCTAAATTACATCAAGAACTTCTATGAAG---GATGTGTTAAGCCTCCAAC 53
CTTCGTGGGCAAAGTTTGGCTCACTGTGCTGGTGGTCTTCCGCATTGTGCTGACAGCCGT 113
TATGATTGGGAGGATCCTGTTGACTGTGGTGGT CTTCCGGATACTCATTGTGGCCAT 119
ATTTGTAGGGAAGATCTGGCTCACTGTGCTGATTGTCTTTCGAATTGTCCTAACTGCTGT 113
GGCACTGGGCCGCATCTGGCTGTCTGTGGTCTTCATCTTCCGGGTGCTGGTGTATGTGGT 113
AGCCTTTGGTCGCATCTGGCTGTCTCTGGTCTTCGTCTTCCGTGTGCTGGTGTACCTGGT 113
GGCATTTGGGCGCATCTGGCTGTCAGTAGTG “GGGTGCTGGTGTACGTGGT 113
AGCCATTGGCCGAGTATGGCTGTCTGTCATC CAGAATCATGGTGCTGGTGGT 113
CAGCATTGGAAAGATCTGGCTCACGGTCCTC "ATGATCCTCGTGGT 113
CAGCATAGGGAAGGTGTGGATCACGGTCATC CATGATCCTAGTGGT 113
TGTCATCGGCAGAGTCTGGCTCACAGTG! TCTTCCGCATCCTCATCCTCGGGAC 116
GGCCGGAGGGAAGGTGTGGCTGTCGGTGCTC AGAATCCTGCTCCTGGGGAC 116
AGCTGGAGGAAAGGTATGGATCAAGGTTCTT! > CCTGCTCCTGGGCAC 116
CGTGGTGGGCAAGATCTGGTTAACGGTGCTCTTCATCT ATCCTCATCCTGGGGCT 116
AGTCATCGGCAAAGTGTGGCTGACCGTGCTGTTCATCTTCCGCATTCTGGTGTTAGGGGC 116
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Cx57 TATAGTGGGGAAGATCTGGCTGACCATCCTCTTCATCTTCCGAATGCTGGTACTTGGTGT 116
Cx40 AGTCATCGGCAAGGTCTGGCTCACTGTCCTGTTCATTTTCCGCATGCTGGTCCTGGGCAC 116
Cx30.2 GCTCGTGGGTCGTCTCTGGCTGGTGATCATGCTGATCTTCCGCATCCTGGTGCTGGCCAC 116
Cx39 CATCATGGGCATGATCTGGCTGATCGTGGAGGTCTTGCTGAGGATGCTAGTGGTGGTCTT 116
Cx29 CCCTGTGGGGCGCTTCCTTCTTCCCATGCTCATGGGATTCCGTCTCCTGATCTTGGTTTC 113
Cx23 TGTGATCGGCCAGTTCCACACTCTCTTCTTCGGCTCAGTGCGGATGTTCTTCCTCGGAGT 113
Cx47 CGGTGGTGAGT-CCATCTATTCAGATGAGCAATCCAAGTTCACCTGCAACACGCGGCAAC 172
Cx36 TGTAGGGGAGA-CGGTGTACGATGATGAGCAGACCATGTTTGTGTGCAACACCCTACAGC 178
Cx45 AGGAGGAGAGT-CCATCTACTATGATGAACAAAGCAAATTTGTGTGCAACACAGAGCAGC 172
Cx30.3 GGCGGCAGAGG-AGGTGTGGGACGACGATCAAAAGGATTTCATCTGCAATACCAAGCAGC 172
Cx31.1 GACAGCTGAGC-GCGTGTGGGGAGACGACCAGAAGGATTTTGACTGCAACACCAGGCAAC 172
Cx31 GGCTGCCGAGC-GTGTGTGGGGTGACGAGCAARAARAGACTTTGACTGTAACACCAGGCAAC 172
Cx32 GGCTGCTGAGA-GCGTGTGGGGGGATGAGAAGTCCTCTTTCATCTGTAACACCCTCCAGC 172
Cx26 GGCTGCAAAGG-AGGTGTGGGGAGATGAGCAAGCCGATTTTGTCTGCAACACGCTCCAGC 172
Cx30 GGCTGCCCAGG-AAGTGTGGGGTGATGAGCAGGAGGACTTTGTCTGCAACACTCTGCAGC 173
Cx50 AGCAGCGGAGT-TTGTGTGGGGCGATGAGCAATCTGATTTTGTATGCAACACCCAGCAGC 175
Cx43 AGCGGTTGAGT-CAGCTTGGGGTGATGAACAGTCTGCCTTTCGCTGTAACACTCAACAAC 175
Cx33 TGCTATCGAGT-CGGCTTGGAGTGACGAGCAGTTTGAGTTCCATTGCAACACTCAGCAGC 175
Cx37 GGCTGGCGAGT-CGGTGTGGGGCGACGAGCAGTCTGATTTTGAGTGTAACACAGCCCAGC 175
Cx46 GGCAGCCGAGG-AGGTGTGGGGCGACGAGCAATCGGACTTCACCTGCAACACACAGCAGC 175
Cx57 CGCTGCTGAGG-ACGTCTGGGATGATGAGCAGTCCGCCTTTGCCTGCAACACCCAGCAGC 175
Cx40 CGCTGCTGAGT-CCTCCTGGGGAGATGAGCAGGCCGACTTCCGGTGCGATACCATTCAGC 175
Cx30.2 GGTGGGAGGTG-CGGTGTTCGAGGACGAGCAGGAGGAGTTCGTGTGTAACACGTTGCAGC 175
Cx39 GGCAGGGTCAC-CTATCTATGAGGATGAACAAGAGAGGTTTATTTGCAACACACTGCAAC 175
Cx29 CAGTGGACCTG-GGGTTTTCGGCAATGATGAGAATGAATTCATATGTCATTTAGGGCAGC 172
Cx23 ~GCTGGGCTTTGCTGTCTACGGGAATGAGGCGTTGCACTTCAGCTGTGACCCAGACAAGC 172
Cx47 CGGGTTGTGACAACGTCTGCTACGACGCCTTTGCGCCCCTGTCTCATGTGCGCTTCT

Cx36 CCGGCTGTAACCAGGCCTGCTATGACCGCGCCTTTCCCATCTCCCATATACGTTAC

Cx45 CGGGCTGTGAGAATGTCTGCTATGATGCCTTTGCCCCGCTCTCCCACGTGCGCT

Cx30.3 CAGGCTGCCCCAACGTCTGCTATGATGAGTTCTTCCCCGTGTCCCACGTGCGCCTCT

Cx31.1 CGGGCTGTACCAATGTCTGCTACGATGAGTTCTTCCCCGTGTCTCACGTGCGCCT

Cx31 CCGGCTGTACCAACGTGTGCTATGACAACTTCTTCCCCATCTCCAACATCCGAC

Cx32 CGGGCTGCAACAGCGTCTGCTATGACCATTTTTTCCCCATCTCCCACGTGCGCCTATGGT 232
Cx26 CTGGCTGCAAGAATGTATGCTACGACCACCACTTCCCCATCTCTCACATCCGGCTC

Cx30 CAGGGTGCAAGAACGTCTGCTATGACCATTTCTTCCCGGTGTCTCACATCCGGCTC

Cx50 CAGGCTGTGAGAATGTCTGCTACGATGAGGCCTTTCCCATCTCACACATCCGCCTC

Cx43 CCGGTTGTGAARATGTCTGCTATGACAAGTCCTTCCCCATCTCTCACGTGCGCTTC

Cx33 CTGGTTGTGAARATGTCTGCTATGACCATGCCTTCCCAATCTCTCACGTGCGCCTC

Cx37 CGGGCTGCACCAACGTCTGCTATGACCAGGCCTTCCCCATCTCCCACATCCGATACT

Cx46 CAGGCTGTGAGAACGTCTGCTACGACCGCGCTTTCCCCATTTCGCACATCCGCTTC

Cx57 CCGGTTGCAACAATATCTGTTACGATGATGCTTTCCCCATCTCTTTGATCAGATT

Cx40 CTGGTTGCCAARATGTCTGCTATGACCAAGCCTTCCCCATCTCCCACATTCGTTAT G 235
Cx30.2 CCGGCTGTCGCCAGACCTGCTACGATCGCGCCTTCCCGGTGTCCCACTACCGCTIC -C 235
Cx39 CAGGATGTGCCAACGTTTGCTACGACCTCTTTTCCCCAGTGTCACCGCTGCGATT™

Cx29 CAGGCTGCAAGACCATTTGCTATGATGTCTTCCGCCCTCTCTCTCCATTGCGCTTC

Cx23 GAGAGATAAACCTGTTCTGTTACAATCAGTTCCGGCCAATAACTCCCCAAGTGTTC

Cx47 TCTTCC AGTGGTCATCTCCACACCTTCTGTCATGTACCTGGGCTATGCAGTCCACC 292
Cx36 TCTTCC TCATAATGGTGTGCACCCCCAGTCTCTGTTTTATCACCTATTCTGTGCACC 298
Cx45 'ATTCCAGAT GTTGCAACTCCCTCTGTGATGTACCTGGGATATGCTATTCATA 292
Cx30.3 Cc TCACCTGTCCTTCCCTGTTAGTGGTCATGCATGTGGCCTATC 292
Cx31.1 TCACCTGCCCCTCTTTGCTTGTGGTCATGCATGTGGCCTATC 292
Cx31 'CACGTGTCCGTCTATGCTGGTCATCCTGCATGTAGCCTACC 292
Cx32 TTTCCACCCCAGCTCTCCTCGTGGCAATGCACGTAGCTCACC 292
Cx26 TGTCCACGCCAGCCCTCCTGGTAGCTATGCATGTGGCCTACC 292
Cx30 'GTCTACCCCAGCCCTGTTGGTGGCCATGCACGTGGCCTACT 293
Cx50 "GTCTCCACTCCATCGCTGATGTACGTGGGGCACGCGGTACACC 295
Cx43 “GTGTCTGTGCCCACACTCCTGTACTTGGCTCACGTGTTCTATG 295
Cx33 'ATCTGTGCCTATTCTCTTATACCTGGCACATGTGTACTATG 295
Cx37 'CAGCACACCCACCCTGATCTACCTGGGCCACGTCATCTACC 295
Cx46 : “GTGTCTACGCCCACCCTCATCTATCTGGGCCACGTGCTACACA 295
Cx57 'CTTTGTGTCTTCCCCTTCTTTGGTGTATATGGGCCATGCCCTTTATA 295
Cx40 C 'GTGTCCACGCCTTCTCTAGTGTACATGGGCCATGCCATGCACA 295
Cx30.2 ACATCCTGCTGCTGTCGGCGCCGCCGGTGCTGTTCGTCATCTACTCCATGCACC 295

Cx39 SAGCCTGGCCTTGCTTCTGCCTTCGGTGGTCTTTGGCACTTACACCCTACACC 295

Cx29 SATGGCTGTACCCAGTGCCATTTATGTGGCTTTCACTCTGTATC 292
Cx23 TGTCCTGCTTCCTGGAGCTATTTTCCACCTGTATGCTGCATGCA 292
Cx47 GCTTGGCGCGGGCCTCGGAACAGGAGCGCAGACGCGCTCTCCGACGTCGCCCTGGCACCC 352
Cx36 AATCCGC-CAAGC----- AGCGAGAACGCCG----GTACTCTACTGTCTTCCTAGC---- 344
Cx45 AGATTGCCAAAAT-————————| GGAGCATGG———————————————————————— C---- 315
Cx30.3 GTGA--AGAGCGA---GAAAGGAAA-—————————— - - ——— e — o 312
Cx31.1 GAAA--GGCTCGA---GAGAAGAAG- 312
Cx31 GCGA--GGAGCGG---GAACGGAAG- 312
Cx32 AACA--GCACATA---GAAAAGARRAA 313
Cx26 GGAG--ACATGAAAAGAAACGGAAGT 316
Cx30 ACAG--ACATGAARACTGCCCGAAAGT 317
Cx50 ACGTTCGCATGGAGGAGAAGCGAAAGGACCGTGA-—~———————————————— 336
Cx43 TGATGAG. GGAAGAGAAGCTGAACAAG. GA-=—————————————————— 336
Cx33 TGGTTCGACAGAATAAGAAGTTGAACAAGCAAGA- 336
Cx37 TGTCTCGGCGGGAAGAGCGGTTGCGGCAGARAGA-—~—————————————-—-— 336
Cx46 TCGTGCGCATGGAGGAGAAGAAGAAAGAGCGGGA-—-———————————————-—-— 336
Cx57 GACTCAGGGACTTTGAGAAGCAGAGGCAGAAGAA-—————————————————— 336
Cx40 CTGTGCGCATGCAGGARAAGCAGAAATTGCGGGA-—~—=———————————-—-— 336
Cx30.2 AGGCCAGCAAGGAGGCGGGTGGTGCGCAG-—————————————————————————————— 324
Cx39 G---CGGTGCGAAGCTGGCTGCAGTGGGG---~ - 321
Cx29 ATGTGATTGGATACTGGGAGGTACCAGGAAAGGA-——————— - 326
Cx23 N e 294
Cx47 GGCGCTTGCCCAGGGCGCAGCTGCCACCGCCGCCACCTGGCTGGCCGGACACCACCGATC 412
Ccx36 mmmmm—oe CCTGGACAGAGACCCTGCTGAGTCTATAGGGGGACCTGGAGGAACTGGGGG 395
Cx45 - --GAGGCAGACAAGAAGGCAGCT-CGGAGCAAACCCTATGCCAT-GCGT 360
Cx30.3 336
Cx31.1 334
Cx31 336
Cx32 340
Cx26 343
Cx30 344
Cx50 GAGCTCTGTCAGCAGTCGCGCAGCAACGGGGGTGAGAGGGTACCAATCGCCCCAGACCAG 396

Cx43 CTC------. ARAGTGGCGCAGACCGACGGGGTCAACGTGGAGATGCACCTGAAGCAGATT 390
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Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Cx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Cx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Ccx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Cx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50
Cx43
Cx33
Cx37
Cx46
Cx57
Cx40

Cx30.

Cx39
Cx29
Cx23

Cx47
Cx36
Cx45

Cx30.
Cx31.

Cx31
Cx32
Cx26
Cx30
Cx50

CTG------ GAAGCTGCTCATTTTAATGAGGCCAGCGTGGAAAGGCACTTGGAGACAATT
CTC------ CGGGCGCTGCCATCCAAGGACCTACATGTAGAGCGGGCACTGGCTGCCATC
CTGCT--GAGGAGAGACAACCCTCAGCACGGCCGTGGTCGCGAGCCAATGCGTACAGGGA
TACCTTAGAGCCCAGATGGAGAATCCAGAGCTCGACCTGGAGGAGCAAC---AAAGGGTA

TGGGAGAGGCGGAGCCCATATTGGCTCTAGAGGAGGATGAGG-ACGAGGAGCCGGGGGCG
TGGGGGCAGCGGAGGGAGCAAACG----AGAAGATAAGAAGTTGCAAAATGCCATTGTCA
TGGAAACAGC--ACCGGGCTCTGGA---AGAAACGGAAGAGGACCATGAAG-——————-——
GCCCCAGCCCTGTACAGCAACCTGAGCAAGAAGAG
GTT----ACCTTTACCCGAATCCCGGCAAGAAGCG
TGCGCCAAACTGTACAGCCACCCGGGCAAGAAGCA-—~~-~-=-==-—-=-—-—-—-——-——————————
CCCTTCACCTGGAAGAGGTAAAGAGACACAAGGTGCACA-
TTAAGGACATCGAAGAGATCAAAACCCAGAAGGTCCGTA-————————————

TTAAAGACCTGGAGGACATCAAACGGCAGAAGGTGCGCA-~~~~———-—————

GCCAGCATCCGGAAGAGCAGCAGCAGTAGCARAGGCACCAAGAAGTTCCGGCTGGA--——
GAAATCAAGAAGTTCAAGTATGGGATTGAAGAACACGGCAAGG---TGAAGATGAG---—

GCCCGCGGGACCCTCCACTACGCGAT----GACCGTGGCAAGG---TGCGCATCGC-
GAT. GAGCTGAGGAGACTCGAGGAGCAGAAGAGGATTCAT GTCCCTCTGAA----
CCGAAAAGGCCGAGCTGTCCTGCTGGAAAGAAGTAGATGGGAAGA-TTGTCCTCCA--—-—
GCCG---AGGCGCCGTGCTCCCCGTGCGCCCTGCGCGCT

CCCGAGGGCCCCGGAGAAGACACGGAGGAGGAGCGAGCGGA--GGATGTGGCTGCCAAAG
AT--GGGGTGCTGCAGAACACAGAGACCACCAGTAAGGAGACAGAACCAGATTGCTTA-—
--—--AGGATCCTATGATGTATCCAGAGATGGAGTTAGAAAGC-GAA-—————————— AAA
---GGGTGGCCTGTGGTGGACATACCTGCTGAGTCTCATCTTCAAGGCTGCTGTGGACTC
——-GGGTGGACTCTGGTGGACATACGTCTTCAGCCTCTCGTTCAAGGCCACCATAGACAT
---TGGCGGCCTGTGGTGGACCTACTTGTTTAGCCTCATCTTCAAGCTCATCATCGAATT
—--AGGGACACTGTGGTGGACCTATGTCATCAGTGTGGTGTTCCGGCTGCTGTTCGAGGC
——-AGGGTCCCTGTGGTGGACCTACACCACCAGCATCTTCTTCCGGGTCATCTTTGAAGC
---GGGCTCCCTGTGGTGGACGTACACCAGCAGCATTTTCTTCCGCATCATCTTCGAAGC
---GGGCACACTGCTAAGGACCTATGTCTGCCACATCATCTTCAAGACCCTCTTTGAGGT
——-AGGTGGCCTGCTGAGAACCTACATCATCAGCATCCTCTTCAAGTCTGTCTTCGAGGT
—---AGGCAGATTGCTGCTAACCTACATGGCCAGCATCTTCTTCAAGTCTGTCTTCGAGAT
---TGGGGCGCTCATGGGTACCTATGTGGTCAGCGTGCTGTGTAAGAGTGTGCTGGAGGC
——-AGGTGCGCTGCTGCGGACCTACGTCTTCAACATCATCTTCAAGACACTCTTCGAAGT
-—--AGGATGTCTGCTGCGCACCTATGTCTTACACATCCTGACCAGATCAGTGCTAGAAGT
—--GGGCACCCTACTCAACACCTATGTCTGCACCATTCTGATCCGCACCACCATGGAGGT
——-CGCCGCGCGCGC-CGCTGCTACCTGCTGAGCGTGGCTCTGCGCCTGCTCGCCGAGCT
---TACTGC-TGCGCATGCTGCTGGAGGCCGGGCTGGCCTTCCTGCACTACTTTCTCTTT
————— TCAAGCTTCTCTGGGCCTATGTGGCACACCTTGGGGTACGGCTGGCCCTTGAGGG
————— GTACACTGT----GATTTACGTCCTCTCGGTCTTGTTAAGAATCAGCCTGGAGGT

GGGGCGGAGGTGATGGCAAGACGGTGGTCACTCCTGGCCCGGCCGGGCAGCAC-GATGGG
GAGGTTAAAGAGCTGACTCCACA----TCCATCTGGGCTGCGCACAGCAGCAA-GGTCCA
GAAAATAAAGAGCAGA---—-—— G----CCAACCAAAACCTA-----—— AGCAT-GATGGC
TGGCTTTCTCTACATCTTCCATT-GCATTTACAAGGACTATGACATGCCCCG--AGTGGT
TATCTTCCTCTACCTCTTCCACG-CATTCTATCCCAGATATACCCTCCCTTC--TATGGT
GGTCTTCCTGTACGTTCTCCACA-CGCTCTGGCATGGCTTCACCATGCCGCG--TCTGGT
TGTCTTCATGTATGTCTTCTATC-TGCTCTACCCCGGCTATGCCATGGTGCG--GCTGGT
CGTCTTCATGTACGTCTTTTACA-TCATGTACAATGGCTTCTTCATGCAACG--TCTGGT
CGCCTTCATGTATGTGTTCTACT-TCCTCTACAATGGGTACCACCTACCCTG--GGTACT
GGGCTTCATCGTGGGCCATTACT-TCCTGTATGGTTTCCGCATCCTGCCCC-——————— T
GGCCTTCCTGCTGATCCAGTGGT-ACATCTA---TGGGTTCAGCCTGAGTGC--GGTCTA
GGCCTTCCTCCTGATCCAGTGGT-ACATTTA---TGGATTTACTCTGAGTGC--CCTTTA
AGGCTTCCTCTATGGCCAGTGGC-GCCTCTA---TGGCTGGACCATGGAGCC--GGTGTT
GGGGTTCATCGCGGGCCAGTACT-TTCTATA---CGGCTTCCAGCTGCAGCC--ACTTTA
AGGGTTCATGATAGGCCAATATA-TTCTCTA---TGGGTTTCAAATGCACCC--CATTTA
GGCCTTCATCGTAGGCCAGTACC-TCCTCTA---TGGGATCTTCCTGGATAC--CCTGCA
GGCTTTCCTGGGCGGCCAGGCGC-TGCTCTA---CGGCTTCCGCGTGGACCC--GCACTA
GGCTTTTCTGTGCCCGCCCGCG--TGTCTTG---C-———— TCGCATGTACCCT-GCTCAG
AGCAGCTCTAGGTGTTCAGTACA-ATCTGTA---TGGTTTCAAGATGTCCAG--CACTTT
GTTCGCATTCTGGCTTCAGATTC-ACCTCTT---CGGCTTCCAAGTGAAGCCGATATACT

CGGCGACGCATCCAGAGGGAGGGCCTGATGCGTGTGTACGTGGCTCAGCTGGTGGTTAGG
~AGCTCCGAAGACAG---GAAGGTATCTCCCGCTTCTACATCATCCAAGTGGTGTTTCGA
CGACGACGAATTCGAGAGGATGGGCTCATGAAAATCTATGTGTTGCAGCTGCTGGCCAGG
AGCTTGCTCTG-------— TGACTCCCTGCCCCCACACTC “TGTTACATCG-CCCGA
CAAGTGCCATG------- CGGAGCCGTGTCCCAACAC. ATTG-CCAAG
ACAGTGCGCCAGCA----TAGTACCCTGCCCCAACAC!
CAAGTGTGAAG----———

GAAATGCAACG-------

GAAATGTGGCA--

CACCTGCAAGA-------
CATCTGTGAGC------—
TGTGTGCCAGC-—-—-—--—
CCGCTGCGACC-
CAAGTGCACCC-
TGTCTGCCGCA-
CGCGTGCGCCGG-—-——-—

GGGCTGTGGACT-----—

TATATGTCGTG--—----—

TGTGTGATACTGAATCTCTTGGTAAAAAACCAAATATTCTAAAATGCATGEG

GCGGCCTTCGAGGTGGCCTTTCTGGTGGGCCAGTACCTACTATACGGCTTCGAGGTGCCA
AATGCTCTGGAGATTGGGTTTCTGGTGGGCCAGTACTTTCTATATGGCTTCAGTGTTCCA
ACTGTGTTTGAGGTGGGCTTTCTAATAGGGCAGTATTTCCTGTATGGCTTCCAAGTCCAC
CCCACAGAGAAGAAGGTCTTCACCTA--CTTCATGGTAGTC--ACGGCAGCCATTT-GTA
CCCTCCGAGAARAACATCTTCATTGT--CTTCATGGTGGTC--ACGGCCGTCATCT-GCA
CCCACTGAGAAGAAGGTCTTTACCTA--CTTCATGGTAGGC--GCTTCTGCCGTCT-GCA
CCCACCGAGAARAACCGTCTTCACTGT--CTTTATGCTCGCA--GCCTCCGGCATCT-GCA
CCCACAGAAAAGACTGTCTTCACCGT--GTTTATGATTTCT--GTGTCTGGAATTT-GCA
CCAACTGAGAAAACGGTGTTCACTGT--TTTTATGATTTCC--GCATCCGTGATTT-GCA
CCTACTGAGAAGACCATCTTCATCCT--CTTCATGTTATCA--GTCGCTTTTGTGT-CAC

390
390
394
393
382
351
341
359
307

471
451
406
371
365
371
383
386
387
452
443
443
443
443
449
437
387
373
394
329

529
507
450
428
422
428
440
443
444
509
500
500
500
500
506
494
443
429
449
380

588
562
492
485
479
485
497
500
501
560
554
554
554
554
560
548
497
478
503
436

648
618
552
537
531
540
549
552
553
615
606
606
606
606
612
600
549
532
555
495

708
678
612
592
586
595
604
607
608
670
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Cx43 CCCACGGAGAARRACCATCTTCATCAT--CTTCATGCTGGTG--GTGTCCTTGGTGT-CTC 661

Cx33 CCCACCGAGAAAACCATCTTCATCCT--CTTCATGTTTGTG--GTGTCAGTGGTGT-CTT 661

Cx37 CCCACTGAGAAGACTATCTTCATCAT--CTTCATGCTGGTG--GTAGGAGTCATCT-CCC 661

Cx46 CCCACAGAGARAGACCATCTTTGTCAT--CTTCATGCTGGCT--GTGGCCTGTGCGT-CAC 661

Cx57 CCCACAGAGAAGACCATTTTCATGCT--TTTCATGCACAGC--ATTGCAGCCATCT-CCT 667

Cx40 CCCACGGAGAAGAATGTCTTCATTGT--CTTTATGATGGCT--GTGGCTGGACTGT-CTC 655
Cx30.2 CCCACCGAGAAGACCGTCTTCGTGGT--CTTCTACTTCGCC--GTCGGGCTGCTGT-CGG 604

Cx39 TCTTTTGGGCAGTGAGTGCGCTATCC--TTCCTGCTCAGCTTGGCTGACCTGCTTT-GGA 589

Cx29 CCCTCTGAGAAGACCATCTTCCTCAA--CATCATGTTTGGG--ATCAGCGGGGCCT-GTT 610

Cx23 CACTTTGAARARAGACTATTTTCCTCAT--TGCAATGTACACA--TTTACTGTGATCA-CGA 550

Cx47 CCCTTCTTTGCCTGCAGCCGCCAGCCTTGCCCCCACGTAGTGGATTGCTTCCTGTCGCGG 768

Cx36 GGGTTGTATGAGTGCAACCGTTACCCCTGCATCAAGGAGGTAGAATGTTATGTGTCTAGA 738

Cx45 CCATTTTATGTGTGCAGCAGACTTCCTTGCCCTCATAAGATAGACTGCTTTATTTCTAGA 672
Cx30.3 TTCTACTCAACCTCAGTGAGGTCGTCTACCTGGTGGGCAAGAGA-TGCATGGAGGTCTTC 651
Cx31.1 TCCTGCTTAACCTTGTGGAGCTGATCTACCTAGTGATTAAGCGG-TGTTCTGAGTGTGCG 645

Cx31 TTATTCTCACCATCTGTGAGATCTGCTACCTCATCTTCCACAGG-ATCATGCGAGGCATA 654

Cx32 TTATCCTCAACGTGGCGGAGGTGGTGTACCTCATCATCCGGGCC-TGTGCCCGCCGTGCT 663

Cx26 TTCTGCTAAATATCACAGAGCTGTGCTATTTGTTCGTTAGGTAT-TGCTCAGGAAAGTCC 666

Cx30 TGCTGCTCAATGTGGCCGAGTTGTGTTACCTGCTGCTTAARATTG-TGCTTTAGGAGATCC 667

Cx50 TCTTCCTCAACATCATGGAGATGAGCCACCTGGGCATGAAAGGAATCCGGTCTGCCTTCA 730

Cx43 TCGCTCTGAATATCATTGAGCTCTTCTATGTCTTCTTCAAGGGCGTTAAGGATCGCGTGA 721

Cx33 TTGTCTTGGATATCATTGAGCTGTTCTATGTCTTATTTAAGGCTATTAAGAATCGTATGA 721

Cx37 TGGTGCTCAACCTGCTGGAGCTGGTTCACCTGCTGTGTCGGTGTGTCAGCCGGGAGATAA 721

Cx46 TGGTACTCAACATGCTGGAGATTTACCACCTGGGCTGGAAGAAGCTCAAGCAGGGAGTTA 721

Cx57 TGTTACTCAATATCCTGGARATATTTCATCTCGGCATCAGGAARAATCATGAGGGCACTCG 727

Cx40 TGTTTCTCAGCCTGGCTGAACTCTACCACCTGGGCTGGAAGAAGATCCGACAGCGCTTTG 715
Cx30.2 CGCTGCTCAGCGTGGCGGAGCTGGGTCACCTG--CTCTGGAAGGGTCG-—~---——-—-—~— CC 652

Cx39 TCCTGCCGAGGAGARAGACACTGAGGACCACG--CAGTGGGTGAATGGAGAGGCTAGACC 647

Cx29 TCTTATTTATTTTCTTGGAGCTTGCGCTTTTGGGTTTAGGGAGGTTTTGGAGGATATACA 670

Cx23 TGGTATTATGTGTTGCTGAGGTTTTTGAGATCATATTTAGAAGATCATGTTTTCTCTTTA 610

Cx47 CCGACCGAGAAGACGGTCTTCTTGCTGGTCATGTACGTGGTTAGCTGTCTATGCTTGTTG 828..1314
Cx36 CCTACCGAGAAGACAGTCTTTCTGGTGTTCATGTTTGCTGTGAGCGGCATTTGTGTGGTG 798..966
Cx45 CCCACTGAARRAGACCATCTTCCTTCTGATAATGTATGGTGTCACAGGCCTCTGCCTATTG 732..1192
Cx30.3 CGTCCCCG-GCGCCGGAAAGCTTCCAGGA-—-—-——— GGCACCAACTGCCAGATACGTGCCC 704..801
Cx31.1 CAGCTGAG-GAGACCACCCACTGC--ACA-----— TGCAAAGAATGACCCAAACTGGGCC 696..816
Cx31 AGCAAGGGCAAGTCCACAAAGAGCATCAG------— CTCCCCGAAGTCCTCCAGCCGGGCC 708..813
Cx32 CAGCGCCGCTCCAATCCGCCCTCCCGCAA-—-———— GGGCTCGGGCTTCGGCCACCGCCTC 717..852
Cx26 ARAAAGACCAGTC-—————————~——— - - - - 678..678
Cx30 AARAGAACACAGGCGCAGAGAAAC--CAC- ~CCCAACCATGCCCTGARAGAGAGCA 719..787
Cx50 AGAGGCCTGTAGAGCAACCACTGGGGGAGAT----TGCTGAGAAGTCCCTCCACTCCATT 786..1323
Cx43 AGGGAAGAAGCGATCCTTACCACGCCACCACC--GGCCCACTGAGCCCATCCAAAGACTG 779..1149
Cx33 GAAAAGCGGAGGATGAGGTTTACTGTGAT----- GAGCTACCATGCCCTTCCCATGTCTC 776..852
Cx37 AGGCACGAAGGGACCACGACGCCCGCCC-——=—— GGCCCA--GGGCAGTGCCTCAGACCC 773..1002
Cx46 CTAACCACTTCAACCCAGATGCCTCAGA-------AGCCAG-GCACAAGCCCTTGGACCC 773..1254
Cx57 ATGGCAAATCCAGCAGTGGGAACACTGAGAACG-AAACAGGCCCTCCATTCCATTCAACA 786..1518
Cx40 GCAAGTCACGGCAGGGTGTGGACAAGCACC-----AGCTGCCTGGCCCTCCCACC-AGCC 769..1077
Cx30.2 AGCGCGCCAAG---CTGCTCCCGCC-—--——————— GCCGCCGCCGTCGCCCTCTTTGCC 698..837
Cx39 AGTCTGTGAAGTACCTGCACCTCCCCCTT------- GCCTCTTACAAAACCCCCAGGGCT 700..1095
Cx29 AGCACAAACTTTCCTTCTTAAAGAA-—————————=— GTTGCCAACTTCAGAGAGCTCTGT 719..777
Cx23 AACGATGA-—————————— T 618

8.4 Gensequenzen mit Primer- und Antikorperbindestellen

A.
1 atg J J Jg ytg ttaagcctcc aactgtgatc
61 ggccagttcc acactctctt cttcggctca gtgcggatgt tcttcctcecgg agtgctggge
121 tttgctgtct acgggaatga ggcgttgcac ttcagctgtg acccagacaa gcgagagata
181 aacctgttct gttacaatca gttccggcca ataactcccc ggc ~ag
241 ¢ J tg tc c t
301
361
421 gto
481 tgcatggttc
541 ¢ ]
601
B.

1 atgtctctaa attacatcaa ga tctat gaaggatgtg ttaagcctcc aactgtgatc
61 ggccagttcc acactctctt cttcggctca gtgcggatgt tcttcecctcgg agtgctggge
121 tttgctgtct acgggaatga ggcgttgcac ttcagctgtg acccagacaa gcgagagata
181 aacctgttct gttacaatca gttccggcca ataactcccc aagtgttctg

241 fe FE bfee

301
361
421
481
541
601 ctcttta a

Abbildung 8-10. Lage der Connexin23-Primer in der Cx23-Sequenz. Genbank-Accession-
Nummer NM 029722.1. A. Primer Cx23Forw, Cx23Rev, Cx23RevNest (rot); AmplikongréRe: 505
bp. Die Reverse-Primer liegen hier auBerhalb der codierenden Sequenz. B. Primer Cx230kt09F,
Cx230kt09R, Cx230kt09FN; Amplikon: 264 bp. Das Gen besteht aus drei Exonen. Exon 1 und
Exon 3 sind blau dargestellt.

yattc gcttcc tggagctatt ttccac
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61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
C.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661

atggattggg
ggaaagatct
aaggaggtgt
aagaatgtat
ctgatcatgg
gaaaagaaac
atcaaaaccc
ttcttccggg
ttcttcatgce
ttcatttcca
atttgcattc
aagtccaaaa

atggattggg
ggaaagatct
aaggaggtgt
aagaatgtat
ctgatcatgg
gaaaagaaac
atcaaaaccc
ttcttccggg
ttcttcatgc
ttcatttcca
atttgcattc
aagtccaaaa

atggattggg
ggaaagatct
aaggaggtgt
aagaatgtat
ctgatcatgg
gaaaagaaac
atcaaaaccc
ttcttccggg
ttcttcatgce
ttcatttcca
atttgcattc
aagtccaaaa

gcacactcca
ggctcacggt
ggggagatga
gctacgacca
tgtccacgce
ggaagttcat
agaaggtccg
tcatctttga
aacgtctggt
ggcccacaga
tgctaaatat
gaccagtcta

gcacactcca
ggctcacggt
ggggagatga
gctacgacca
tgtccacgcc
ggaagttcat
agaaggtccg
tcatctttga
aacgtctggt
ggcccacaga
tgctaaatat
gaccagtcta

gcacactcca
ggctcacggt
ggggagatga
gctacgacca
tgtccacgcc
ggaagttcat
agaaggtccg
tcatctttga
aacgtctggt
ggcccacaga
tgctaaatat
gaccagtcta a

gagcatcctc
cctcttcatc
gcaagccgat
ccacttcccce
agccctectg
gaagggagag
tatcgaaggg
agccgtcttce
gaaatgcaac
aaagactgtc
cacagagctg
a

gagcatcctc
cctcttcatce
gcaagccgat
ccacttcccc
agccctcecctg
gaagggagag
tatcgaaggg
agccgtcttc
gaaatgcaac
aaagactgtc
cacagagctg
a

gagcatcctc
cctcttcatc
gcaagccgat
ccacttccce
agccctcecctg
gaagggagag
tatcgaaggg
agccgtcttce
gaaatgcaac
aaagactgtc
cacagagctg

gggggtgtca
ttccgcatca
tttgtctgca
atctctcaca
gtagctatgc
ataaagaacg
tccctgtggt
atgtacgtct
gcttggcect
ttcaccgtgt
tgctatttgt

gggggtgtca
ttccgcatca
tttgtctgca
atctctcaca
gtagctatgc
ataaagaacg
tccetgtggt
atgtacgtct
gcttggccct
ttcaccgtgt
tgctatttgt

gggggtgtca
ttccgcatca
tttgtctgca
atctctcaca
gtagctatgce
ataaagaacg
tccectgtggt
atgtacgtct
gcttggcect
ttcaccgtgt
tgctatttgt

acaaacactc
tgatcctcgt
acacgctcca
tccggctcetg
atgtggccta
agtttaagga
ggacctacac
tttacatcat
gccccaatac
ttatgatttc
tcgttaggta

acaaacactc
tgatcctcgt
acacgctcca
tccggcetcectg
atgtggccta
agtttaagga
ggacctacac
tttacatcat
gccccaatac
ttatgatttc
tcgttaggta

acaaacactc
tgatcctcgt
acacgctcca
tccggcetcetg
atgtggccta
agtttaagga
ggacctacac
tttacatcat
gccccaatac
ttatgatttc
tcgttaggta

caccagcatt
ggtggctgca
gcctggctgce
ggctctgcag
ccggagacat
catcgaagag
caccagcatc
gtacaatggc
agtggactgce
tgtgtctgga
ttgctcagga

caccagcatt
ggtggctgcea
gcctggctge
ggctctgcag
ccggagacat
catcgaagag
caccagcatc
gtacaatggc
agtggactgc
tgtgtctgga
ttgctcagga

caccagcatt
ggtggctgca
gcctggetge
ggctctgcag
ccggagacat
catcgaagag
caccagcatc
gtacaatggc
agtggactgce
tgtgtctgga
ttgctcagga

Abbildung 8-11. Lage der Connexin26-Primer in der Cx26-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 008125.3. A. Primerkombination A;: Cx26DSP, Cx26USP, Cx26 DP4 Amplikon:246
bp B. Primerkombination B: Cx26DSP, Cx26USP, Cx26carpRACE3.1A; Amplikon 271 bp C.

Primer:

Cx260kt09F, Cx260kt09R, Cx260kt09FN (rot); AmplikongréRe: 247 bp. Das Gen

besteht aus zwei Exonen. Die vollstandige codierende Sequenz liegt auf dem zweiten Exon.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

atgcttctgce T

ttggctcagg
ggattccgtc
gaattcatat
cctctctcecte
atttatgtgg
aacaaggagc
aaaagcctca
ggagcagctc
tgtcgtgagg
accatcttcc
gagcttgcgce
ttaaagaagt
tcagtggtgg

atgcttctgce T

ttggctcagg
ggattccgtc
gaattcatat
cctctctcte
atttatgtgg
aacaaggagc
aaaagcctca
ggagcagctc
tgtcgtgagg
accatcttcc
gagcttgcgce
ttaaagaagt
tcagtggtgg

agagccagca
tcctgatctt
gtcatttagg
cattgcgcectt
ctttcactct
aagagaccca
agcttctctg
taggtgttca
atccttgtat
tcaacatcat
ttttgggttt
tgccaacttc
aggcaaaaga

ggagttgcc
agagccagca
tcctgatctt
gtcatttagg
cattgcgcectt
ctttcactct
aagagaccca
agcttctctg
taggtgttca
atccttgtat
tcaacatcat
ttttgggttt
tgccaacttc
aggcaaaaga

ggagttgcc aatcaa

gtgc
ctccacccct
ggtttccagt
gcagccaggc
ctgggcctte
gtatcatgtg
gattagcaaa
ggcctatgtg
gtacaatctg
tggcagcaca
gtttgggatc
agggaggttt
agagagctct
gccattttga

agtgce
ctccacccct
ggtttccagt
gcagccaggc
ctgggcctte
gtatcatgtg
gattagcaaa
ggcctatgtg
gtacaatctg
tggcagcaca
gtttgggatc
agggaggttt
agagagctct
gccattttga

aggatgtgcg
gtggggcget
ggacctgggg
tgcaagacca
caagtcattc
attggatact
ggggatcata
gcacaccttg
tatggtttca
acctgtttcc
agcggggcect
tggaggatat
gtaagatcca

aggatgtgcg
gtggggcget
ggacctgggg
tgcaagacca
caagtcattc
attggatact
ggggatcata
gcacaccttg
tatggtttca
acctgtttcc
agcggggcect
tggaggatat
gtaagatcca

gcaggttcct
tccttcttcece
ttttcggcaa
tttgctatga
tgatggctgt
gggaggtacc
gcaaggatgt
gggtacggct
agatgtccag
agtctcaccc
gtttcttatt
acaagcacaa
aggacacaac

gcaggttcct
tccttcttcece
ttttcggcaa
tttgctatga
tgatggctgt
gggaggtacc
gcaaggatgt
gggtacggct
agatgtccag
agtctcaccc
gtttcttatt
acaagcacaa
aggacacaac

gagacagcta
catgctcatg
tgatgagaat
tgtcttccge
acccagtgcce
aggaaaggaa
ctcaggggct
ggcccttgag
cacttttata
ctctgagaag
tattttcttg
actttcctte
cgatgaattg

gagacagcta
catgctcatg
tgatgagaat
tgtcttccge
acccagtgcce
aggaaaggaa
ctcaggggct
ggcccttgag
cacttttata
ctctgagaag
tattttcttg
actttcctte
cgatgaattg
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Abbildung 8-12. Lage der Connexin29-Primer in der Cx29-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 080450.4. A. Primer: Cx29cytLoopF, Cx29ctermR, Cx29cytLoopFnest (rot);
AmplikongréRe: 408bp. B. Primer Cx290kt09F, Cx290kt09R, Cx290kt09FN; Amplikon 344 bp.
Das Gen besteht aus drei, die codierende Sequenz aus zwei Exonen. Exon 1 ist blau dargestellt.

1 atggactggg ggaccctgca caccgtcatc ggtggcgtga acaagcactc taccagcata
61 gggaaggtgt ggatcacggt catctttatt ttccgagtca tgatcctagt ggtggctgcce
121 caggaagtgt ggggtgatga gcaggaggac tttgtctgca acactctgca gccagggtgce
181 aagaacgtct gctatgacca tttcttcccg gtgtctcaca tccggctctg ggccctgcag
241 ctgatctttg tgtctacccc agccctgttg gtggccatgc acgtggccta ctacagacat
301 gaaactgccc gaaagtttat acgtggggag aagagaaacg agtttaaaga cctggaggac
361 atcaaacggc agaaggtgcg cattgagggc tccctgtggt ggacgtacac cagcagcatt
421 ttcttccgca tcatcttcga agccgccttc atgtatgtgt tctacttcct ctacaatggg
481 taccacctac cctgggtact gaaatgtggc attgacccct gccccaatct cgtggactgce
541 ttcatttcga ggccaactga gaaaacggtg ttcactgttt ttatgatttc cgcatccgtg
601 atttgcatgc tgctcaatgt ggccgagttg tgttacctgc tgcttaaatt gtgctttagg
661 agatccaaaa gaacacaggc gcagagaaac caccccaacc atgccctgaa agagagcaag
721 cagaatgaaa tgaatgagct gatctcagat agtggccaga atgcaatcac aagtttccca
781 agttaa

Abbildung 8-13. Lage der Connexin30-Primer in der Cx30-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 001010937.1. Primer: Cx30F, Cx30RNested1.PCR, Cx30R (rot); Amplikongrofe:
329 bp. Das Gen besteht aus drei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf
Exon 3.

gaaagagg gacccagagg gacaggtccc agctgtctct caaggtcctc cgctcagcectce
taaggcccag gtcccggggt aagtggggtt ggggacatct agaggccact aagggtctac
agggacggga cgtggtgtat tctgtgtgtc tggggaggct tacaagagat gcttgataat
tgctatcaga gaggagtcga gggggctgtg cccggtctcc ttggctgagg ttggtgagga
agggaagatt gagggcgggc gagagatcct aagttggaaa aacaggcttc tgtgtcagct
tccaacccca aaaggcgttc cctgctgcga ggtgagagag aaaggagaca gtgggggctc
acccggcecctg gccctceccecect tgctcccagg ggtctcaaac agaaggaacg tagaattcta
gactccagta gccgctcttg ctcctggcac aaaaagccag gccagcaagg ttggccctga
agaagaacct agaatctggg gaaccttagg gtctccctag ccaagcaggc ccaggccagg
tgtgcgggga aatccctcct cagcacccct ctatgcccat atgaaggaat cccatagctg
aggatggact atcctcacac tctgacatta actcattaaa ccccagaaaa tattctttcc
ctggcgcect ccgagattgt tgagggacgg gggtgggggt gggggtgggg ggtggcgggg
gacagggggt attcagcccg ccccagcectg tgactacccc ctttcecctcecgt ccccagegtce
1 atgggggagt gggcgttcct aggctccctg ctggacgcgg tgcagctaca gtcgccgctce
61 gtgggtcgtc tctggctggt gatcatgctg atcttccgca tcctggtgct ggccacggtg
121 ggaggtgcgg tgttcgagga cgagcaggag gagttcgtgt gtaacacgtt gcagcccgge
181 tgtcgccaga cctgctacga tcgcgceccttc ccggtgtccc actaccgctt ctggctcttce
241 cacatcctgc tgctgtcggc gccgccggtg ctgttcgtca tctactccat gcaccaggcece
301 agcaaggagg cgggtggtgc gcagctggcc ccgccgtgcg cgcgcgggceg tgccgaggeg
361 ccgtgctccce cgtgcgccct gcgecgectcge cgcgcgecgcece gectgctacct gectgagegtg
421 gctctgcgcc tgctcgccga gctggctttc ctgggcggcc aggcgctgct ctacggcettce
481 cgcgtggacc cgcactacgc gtgcgccggg ccaccttgtc cgcacacggt cgactgtttce
541 gtgagccggc ccaccgagaa gaccgtcttc gtggtcttct acttcgccgt cgggctgctg
601 tcggcgctgc tcagcgtggc ggagctgggt cacctgctct ggaagggtcg ccagcgcgcec
661 aagctgctcc cgccgccgcc gccgtcgecce tctttgccat cgcagcgcgg ggaccccgac
721 cctttcggcc cgccagccta cgcgcaccgc tcaccggcag gcgacagcga gggcgaaggc
781 ggcagcggcc acagcaaagc gtcgctggct accgtgcgcc aggacctggce catctag

Abbildung 8-14. Lage der Connexin30.2-Primer in der Cx30.2-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 178596.2. Primer Cx30.2KreutzbP2F, Cx30.2KreutzbR, Cx30.2KreutzbF (rot);
AmplikongréRe: 740 bp.

1 atgaactggg gatttctcca gggaatcctg agtggtgtga acaagtactc cacggcactg
61 ggccgcatct ggctgtctgt ggtcttcatc ttccgggtge tggtgtatgt ggtggcggca
121 gaggaggtgt gggacgacga tcaaaaggat ttcatctgca ataccaagca gccaggctgce
181 cccaacgtct gctatgatga gttcttccce gtgtcccacg tgcgcctctg ggccctgcag
241 ctcatcctgg tcacctgtcc ttccctgtta gtggtcatgc atgtggccta tcgtgaagag
301 cgagaaagga aacatcgcct caaacatggg cccaatgccc cagccctgta cagcaacctg
361 agcaagaaga ggggtggcct gtggtggaca tacctgctga gtctcatctt caaggctgct
421 gtggactctg gctttctcta catcttccat tgcatttaca aggactatga catgccccga
481 gtggtagctt gctctgtgac tccctgccce cacactgtgg actgttacat cgcccgaccce
541 acagagaaga aggtcttcac ctacttcatg gtagtcacgg cagccatttg tattctactc
601 aacctcagtg aggtcgtcta cctggtgggc aagagatgca tggaggtctt ccgtccccgg
661 cgccggaaag cttccaggag gcaccaactg ccagatacgt gcccaccgta tgtgatctcce
721 aaaggaggtc accctcaaga tgagagcgtg atcctaacaa aggccgggat ggccacggtg
781 gatgcaggtg tgtatccatg a
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Abbildung 8-15. Lage der Connexin30.3-Primer in der Cx30.3-Sequenz Genbank-
Accession-Nummer NM 008127. Primer Cx30.3F, Cx30.3R, Cx30.3Fnest (rot); AmplikongroRe:
277 bp Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf
Exon 2.

1 gcattccagg cgggaggaat caaggccagg tctgagcaga gagaggcaag gtgggcacag
61 ccccccgaac cctgagcagg cacc gac tggaagaagc tccaagacct attgagtggc

121 gtgaaccagt actccacggc atttgggcgc atctggctgt cagtagtgtt cgtcttccgg
181 gtgctggtgt atgtggtggc tgccgagcgt gtgtggggtg acgagcaaaa agactttgac
241 tgtaacacca ggcaacccgg ctgtaccaac gtgtgctatg acaacttctt ccccatctcc
301 aacatccgac tctgggccct gcagctcatc ttcgtcacgt gtccgtctat gectggtcatce
361 ctgcatgtag cctaccgcga ggagcgggaa cggaagcatc gccagaagca cggggagcaa
421 tgcgccaaac tgtacagcca cccgggcaag aagcatggcg gcctgtggtg gacctacttg
481 tttagcctca tcttcaagct catcatcgaa ttggtcttcc tgtacgttct ccacacgctce
541 tggcatggct tcaccatgcc gcgtctggta cagtgcgcca gcatagtacc ctgccccaac
601 accgtggatt gctacatcgc tcggcccacg gagaagaagg tctttaccta cttcatggta
661 ggcgcttctg ccgtctgcat tattctcacc atctgtgaga tctgctacct catcttccac
721 aggatcatgc gaggcataag caagggcaag tccacaaaga gcatcagctc cccgaagtcce
781 tccagccggg cctccacctg tcgctgtcac cacaagctgce tggagagtgg cgatccggaa
841 gcagacccag ccagtgaaaa gctgcaggct tcagcgccca gcctgacccce catt acc
901 aggtgctaga gaaggggtga agccgggagg tgctgcaggt gaaggggtcc tgggggcgcc
961 aagtgctccc actttgaatt cactaagcta gccaattgtg tttgaagcag gtatttgtgg
1021 gtgctgggct ctgtgctggce tacctggttt aggtagcata acagacccag cttccgagag
1081 acatttagat tagcaaattt actacaagca tgcaagggtc tactagcgct gggatggtac
1141 acagggcttc tacctactgc aggggactgc ccggctgggc accctctcag aaaaagcaca
1201 gtgaaagaaa ggagatgggg ctctccatca gacatagcaa cagcaaaaag aactggggga
1261 tctcagagga gaggtgctgg ctttggactg gggacagcca gccagaggga ggctttacta
1321 ctcaaccatg agaaggtttg gcacaacctt ctggaggcca aagagcaagt gtggctagca
1381 ggtctactgc tgcttgagac acacccacgg gtccctctca atcccccttt gccaacctet
1441 accttctcce tcccaccagg gtgctgagcecc ctctgcaccce tgtagccagg accttggagg
1501 catgcgtatc ctgtcatatc cccggcgtat atccttgaca tatccaagtc cgtttcctta
1561 aaagcaataa agttgtgttt tatacaaaaa aaaaaaaaaa a

Abbildung 8-16. Lage der Connexin31-Primer in der Cx31-Sequenz GenBank
Accession-Nummer NM 008126.2. Primer: Cx31Jan2010F, Cx31Jan2010Rnest,
Cx31Jan2010R (rot); AmplikongréRRe: 279 bp. Die Primer liegen hier in der 3‘ untranslatierten
Region, um vom humanen Cx31 zu unterscheiden. Start- und Stopp-Codon sind in grin
dargestellt. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich
auf Exon 2.

1 atgaactgga gtgtttttga gggactcctg agcggagtca acaagtactc cacagccttt
61 ggtcgcatct ggctgtctct ggtcttcgtc ttccgtgtge tggtgtacct ggtgacaget
121 gagcgcgtgt ggggagacga ccagaaggat tttgactgca acaccaggca accgggctgt
181 accaatgtct gctacgatga gttcttcccc gtgtctcacg tgcgcctctg ggctctgcag
241 ctcatcctgg tcacctgccc ctctttgectt gtggtcatge atgtggccta tcgaaaggcet
301 cgagagaaga agtaccagga aaagattggt gaaggttacc tttacccgaa tcccggcaag
361 aagcggggtg gactctggtg gacatacgtc ttcagcctct cgttcaaggc caccatagac
421 attatcttcc tctacctctt ccacgcattc tatcccagat ataccctccc ttctatggtce
481 aagtgccatg cggagccgtg tcccaacaca gtggactgct tcattgccaa gccctccgag
541 aaaaacatct tcattgtctt catggtggtc acggccgtca tctgcatcct gcttaacctt
601 gtggagctga tctacctagt gattaagcgg tgttctgagt gtgcgcagct gaggagacca
661 cccactgcac atgcaaagaa tgacccaaac tgggccaact ctcctagcaa agagaaggac
721 ttcctctcat gcgacctcat ctttctgggce tcggacgctc acccgcecctct gttaccagac
781 cgccctcgag cccacgtgaa gaaaaccatt ctgtga

Abbildung 8-17. Lage der Connexin31.1-Primer in der Cx31.1-Sequenz Genbank-
Accession-Nummer NM 010291.3. Primer: Cx31.1F, Cx31.1R, Cx31.1Fnest (rot);
AmplikongréRe: 292 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz
befindet sich auf Exon 2.

1 atgaactgga caggtctata caccttgctc agtggcgtga atcggcactc tacagccatt
61 ggccgagtat ggctgtctgt catcttcatc ttcagaatca tggtgctggt ggtggctgct
121 gagagcgtgt ggggggatga gaagtcctct ttcatctgta acaccctcca gccgggctge
181 aacagcgtct gctatgacca ttttttccce atctcccacg tgcgectatg gtccctgcag
241 cttatcttgg tttccacccc agctctcctce gtggcaatgc acgtagctca ccaacagcac
301 atagaaaaga aaatgctacg gcttgagggg catggggacc cccttcacct ggaagaggta
361 aagagacaca aggtgcacat ctcagggaca ctgtggtgga cctatgtcat cagtgtggtg
421 ttccggctgce tgttcgaggce tgtcttcatg tatgtcttct atctgctcta ccccggetat
481 gccatggtgc ggctggtcaa gtgtgaagcc ttcccctgcce ccaacacagt ggactgcttce
541 gtgtcccgcecc ccaccgagaa aaccgtcttc actgtcttta tgctcgcagc ctccggcatce
601 tgcattatcc tcaacgtggc ggaggtggtg tacctcatca tccgggcctg tgcccgceccegt
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661 gctcagcgcc gctccaatcc gccctcccge aagggctcgg gcecttcggcca ccgcctctca

721 cctgaataca agcagaatga gatcaacaag ctgctgagcg agcaggatgg ctctctgaaa

781 gacatactgc gccgcagccc tggcacaggg gccgggctcg ctgaaaagag cgaccgatgce

841 tcagcctgct ga

Abbildung 8-18. Lage der Connexin32-Primer in der Cx32-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 008124.2. Primer: Cx32 cytLoopF, Cx32ctermR, Cx32ctermnest (rot);
AmplikongréRe: 451 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz
befindet sich auf Exon 2.

1 atgagtgatt ggagtgcctt acaccagctc ctagaaaagg ttcaacccta ctccacagct
61 ggaggaaagg tatggatcaa ggttcttttc attttccgca tcctgctcct gggcactgcet
121 atcgagtcgg cttggagtga cgagcagttt gagttccatt gcaacactca gcagcctggt
181 tgtgaaaatg tctgctatga ccatgccttc ccaatctctc acgtgcgcct ctgggtcctce
241 caggtcattt tcgtatctgt gcctattctc ttatacctgg cacatgtgta ctatgtggtt
301 cgacagaata agaagttgaa caagcaagag gaagaactgg aagctgctca ttttaatgag
361 gccagcgtgg aaaggcactt ggagacaatt gcaggagagc agttcaagtg tggcagtgaa
421 gaacagagta aggtgaaaat gagaggcaga ttgctgctaa cctacatggc cagcatcttc
481 ttcaagtctg tcttcgagat ggccttcctc ctgatccagt ggtacattta tggatttact
541 ctgagtgccc tttacatctg tgagcagtct ccttgcccac gtcgggtgga ctgcttccte
601 tctcgcccca ccgagaaaac catcttcatc ctcttcatgt ttgtggtgtc agtggtgtct
661 tttgtcttgg atatcattga gctgttctat gtcttattta aggctattaa gaatcgtatg
721 agaaaagcgg aggatgaggt ttactgtgat gagctaccat gcccttccca tgtctcttca
781 tcaactgttc tcaccaccat agattctagt gagcaggcgg ttccagtgga actttcttca
841 gtttgtattt aa

B.

1 atgagtgatt ggagtgcctt acaccagctc ctagaaaagg ttcaacccta ctccacagct
61 ggaggaaagg tatggatcaa ggttcttttc attttccgca tcctgctcct gggcactgcet
121 atcgagtcgg cttggagtga cgagcagttt gagttccatt gcaacactca gcagcctggt
181 tgtgaaaatg tctgctatga ccatgccttc ccaatctctc acgtgcgcct ctgggtcctce
241 caggtcattt tcgtatctgt gcctattctc ttatacctgg cacatgtgta ctatgtggtt
301 cgacagaata agaagttgaa caagcaagag gaagaactgg aagctgctca ttttaatgag
361 gccagcgtgg aaaggcactt ggagacaatt gcaggagagc agttcaagtg tggcagtgaa
421 gaacagagta aggtgaaaat gagaggcaga ttgctgctaa cctacatggc cagcatcttc
481 ttcaagtctg tcttcgagat ggccttcctc ctgatccagt ggtacattta tggatttact
541 ctgagtgccc tttacatctg tgagcagtct ccttgcccac gtcgggtgga ctgcttccte
601 tctcgcccca ccgagaaaac catcttcatc ctcttcatgt ttgtggtgtc agtggtgtct
661 tttgtcttgg atatcattga gctgttctat gtcttattta aggctattaa gaatcgtatg
721 agaaaagcgg aggatgaggt ttactgtgat gagctaccat gcccttccca tgtctcttca
781 tcaactgttc tcaccaccat agattctagt gagcaggcgg ttccagtgga actttcttca
841 gtttgtattt aa

Abbildung 8-19. Lage der Connexin33-Primer in der Cx33-Sequenz GenBank
Accession-Nummer NM 001001496.2. A. Primer Cx33cyt LoopF, Cx33c-termR, Cx33nestF (rot);
AmplikongréRRe: 339 bp. B. Primer Cx330kt09F, Cx330kt09R, Cx330kt09FN; Amplikon: 269 bp.
Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf Exon 2.

61 & gga ggatcctgtt gactgtggtg gtgatcttcc ggatactcat tgtggccatt
121 gtaggggaga cggtgtacga tgatgagcag accatgtttg tgtgcaacac cctacagccc
181 ggctgtaacc aggcctgcta tgaccgcgcc tttcccatct cccatatacg ttactgggtce
241 ttccagatca taatggtgtg cacccccagt ctctgtttta tcacctattc tgtgcaccaa
301 tccgccaagc agcgagaacg ccggtactct actgtcttcc tagccctgga cagagaccct
361 gctgagtcta tagggggacc tggaggaact gggggtgggg gcagcggagg gagcaaacga
421 gaagataaga agttgcaaaa tgccattgtc aatggggtgc tgcagaacac agagaccacc
481 agtaaggaga cagaaccaga ttgcttagag gttaaagagc tgactccaca tccatctggg
541 ctgcgcacag cagcaaggtc caagctccga agacaggaag gtatctcccg cttctacatc
601 atccaagtgg tgtttcgaaa tgctctggag attgggtttc tggtgggcca gtactttcta
661 tatggcttca gtgttccagg gttgtatgag tgcaaccgtt acccctgcat caaggaggta
721 gaatgttatg tgtctagacc taccgagaag acagtctttc tggtgttcat gtttgctgtg
781 agcggcattt gtgtggtgct caatctggct gaacttaacc atctgggatg gcggaagatc
841 aaactggctg tccgggga

901 c gagtcagtgt tcccaatttc ggcaggactc agtccagtga ctctgcctat
961 gtgtga

Abbildung 8-20. Lage der Connexin36-Primer in der Cx36-Sequenz GenBank
Accession-Nummer NM 010290.2. Primer Cx36cytLoopF, Cx36¢ctermR, Cx36¢cytLoopFnest (rot);
AmplikongréRe: 537 bp. Die codierende Sequenz besteht aus zwei Exonen. Exon 1 ist blau
dargestellt, die Sequenz der verwendeten Antikorper ist griin dargestellt.
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1 atgggcgact ggggcttcct ggagaagttg ctagaccagg tccaggaaca ctcgaccgtg
61 gtgggcaaga tctggttaac ggtgctcttc atcttccgca tcctcatcct ggggctgget
121 ggcgagtcgg tgtggggcga cgagcagtct gattttgagt gtaacacagc ccagccgggce
181 tgcaccaacg tctgctatga ccaggccttc cccatctccce acatccgata ctgggtgctg
241 cagttcctct tcgtcagcac acccaccctg atctacctgg gccacgtcat ctacctgtct
301 cggcgggaag agcggttgcg gcagaaagag ggagagctcc gggcgctgcc atccaaggac
361 ctacatgtag agcgggcact ggctgccatc gaacatcaga tggccaagat ctcggtggca
421 gaggacggtc gtcttcggat tcgtggggcg ctcatgggta cctatgtggt cagcgtgctg
481 tgtaagagtg tgctggaggc aggcttcctc tatggccagt ggcgcctcta tggctggacc
541 atggagccgg tgtttgtgtg ccagcgtgcg ccctgcccce acatcgtgga ctgctatgtce
601 tctcgaccca ctgagaagac tatcttcatc atcttcatgc tggtggtagg agtcatctcc
661 ctggtgctca acctgctgga gctggttcac ctgctgtgtc ggtgtgtcag ccgggagata
721 aaggcacgaa gggaccacga Cgcccgcccg gcccagggca gtgcctcaga cccttaccct
781 gaacaggttt tcttctacct ccccatgggc gagggaccct cttccccacc gtgtcccacc
841 tacaacgggc tctcatccac tgagcagaac tgggccaact tgaccacaga ggagagactg
901 acctcttcca gacctcccece atttgtaaac acagctcccc agggtggccg aaagtcccct
961 agccgcccca acagctctgce atccaagaag cagtatgtgt ag

Abbildung 8-21. Lage der Connexin37-Primer in der Cx37-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 008120.2. Primer Cx37cytLoopF, Cx37ctermR, Cx37nestR (rot); AmplikongréRe:
417 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf
Exon 2.

1 atggagaagt tgaacttgtt gggattcctc atcatcacct taaactgtaa cgtgaccatc
61 atgggcatga tctggctgat cgtggaggtc ttgctgagga tgctagtggt ggtcttggca
121 gggtcaccta tctatgagga tgaacaagag aggtttattt gcaacacact gcaaccagga
181 tgtgccaacg tttgctacga cctcttttcc ccagtgtcac cgctgcgatt ctggctagtg
241 cagagcctgg ccttgcttct gccttcggtg gtctttggca cttacaccct acaccgcecggt
301 gcgaagctgg ctgcagtggg gggagcctgc aggccccagg tgcccgacct gtctactgece
361 tacctggtgc acctactgct gcgcatgctg ctggaggccg ggctggcctt cctgcactac
421 tttctctttg gcttttctgt gcccgceccecge gtgtcttget cgcatgtacce ctgctcaggg
481 gctgtggact gctacgtgtc gcggcccacg gagaagtcac tcctgatact attcttttgg
541 gcagtgagtg cgctatcctt cctgctcage ttggctgacc tgctttggat cctgccgagg
601 agaaagacac tgaggaccac gcagtgggtg aatggagagg ctagaccagt ctgtgaagta
661 cctgcacctc ccccttgect cttacaaaac ccccagggct atcttagcca aggtcaggtg
721 gaccaagagg acagacagga ggaacaagtt gtgcctgagt tcccctgcat gtggacagca
781 gggcagagtg acaacagcaa tgttggtcag gcctgtgtgt cggggctgct ggaacattca
841 gaccaagatg ctagtgaggc cacttcctca gctggtgaca ggctaacagt ggctcacaca
901 gcacatgagc tcagattcca cagagagact tcactggacc tggggggcaa aaacacccag
961 gcagatgaac tctccttggc tacccagagc cacctggcca gacacagttc agccagcaag
1021 cctcaagctc catgccggct gaccacctca ggcagtgctc cccatttgag aaccaaaaaa
1081 tctgagtggg tgtga

Abbildung 8-22. Lage der Connexin39-Primer in der Cx39-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 153086.5. Primer Cx39cytLoopF, Cx39c-termR, Cx39c-termRNest (rot);

AmplikongréRe: 508 bp. Die codierende Sequenz besteht aus zwei Exonen. Exon 1 ist blau

dargestellt.
A.
1 atgggtgact ggagcttcct gggggagttc ctggaggagg tccacaagca ctccacagtc

61 atcggcaagg tctggctcac tgtcctgttc attttccgca tgctggtcct gggcaccget
121 gctgagtcct cctggggaga tgagcaggcc gacttccggt gcgataccat tcagcctggt
181 tgccaaaatg tctgctatga ccaagccttc cccatctccc acattcgtta ttgggtactg
241 cagatcatct ttgtgtccac gccttctcta gtgtacatgg gccatgccat gcacactgtg
301 cgcatgcagg aaaagcagaa attgcgggat gctgagaaag ctaaagaggc ccaccgcact
361 ggtgcctatg agtacccagt agccgaaaag gccgagctgt cctgctggaa agaagtagat
421 gggaagattg tcctccaggg caccctactc aacacctatg tctgcaccat tctgatccge
481 accaccatgg aggtggcctt catcgtaggc cagtacctcc tctatgggat cttcctggat
541 accctgcatg tctgccgcag gagtccctgt ccccacccag tcaactgtta tgtttcgagg
601 cccacggaga agaatgtctt cattgtcttt atgatggctg tggctggact gtctctgttt
661 ctcagcctgg ctgaactcta ccacctgggc tggaagaaga tccgacagcg ctttggcaag
721 tcacggcagg gtgtggacaa gcaccagctg cctggccctc ccaccagcct cgtccagagce
781 ctcactcctc cccctgactt caatcagtgc ctaaagaaca gctccggaga gaaattcttce
841 agcgacttca gtaataacat gggctcccgg aagaatccag acgctctggc cactggggaa
901 gtgccaaacc aggagcagat tccaggggaa ggcttcatcc acatgcacta tagccagaag
961 ccagagtacg ccagtggagc ctctgcgggce caccgccttce ctcagggcta ccatagtgac
1021 aaacggcgcc ttagtaaggc cagcagcaaa gcaaggtcag atgacctgtc agtgtga

1 atgggtgact ggagcttcct gggggagttc ctggaggagg tccacaagca ctccacagtc
61 atcggcaagg tctggctcac tgtcctgttc attttccgca tgctggtcct gggcaccget
121 gctgagtcct cctggggaga tgagcaggcc gacttccggt gcgataccat tcagcctggt
181 tgccaaaatg tctgctatga ccaagccttc cccatctccc acattcgtta ttgggtactg
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241 cagatcatct ttgtgtccac gccttctcta gtgtacatgg gccatgccat gcacactgtg
301 cgcatgcagg aaaagcagaa attgcgggat gctgagaaag ctaaagaggc ccaccgcact
361 ggtgcctatg agtacccagt agccgaaaag gccgagctgt cctgctggaa agaagtagat
421 gggaagattg tcctccaggg caccctactc aacacctatg tctgcaccat tctgatccge
481 accaccatgg aggtggcctt catcgtaggc cagtacctcc tctatgggat cttcctggat
541 accctgcatg tctgccgcag gagtccctgt ccccacccag tcaactgtta tgtttcgagg
601 cccacggaga agaatgtctt cattgtcttt atgatggctg tggctggact gtctctgttt
661 ctcagcctgg ctgaactcta ccacctgggc tggaagaaga tccgacagcg ctttggcaag
721 tcacggcagg gtgtggacaa gcaccagctg cctggccctc ccaccagcct cgtccagagce
781 ctcactcctc cccctgactt caatcagtgc ctaaagaaca gctccggaga gaaattcttce
841 agcgacttca gtaataacat gggctcccgg aagaatccag acgctctggce cactggggaa
901 gtgccaaacc aggagcagat tccaggggaa ggcttcatcc acatgcacta tagccagaag
961 ccagagtacg ccagtggagc ctctgcgggc caccgccttc ctcagggcta ccatagtgac
1021 aaacggcgcc ttagtaaggc cagcagcaaa gcaaggtcag atgacctgtc agtgtga
Abbildung 8-23. Lage der Connexind0-Primer in der Cx40-Sequenz GenBank

Accession-Nummer NM 008121.2. A. Primer Cx40cytLoopF Cx40CtermR Cx40CtermRNest
(rot); Amplikongrof3e: 602 bp B. Primer Cx400kt09F, Cx400kt09R, Cx400kt09FN, Cx400kt09RN
Amplikon: 355 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz

befindet sich auf Exon 2.

A.

1 atgggtgact ggagcgcctt ggggaagctg ctggacaagg tccaagccta ctccacggcec
61 ggagggaagg tgtggctgtc ggtgctcttc attttcagaa tcctgctcct ggggacagceg
121 gttgagtcag cttggggtga tgaacagtct gcctttcgct gtaacactca acaacccggt
181 tgtgaaaatg tctgctatga caagtccttc cccatctctc acgtgcgctt ctgggtcctt
241 cagatcatat tcgtgtctgt gcccacactc ctgtacttgg ctcacgtgtt ctatgtgatg
301 agaaaggaag agaagctgaa caagaaagaa gaggagctca aagtggcgca gaccgacggg
361 gtcaacgtgg agatgcacct gaagcagatt gaaatcaaga agttcaagta tgggattgaa
421 gaacacggca aggtgaagat gagaggtggc ctgctgagaa cctacatcat cagcatcctc
481 ttcaagtctg tcttcgaggt ggccttcctg ctgatccagt ggtacatcta tgggttcage
541 ctgagtgcgg tctacacctg caagagagat ccctgccccc accaggtgga ctgcttccte
601 tcacgtccca cggagaaaac catcttcatc atcttcatgc tggtggtgtc cttggtgtct
661 ctcgctctga atatcattga gctcttctat gtcttcttca agggcgttaa ggatcgcgtg
721 aagggaagaa gcgatcctta ccacgccacc accggcccac tgagcccatc caaagactgce
781 ggatctccaa aatatgctta cttcaatggc tgctcctcac caacggcccc actctcacct
841 atgtctcctc ctgggtacaa gctggtcact ggtgacagaa acaattcctc ctgccgcaat
901 tacaacaagc aagccagcga gcaaaactgg gcgaattaca gcgcagagca aaatcgaatg
961 gggcaggccg gaagcaccat ctccaactcc cacgcccagc cgtttgattt ccctgacgac
1021 agccaaaatg ccaaaaaagt tgctgctgga cacgaactcc agcccttagce tatcgtggat
1081 cagcgacctt ccagcagagc cagcagccgc gccagcagca gacctcggcc tgatgacctg
1141 gagatttaa

B.

1 atgggtgact ggagcgcctt ggggaagctg ctggacaagg tccaagccta ctccacggcc
61 ggagggaagg tgtggctgtc ggtgctcttc attttcagaa tcctgctcct ggggacagcg
121 gttgagtcag cttggggtga tgaacagtct gcctttcgct gtaacactca acaacccggt
181 tgtgaaaatg tctgctatga caagtccttc cccatctctc acgtgcgcectt ctgggtcctt
241 cagatcatat tcgtgtctgt gcccacactc ctgtacttgg ctcacgtgtt ctatgtgatg
301 agaaaggaag agaagctgaa caagaaagaa gaggagctca aagtggcgca gaccgacggg
361 gtcaacgtgg agatgcacct gaagcagatt gaaatcaaga agttcaagta tgggattgaa
421 gaacacggca aggtgaagat gagaggtggc ctgctgagaa cctacatcat cagcatcctce
481 ttcaagtctg tcttcgaggt ggccttcctg ctgatccagt ggtacatcta tgggttcage
541 ctgagtgcgg tctacacctg caagagagat ccctgccccc accaggtgga ctgcttcctce
601 tcacgtccca cggagaaaac catcttcatc atcttcatgc tggtggtgtc cttggtgtct
661 ctcgctctga atatcattga gctcttctat gtcttcttca agggcgttaa ggatcgcgtg
721 aagggaagaa gcgatcctta ccacgccacc accggcccac tgagcccatc caaagactgce
781 ggatctccaa aatatgctta cttcaatggc tgctcctcac caacggcccc actctcacct
841 atgtctcctc ctgggtacaa gctggtcact ggtgacagaa acaattcctc ctgccgcaat
901 tacaacaagc aagccagcga gcaaaactgg gcgaattaca gcgcagagca aaatcgaatg
961 gggcaggccg gaagcaccat ctccaactcc cacgcccagce cgtttgattt ccctgacgac
1021 agccaaaatg ccaaaaaagt tgctgctgga cacgaactcc agcccttagc tatcgtggat
1081 cagcgacctt ccagcagagc cagcagccgc gccagcagca gacctcggcc tgatgacctg
1141 gagatttaa

Abbildung 8-24. Lage der Connexind3-Primer in der Cx43-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 010288.3. A Primer Cx43Forw, Cx43Rev, Cx43Revnest (rot); AmplikongroRe:
460 bp. B. Primer Cx430kt09F, Cx430kt09R, Cx430kt09FN; Amplikon 222 bp. Das Gen besteht
aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf Exon 2.

A.

1 atgagttgga gcttcctgac tcgcctgcta gaggagatcc acaaccattc gacatttgta
61 gggaagatct ggctcactgt gctgattgtc tttcgaattg tcctaactgc tgtaggagga
121 gagtccatct actatgatga acaaagcaaa tttgtgtgca acacagagca gccgggctgt
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181 gagaatgtct gctatgatgc ctttgccccg ctctcccacg tgcgcttctg ggtattccag
241 atcatcctgg ttgcaactcc ctctgtgatg tacctgggat atgctattca taagattgcec
301 aaaatggagc atggcgaggc agacaagaag gcagctcgga gcaaacccta tgccatgcegt
361 tggaaacagc accgggctct ggaagaaacg gaagaggacc atgaagagga tcctatgatg
421 tatccagaga tggagttaga aagcgaaaaa gaaaataaag agcagagcca accaaaacct
481 aagcatgatg gccgacgacg aattcgagag gatgggctca tgaaaatcta tgtgttgcag
541 ctgctggcca ggactgtgtt tgaggtgggc tttctaatag ggcagtattt cctgtatgge
601 ttccaagtcc acccatttta tgtgtgcagc agacttcctt gccctcataa gatagactgce
661 tttatttcta gacccactga aaagaccatc ttccttctga taatgtatgg tgtcacaggce
721 ctctgcctat tgcttaacat ttgggagatg cttcacttag ggtttgggac aattcgagac
781 tcactaaaca gtaaaaggag ggaacttgat gatccgggtg cttataatta tcctttcact
841 tggaacacac cctctgctcc ccctggctat aacattgctg tcaaaccaga tcagatccag
901 tacactgagc tgtccaatgc taagattgcc tacaagcaaa acaaagccaa tattgcccag
961 gaacagcagt acggcagcca cgaggaacac ctcccggctg atctggagac tctgcagcgg
1021 gagatcagaa tggctcagga acgcttggac ctagcaatcc aggcctacca tcaccaaaac
1081 aacccccatg gtcctcggga aaagaaggcc aaagtggggt ccaaatctgg gtccaacaaa
1141 agcagtatta gtagcaaatc aggggatggg aagacctccg tctggattta a

B.

1 atgagttgga gcttcctgac tcgcctgcta gaggagatcc acaaccattc gacatttgta
61 gggaagatct ggctcactgt gctgattgtc tttcgaattg tcctaactgc tgtaggagga
121 gagtccatct actatgatga acaaagcaaa tttgtgtgca acacagagca gccgggctgt
181 gagaatgtct gctatgatgc ctttgccccg ctctcccacg tgcgecttctg ggtattccag
241 atcatcctgg ttgcaactcc ctctgtgatg tacctgggat atgctattca taagattgcc
301 aaaatggagc atggcgaggc agacaagaag gcagctcgga gcaaacccta tgccatgcgt
361 tggaaacagc accgggctct ggaagaaacg gaagaggacc atgaagagga tcctatgatg
421 tatccagaga tggagttaga aagcgaaaaa gaaaataaag agcagagcca accaaaacct
481 aagcatgatg gccgacgacg aattcgagag gatgggctca tgaaaatcta tgtgttgcag
541 ctgctggcca ggactgtgtt tgaggtgggc tttctaatag ggcagtattt cctgtatggce
601 ttccaagtcc acccatttta tgtgtgcagc agacttcctt gccctcataa gatagactgce
661 tttatttcta gacccactga aaagaccatc ttccttctga taatgtatgg tgtcacaggce
721 ctctgcctat tgcttaacat ttgggagatg cttcacttag ggtttgggac aattcgagac
781 tcactaaaca gtaaaaggag ggaacttgat gatccgggtg cttataatta tcctttcact
841 tggaacacac cctctgctcc ccctggctat aacattgctg tcaaaccaga tcagatccag
901 tacactgagc tgtccaatgc taagattgcc tacaagcaaa acaaagccaa tattgcccag
961 gaacagcagt acggcagcca cgaggaacac ctcccggctg atctggagac tctgcagcgg
1021 gagatcagaa tggctcagga acgcttggac ctagcaatcc aggcctacca tcaccaaaac
1081 aacccccatg gtcctcggga aaagaaggcc aaagtggggt ccaaatctgg gtccaacaaa
1141 agcagtatta gtagcaaatc aggggatggg aagacctccg tctggattta a

Abbildung 8-25. Lage der Connexind5-Primer in der Cx45-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 001159382.1. A Primer Cx45Forw, Cx45Rev, Cx45ForwNest (rot); AmplikongroRe:
503 bp. B. Primer Cx450kt09F, Cx450kt09R, Cx450kt09FN; Amplikon 311 bp. Das Gen besteht
aus drei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet sich auf Exon 3.

1 atgggcgact ggagcttcct ggggcggctg ctggagaacg cacaggagca ctctacagtc
61 atcggcaaag tgtggctgac cgtgctgttc atcttccgca ttctggtgtt aggggcggca
121 gccgaggagg tgtggggcga cgagcaatcg gacttcacct gcaacacaca gcagccaggc
181 tgtgagaacg tctgctacga ccgcgctttc cccatttcge acatccgett ctgggcgetg
241 caaatcatct tcgtgtctac gcccaccctc atctatctgg gccacgtgct acacatcgtg
301 cgcatggagg agaagaagaa agagcgggag gaagagctgc tgaggagaga caaccctcag
361 cacggccgtg gtcgcgagcc aatgcgtaca gggagcccgc gggaccctcc actacgcgat
421 gaccgtggca aggtgcgcat cgcaggtgcg ctgctgcgga cctacgtctt caacatcatc
481 ttcaagacac tcttcgaagt ggggttcatc gcgggccagt actttctata cggcttccag
541 ctgcagccac tttaccgctg cgaccgctgg ccctgcccca acactgtgga ctgtttcatce
601 tccaggccca cagagaagac catctttgtc atcttcatgce tggctgtggce ctgtgcgtca
661 ctggtactca acatgctgga gatttaccac ctgggctgga agaagctcaa gcagggagtt
721 actaaccact tcaacccaga tgcctcagaa gccaggcaca agcccttgga ccccctaccce
781 acggccacca gctctggccc gcccagcgtce tccatcgggt tcccacctta ttacacacac
841 cctgcctgtc ccacagtaca ggcaaaggcc atagggtttc ctggggcccc actatcacca
901 gcagacttca cagtggtgac tctaaacgat gctcaaggca gaaaccaccc agtcaaacac
961 tgcaatggcc accacctgac gacagagcag aactggacca ggcaagtggc agagcagcag
1021 actccagcca gcaagccctc ttcagcagca tccagccctg atggccgcaa ggggctcatt
1081 gacagcagtg gcagcagctt acaggagagt gccttggtag tgacgccaga ggagggggaa
1141 caggctttgg ccaccacagt ggagatgcac tcgccaccgt tggtcctcct ggacccagga
1201 aggtccagca agtccagcaa cggacgtgcc agaccaggtg acttggccat ctag

Abbildung 8-26. Lage der Connexind6-Primer in der Cx46-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 016975.2. Primer Cx46F, Cx46R, Cx46NestedF1.PCR, Cx46NestedR1.PCR (rot);
AmplikongréRRe: 373 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz
befindet sich auf Exon 2.

1 atgaccaaca tgagctggag cttcctgacg cggctgctgg aggagatcca caatcattcc
61 accttcgtgg gcaaagtttg gctcactgtg ctggtggtct tccgcattgt gctgacagcc
121 gtcggtggtg agtccatcta ttcagatgag caatccaagt tcacctgcaa cacgcggcaa
181 ccgggttgtg acaacgtctg ctatgacgcc tttgcgcccce tgtctcatgt gecgettctgg
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241 gtcttccaga tagtggtcat ctccacacct tctgtcatgt acctgggcta tgcagtccac
301 cgcttggcge gggcctcgga acaggagcgc agacgcgctc tccgacgtcg ccctggcacce
361 cggcgcttgce ccagggcgca gctgccaccg ccgccacctg gctggccgga caccaccgat
421 ctgggagagg cggagcccat attggctcta gaggaggatg aggacgagga gccgggggcyg
481 cccgagggcc ccggagaaga cacggaggag gagcgagcgg aggatgtggc tgccaaaggg
541 ggcggaggtg atggcaagac ggtggtcact cctggcccgg ccgggcagca cgatgggcgg
601 cggcgcatcc agagggaggg cctgatgcgt gtgtacgtgg ctcagctggt ggttagggceg
661 gccttcgagg tggcctttct ggtgggccag tacctactgt acggcttcga ggtgccaccce
721 ttctttgcct gcagccgcca gccttgccce cacgtagtgg attgcttcgt gtcgcggccga
781 accgagaaga cggtcttctt gctggtcatg tacgtggtta gctgtctatg cttgttgctce
841 aacctctgtg agatggcgca cctgggtctc ggcagtgcgc aggatgctgt gcgcggccgt
901 cggggagcct cagcggcggg gcctggcccc acgccgcgcc caccgccctg cgctttcecg
961 gccgcggceccg ccggcctgge ttgccctcca gactacagec tggtggtgcg tgcagctgag
1021 cgcgcgcgag cgcacgacca gaacttggcg aacctagcgc tgcaggcgtt gcgcgatggg
1081 gcggcggtgg cggcggtttc cgcggaccgce gacagtccgce cgtgcgctgg gctcaatgcea
1141 acctctcggg gggcacccag ggtgggcggc ctagcttccg gaaccggcag cgccacgtceg
1201 gggggcaccg ttggggagca gagccggccg ggagctcagg aacaactggc cactaagccc
1261 agggctggct ctgaaaaggg cagtacaggc agcagagacg gcaaggccac cgtgtggatc
1321 tga

Abbildung 8-27. Lage der Connexin47-Primer in der Cx47-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 175452.4. Primer Cx47cytLoopF Cx47cTermR Cx47cytLoopFnest (rot);
AmplikongréRe: 737 bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz

befindet sich auf Exon 2.

A.

1 atgggcgact ggagtttcct gggaaacatc ttggaagagg tgaatgagca ctccactgtc
61 atcggcagag tctggctcac agtgctcttc atcttccgca tcctcatcct cgggacagca
121 gcggagtttg tgtggggcga tgagcaatct gattttgtat gcaacaccca gcagccaggc
181 tgtgagaatg tctgctacga tgaggccttt cccatctcac acatccgcct ctgggtgctg
241 cagatcatct tcgtctccac tccatcgctg atgtacgtgg ggcacgcggt acaccacgtt
301 cgcatggagg agaagcgaaa ggaccgtgaa gctgaggagc tctgtcagca gtcgcgcage
361 aacgggggtg agagggtacc aatcgcccca gaccaggcca gcatccggaa gagcagcagce
421 agtagcaaag gcaccaagaa gttccggctg gagggcacac tgctaaggac ctatgtctgce
481 cacatcatct tcaagaccct ctttgaggtg ggcttcatcg tgggccatta cttcctgtat
541 ggtttccgca tcctgcccect ctatcgectge agccggtggce cctgccccaa tgtggtagac
601 tgctttgtat cccggcctac tgagaagacc atcttcatcc tcttcatgtt atcagtcgcet
661 tttgtgtcac tcttcctcaa catcatggag atgagccacc tgggcatgaa aggaatccgg
721 tctgccttca agaggcctgt agagcaacca ctgggggaga ttgctgagaa gtccctccac
781 tccattgcag tttcctccat ccagaaagcc aagggctacc agcttctaga agaagagaag
841 atcgtatcac actatttccc tttgacagag gttggaatgg tggagaccag ccctctttcg
901 gccaagcctt ttagtcagtt tgaggagaag atcggcacag gacccctggc agatatgtca
961 cggagttacc aagaaaccct gccttcttat gctcaggtgg gggtccagga agtggagcgg
1021 gaagagccgc ctatagaaga ggctgtggaa ccggaagtgg gagagaagaa gcaagaagca
1081 gagaaggtgg ccccagaagg gcaggagaca gttgcagtgc cagacaggga gagagtagag
1141 acccctggag tggggaagga ggatgagaaa gaagagctgc aagctgaaaa ggtaaccaag
1201 caagggctgt ctgctgagaa ggcaccctca ctctgtccgg agctgacaac cgatgacaat
1261 cggcccttga gcaggctgag taaagccagc agcagggcca ggtcagatga tctcaccata
1321 tga

B.

1 atgggcgact ggagtttcct gggaaacatc ttggaagagg tgaatgagca ctccactgtc
61 atcggcagag tctggctcac agtgctcttc atcttccgca tcctcatcct cgggacagca
121 gcggagtttg tgtggggcga tgagcaatct gattttgtat gcaacaccca gcagccaggc
181 tgtgagaatg tctgctacga tgaggccttt cccatctcac acatccgcct ctgggtgctg
241 cagatcatct tcgtctccac tccatcgctg atgtacgtgg ggcacgcggt acaccacgtt
301 cgcatggagg agaagcgaaa ggaccgtgaa gctgaggagc tctgtcagca gtcgcgcagce
361 aacgggggtg agagggtacc aatcgcccca gaccaggcca gcatccggaa gagcagcagce
421 agtagcaaag gcaccaagaa gttccggctg gagggcacac tgctaaggac ctatgtctgce
481 cacatcatct tcaagaccct ctttgaggtg ggcttcatcg tgggccatta cttcctgtat
541 ggtttccgca tcctgcccct ctatcgctgce agccggtgge cctgccccaa tgtggtagac
601 tgctttgtat cccggcctac tgagaagacc atcttcatcc tcttcatgtt atcagtcgcet
661 tttgtgtcac tcttcctcaa catcatggag atgagccacc tgggcatgaa aggaatccgg
721 tctgccttca agaggcctgt agagcaacca ctgggggaga ttgctgagaa gtccctccac
781 tccattgcag tttcctccat ccagaaagcc aagggctacc agcttctaga agaagagaag
841 atcgtatcac actatttccc tttgacagag gttggaatgg tggagaccag ccctctttcg
901 gccaagcctt ttagtcagtt tgaggagaag atcggcacag gacccctggc agatatgtca
961 cggagttacc aagaaaccct gccttcttat gctcaggtgg gggtccagga agtggagcgg
1021 gaagagccgc ctatagaaga ggctgtggaa ccggaagtgg gagagaagaa gcaagaagca
1081 gagaaggtgg ccccagaagg gcaggagaca gttgcagtgc cagacaggga gagagtagag
1141 acccctggag tggggaagga ggatgagaaa gaagagctgc aagctgaaaa ggtaaccaag
1201 caagggctgt ctgctgagaa ggcaccctca ctctgtccgg agctgacaac cgatgacaat
1261 cggcccttga gcaggctgag taaagccagc agcagggcca ggtcagatga tctcaccata
1321 tga
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Abbildung 8-28. Lage der Connexin50-Primer in der Cx50-Sequenz GenBank
Accession-Nummer NM 008123.2. A. Primer: Cx50Forw, Cx50Rev, Cx50nestF (rot);
AmplikongréRe: 503bp. B. Primer Cx500kt09F, Cx500kt09R, Cx500kt09FN, Cx500kt09RN ;
Amplikon 308bp. Das Gen besteht aus zwei Exonen. Die komplette codierende Sequenz befindet
sich auf Exon 2.

1 atgggagatt ggaatttact gggtggcatc ctagaggaag tccactccca ctccactata
61 gtggggaaga tctggctgac catcctcttc atcttccgaa tgctggtact tggtgtcgcet
121 gctgaggacg tctgggatga tgagcagtcc gcctttgcct gcaacaccca gcagcccggt
181 tgcaacaata tctgttacga tgatgctttc cccatctctt tgatcagatt ctgggttttg
241 cagatcatct ttgtgtcttc cccttctttg gtgtatatgg gccatgccct ttatagactce
301 agggactttg agaagcagag gcagaagaag aagttatacc ttagagccca gatggagaat
361 ccagagctcg acctggagga gcaacaaagg gtagataaag agctgaggag actcgaggag
421 cagaagagga ttcataaagt ccctctgaaa ggatgtctgc tgcgcaccta tgtcttacac
481 atcctgacca gatcagtgct agaagtaggg ttcatgatag gccaatatat tctctatggg
541 tttcaaatgc accccattta caagtgcacc caagccccct gccccaattc agtggactge
601 tttgtttcca ggcccacaga gaagaccatt ttcatgcttt tcatgcacag cattgcagcc
661 atctccttgt tactcaatat cctggaaata tttcatctcg gcatcaggaa aatcatgagg
721 gcactcgatg gcaaatccag cagtgggaac actgagaacg aaacaggccc tccattccat
781 tcaacaaact actcagggac ccagcagtgt atgatctgtt cttctttacc tgaaagaatc
841 tcactacttc aagccaacaa taaacagcaa gtcatccgag tcaatatacc acggtctaaa
901 agcatgtggc aaattccaca ccccaggcaa cttgaggtag atgtatcctg tggcaaaaga
961 gactgggctg agaaaattga gagctgtgca cagctccacg tccacagccc ctgcccacat
1021 gaccgcagtg ccagaattca gcaccctgga cagcaaccgt gccattctgt ctttggcccce
1081 aagaatgcaa tgtctcagtc ttggttcggt acaatgacgg cttctcaaca ccgtccatca
1141 tctgcgttag aaacctggga gcgatcccag ggcccagaag cttcagggag atctctcaca
1201 gatcgccaga gtcacttcca aggcagtgac ggcagtgcaa gagagagtgg ggtttggaca
1261 gacagattag gcccaggaag tcgcaaggcc agctttctat cgaggctgat gtcagaaaag
1321 ggacaacggc atagtgactc aggaagctca cggtctctga atagttcctg cttggatttt
1381 tcacacggag aaaatagccc atcacctctg ccgtctgcca ctgggcacag agcatcgatg

1441 aatatgcttc tagaactttc atctattatg aaaaaataa
Abbildung 8-29. Lage der Connexin57-Primer in der Cx57-Sequenz Genbank-Accession-
Nummer NM 010289.2. Primer Cx57No3F, Cx57No3R, Cx57No3Fnest, Cx57PetR (rot);
AmplikongréRRe: 451 bp. Laut Datenbank-Sequenz besteht Cx57 aus einem Exon. Retinale Form
von Cx57 besitzt nach Hommbach et al., 2004 ein anderes C-terminales Ende (blau).

1 cccgcgtagg ttccggaaga gctcggttct gtagccgagcec gcgcagggcg ggcgcgggca

61 gctgtagcga agagctttgt tcccggcacg ttgttgccce tgcgcgectcg gagtggccgg
121 agggagtcct ggtgtcgcgc gcgccgggcc cgcgggggct tagcacggga gtgattgceta
181 ccgccggagce tccggggctce gtgcaccctg cgttgcttgg ggcggtccca ggcagctgca
241 gctcccgtge ggtccctgcg gggtaggtgce agcgacagcc aaggcggtac aatgctggge
301 ccgcccggga gcccgggaag ggaaagcgga agccgcgcgce ccggtcggtg accgcgcgga
361 ttcggcgtct cgccccggcect geccggcagca ccggcgcecctg ccctcecggetg ccecgtceccge
421 ggcacccggt gcgcecttgac c gccatc tgg gta s -
481 gacttcttgce caac e
541 gtggacaage atg tgccgtg ggtctacctc tgctgctcat ctcgctggec
601 ttcgctcagg agatctccat cggtacccag ataagctgct tctccccgag ttctttcectcece
661 tggcgacagg ctgcctttgt ggattcatac tgctgggctg ctgtacagca gaagagctcc
721 ctgcagagcg agtctggaaa cctcccactg tggctgcaca agttcttccce ct ta
781 ctgctg g ccat “t ot v v+ C
841 cacctct gct
901 atcaaggc

gtacctgccc gcactcttcect
JCLCTCatcatg Jaggaa - CCTCc
~gagatttg gacctaagag acggacctgg a
gtgactgaga atgtggggca gagtctgtgg gagatatctg aaagccactt caagtaccca
1021 atcgtggagc agtacttgaa gacaaaaaag aactctagtc atttaatcat gaaatacatt
1081 agctgccggce tggtgacatt tgtggttata ctgttggcat gtatctactt gagctattac
1141 ttcagcctct cttcactctc ggacgagttt ctgtgcagca tcaaatcagg cgtcctgaaa
1201 aatgacagca ccatccccga tcgcttccag tgcaagctca tcgccgtggg catcttccag
1261 ctgctcagcc tcattaacct cattgtgtat gctctgctga ttcccgtggt cgtctacacg
1321 ttcttcatcc cattccggca gaaaacggac attctcaaag tgtatgaaat cctgcccacc
1381 ttcgatgttc tacatttcaa gtctgaaggc tacaatgact tgagcctcta caaccttttt
1441 ctggaagaga acataagtga gctcaaatcg tacaagtgtc tgaaggtgct ggagaacatt
1501 aaaagcaatg ggcagggcat tgaccccatg ctactcctga caaacctggg catgattaag
1561 atggacatca ttgatggaaa aattcccacg tccctacaga ccaagggaga ggaccagggc
1621 agccagagag tggagttcaa agatttgga tgagcagcg aggctgcagc aaacaatggg
1681 gagaagaact ctcgccagag gcttctgaat ccgtcctge gg CC cttgaa
1741
1801
1861
1921
1981
2041 aaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa
2101 aaaaaaaaaa aa
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Abbildung 8-30. Lage der intron-iiberspannenden Pannexin1-Primer in der Pannexin1-
Panx1cdsR,
Panx1cdsnestR (rot); AmplikongréRe: 463 bp auf cDNA, 1572 bp auf genomischer DNA. Die
codierende Sequenz besteht aus finf Exonen. Exon 1, 3 und 5 sind blau, Start und Stopp-Codon
grun dargestellt.Das Intron zwischen Exon 4 und Exon 5 besteht aus 1143 bp.

Seq

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101

Abbildung 8-31.

uenz Genbank-Accession-Nummer NM

cccgcecgtagg
gctgtagcga
agggagtcct
ccgccggagce
gctcccgtge
ccgcccggga
ttcggcgtcet
ggcacccggt

tggcgacagg
ctgcagagcg

atcgtggagc
agctgccggce
ttcagcctct
aatgacagca
ctgctcagcc
ttcttcatcc
ttcgatgttc
ctggaagaga
aaaagcaatg
atggacatca
agccagagag
gagaagaa

ctggcaggtyg

aaaaaaaaaa

ttccggaaga
agagctttgt
ggtgtcgcgce
tccggggcetce
ggtccctgecg
gccegggaag
cgccccggcet
gcgccttgac

ctgcctttgt
agtctggaaa

agtacttgaa
tggtgacatt
cttcactctc
ccatccccga
tcattaacct
cattccggca
tacatttcaa
acataagtga
ggcagggcat
ttgatggaaa
tggagttcaa

ctagaggacc

aa

gctcggttct
tcceggeacg
gcgccgggcec
gtgcaccctg
gggtaggtgce
ggaaagcgga
gccggcagcea
c

gtacccag
ggattcatac
cctcccactg

tctgtgg
gacaaaaaag
tgtggttata
ggacgagttt
tcgcttccag
cattgtgtat
gaaaacggac
gtctgaaggc
gctcaaatcg
tgaccccatg
aattcccacg
ag

tggggcttct

gtagccgagc
ttgttgccce
cgcgggggcet
cgttgcttgg
agcgacagcc
agccgcgcegce
ccggcgcectg

ataagctgct
tgctgggctg
tggctgcaca

gagatatctg
aactctagtc
ctgttggcat
ctgtgcagca
tgcaagctca
gctctgctga
attctcaaag
tacaatgact
tacaagtgtc
ctactcctga
tccctacaga

agagagc
aaaaaaa

Lage der Pannexin1-Primer

blau, Start und Stopp-Codon griin dargestellt.

1
61
121
181
241
301
361
421

Abbildung 8-32. Lage der Pannexin1-Primer in der Aminosduresequenz von Panx1. Die
amplifizierten Bereiche sind in der Aminosauresequenz rot, die Transmembrandomanen grau

maiahlatey
gtgiscfsps
ylpalfwrfs
slweiseshf
deflcsiksg
ktdilkvyei
dpmllltnlg
llnpsc
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1401 gctggacgctggtgccecgtgetgeccaccactacaagggcagtggaggtyg

1401 gctggacgctggtgcccgtgetgeccaccactacaagggcagtggaggtyg

1451 attcaggcccctcctcectgeccegectgetgectetgagaaaaagcatace
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in der Pannexin1-Sequenz Genbank-
Accession-Nummer NM 019482. Panx1Exon5F, Panx1Exon5R, Panx1Exon5RNest (rot);
AmplikongréRe: 330 bp. Die codierende Sequenz besteht aus funf Exonen. Exon 1, 3 und 5 sind
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Abbildung 8-33. Ausschnitt des Alignments der zu Beginn der Panx2-Studien verfiigbaren
Isoformen von Panx2. Die 2004 im Hirn entdeckte Panx2-Sequenz (,Isoform1“) und die 2006 in
der Linse entdeckte Form (,Isoform2“) unterschieden sich im C-terminalen Bereich durch zwei

zusatzliche Basen der ,lsoform2“.

An Base 1659 und 1660 kommt es dadurch zu einer

Leserasterverschiebung, die an Base 1821 durch ein Stopp-Codon zum Kettenabbruch flhrt.
AuRerdem unterschieden sich die Sequenzen an den Positionen 1863-1947 bp. Die Primer-
Sequenzen ,Panx2lens/brainF/R", die zur Differenzierung der beiden Formen eingesetzt wurden,
sind in rot, die Stopp-Codons in griin dargestellt.

61
121
181
241 tgttatactc
301 acagagctgc
361 cacaagttcc
421 ggctgggagt
481 atcgacaact
541 cagtccaagg
601 aaggagaaga
661 aacttcctgg
721 cccatctcct
781 ctgggcgcct
841 aagctaccgt
901 ttcatgaacc
961 ttcatcttcg
1021 cagttctgcg
1081 tcgctgaacc
1141 cggcagcttc
1201 tctggcatcc
1261 ccacccgtgg

agga accaatttac

cgcacaactt cacccgtgat caggcgctgt acgcccgcecgg ctactgctgg
gggacgcgct gcccggcegtg gatgccagece tctggccatc gttgtttgag
tgccctacge gctgctggcce tttgccgcca tcatgtatgt gcccgegcetg
tcctcgecte cacgcgcectce acctcggagce tcaacttcct tcttcaggag
gctaccaccg agcggccgaa ggtcgcgcac ccaagattga gaagcagatc
ggcccggcat cacggagcgc gagaagcgag agatcattga gaacgccgag
gcccggagca gaatctgttt gagaagtacc tggaacgccg gggccgcagce
ccaagctgta cttggcacgg cacgtcctga tcctgctget cagcgtggtg
acctatgcac atactacgcc acccagaagc agaacgagtt cacctgtgcc
cacctgacgg gccggtgggt agcgctgggc ccacggtgcg cgtcagectgt
ctgtgcagct gcagcggatc attgcaggtg tggacatcgt cttgctctgce
tcatcatcct agtcaacctc atccacctct tcatcttccg caagagcaac
acaaactaaa caaggtgggt atcaagacgc gccggcagtg gcgccecgctcg
acatcaacat cctggccatg ttctgtaacg agaaccgcga ccacatcaag
ggctggactt catcaccaac gagagcgacc tcatgtacga caatgtggtg
tggctgcctt ggctcagtct aaccacgaca ccacgcccac tgtgcgggac
agaccgtgga ccccagcatc aaccctgecgg

tcaagc ga tccccaccag caacccgctg
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t
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ccttggacgt
ctgccctacc
ggctgggcect

gactgagaag
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gcatccctat
agcctcccgce
agctgcagca

Abbildung 8-34. Lage der Pannexin2-Primer in der Pannexin2-Sequenz Genbank-
Accession-Nummer NM 001002005.2. Die codierende Sequenz besteht aus drei Exonen. Exon
1 und 3 sind blau dargestellt, die Antikérpersequenz ,Panx2S3“ ist in griin dargestellt. Das Intron
zwischen Exon 2 und Exon3 besteht aus 512 bp. Panx2Exon2F, Panx2Exon2R,
Panx2Exon2RNest (rot); AmplikongroRe: 318 bp; Panx2intronspF1, Panx2intronspF2, Panx2
intronspR1 (gelb). AmplikongréRe 504 bp auf cDNA, 1016 bp auf genomischer DNA.
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421
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Abbildung 8-35 Lage des Panx2-Antikérpers im Panx2-Protein. Der Antikérper bindet in der
C-terminalen Domane des Panx2-Proteins. Die Transmembrandomanen sind grau unterlegt
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dargestellt; der Antikorper ist rot dargestellt.
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Abbildung 8-36. Sonde in der Rhodopsin-Gensequenz Genbank-Accession-Nummer
Rhodopsin NM 145383. Rhodopsin-Sonde, hergestellt mit den Primern ,Rhodopsin mm F1“ und
-Rhodopsin mmR1“, 698bp. Sequenz wurde in 200 bp-Fragmente zerlegt. Exon1, 3, 5: grau
unterlegt.
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8.5 Kollaborationen

Die Western-Blot-Analysen und immunhistochemischen Untersuchungen zum
Nachweis der Spezifitat des Panx2-Antikdrpers wurden in Zusammenarbeit mit apl.
Prof. Dr. Ulrike Janssen-Bienhold und Katharina Schmidt durchgefuhrt (Bolte et al.,
in Ausarbeitung).

Daten von Birthe Dorgau und Katharina Schmidt zeigten, dass die von mir
beobachtete Panx1-Immunoreaktivitdit in der &uflReren plexiformen Schicht
ausschlieBlich den Horizontalzellen und Bipolarzellen zuzuordnen war (Schmidt et
al., in Ausarbeitung).

Die ultrastrukturellen Analysen von Panx2 und Cx36 wurden in Zusammenarbeit mit
Dr. Konrad Schulz erstellt (Panx2: Bolte et al., in Ausarbeitung; Cx36: bisher
unverodffentlicht).

Prof. Dr. Andreas Feigenspan hat die elektrophysiologischen Daten an transfizierten
Zellen erhoben (unveroffentlicht).

Katharina Schmidt bestatigte unter meiner Anleitung im Rahmen ihrer Diplomarbeit
die In-situ-Hybridisierungen von Panx2 in der Maus-Retina mit Doppelfluoreszenz-In-
situ-Hybridisierungen (Schmidt, Katharina Diplomarbeit 2009: ,Lokalisation von
Pannexin2 in der Maus-Retina  mittels  In-situ-Hybridisierungs-  und
Immunofluoreszenzanalysen®).

Regina Herrling bestatigte meine RT-PCR-Daten mit weiteren degenerierten
Connexin-Primern.

Die Vektoren ,Cx36m:pBEHpac18‘ und ,pCx36EGFP-P“ wurden von der
Arbeitsgruppe Willeke, Institut fir Genetik, Universitat Bonn, zur Verfligung gestellt
(Horst et al., 1991).

Der Expressionsvektor ,Panx1-pcDNA3.1“ wurde unter meiner Anleitung im Rahmen
der Diplomarbeit von Katharina Stolz hergestellt (Stolz, Katharina Diplomarbeit 2010:
»+Analyse der Pannexin1-Expression in der Maus-Retina“).
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