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Abkirzungen

I Abkurzungen und Akronyme

bMe b-Mercaptoethanol

[Ca' Calciumionenkonzentration

[Ca]; intrazellulre Calciumionenkonzentration

[Ca ) rel ative Ca ciumionenkonzentration (Quotient aus der Fluoreszenzintensitét von
Huo-3/Snarf-1)

°C Grad Celsus

UM Micromolar

3F10 mAK gegen das HA-Epitop

9E10 mMAK gegen das c-myc-Epitop

A Ampere

AA Acarylamid-Bisacrylamid

Abb. Abbildung

Ac Acetyl

AD Aktivierungsdoméne (THS)

AG Agonigt

Amp Ampidllin

AMPS Ammoniumpersulfat

ank Ankyrin-ghnlich

AS Aminosaure

ATCC American Type Culture Collection

ATP Adenosin-5' - triphosphat

B42 DNA-Aktivierungsdoméne (THS)

BCR B-ZdIrezeptor

BD Bindungsdoméne (THS)

bp Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca circa

CaM Cdmodulin



\ AbkUrzungen

cCAMP cycdlische Adenosn-3',5' -phosphorsaure

Cav Cavedlin

cc Coiled-Call

CCE kapazitativer Caciumionenenstrom (“capacitative cacium entry”)

CCh Carbachol

cDNA komplementare DNA

cGMP cydische Guanoan-3',5’ - phosphorsaure

CIF Cdciumeingromfaktor (“Cacium Influx Factor”)

c-myc Decapeptid, das vom humanen c-myc Onkogenprodukt abgeleitet ist:
EQKLISEEDL (AS 410 bis 419), wird a's spezifisches Epitop fir Ak verwendet

CRAC “Ca’*-released-activated” Ca’*-Kande

CT cytosolischer Carboxy-Terminus

CTAB Hexadecyltrimethylammoniumbromide (Cetyltrimethylammoniumbromide)

Cy2 Carbocyanin

Cy3 Indocarbocyanin

d Schichtdicke bei OD-Messungen

DAG Diacylglyceral

DEAE Diethylaminoethyl

DMEM Dulbeccos Minima Essentid Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyriobonuklease

dNTP Desoxyribonukleos dtriphosphat

DO “Dropout”

DTT 1,4-Dithiothreitol

dys Dystrophin-anlich

e Esdl

E. coli Escherichia coli

ECL “Enhanced Chemiluminescence”’

ECS extrazdluldre LGsung (Extracdlular solution)

EDTA Dinatriumsalz der Ethylendiamin-N,N,N’ ,N’-tetraessgsiure

EGTA Dinatriumsaz der Ethylenglycol- big(b -aminoethylether)-N, N, N’ ,N’-



Abkirzungen

Al

ER
F(ab')
FACS
Fc
FcR
FCS
FcogR
FLAG

Huo-3-AM
FP

Fura-2

Fura-2-AM
g

Gd

GDP

Glu

Gms

GTP

Gabg

HA

HEPES
His
HMW

|CRAC

tetraessigsaure

Endoplasmatisches Retikulum

Antigenbindendes Fragment (,, Fragment antigen binding*)

» Fluorescent activated cdll sorter*

krigtdliserbares Fragment von Antikorpern (,, Fragment crystalineg®)
Fc- Rezeptor

fotales Kédberserum

|gG-Rezeptor

Octapeptid DYDDDDDK, ® eingetragenes Warenzeichen der Firma Sigma-
Aldrich, wird as spezifisches Epitop fur Ak verwendet
4-(2,7-Dichloro-6-hydroxy- 3- oxo- 9- xanthenyl)-4'- methyl-2,2'-
(ethylendioxy)dianilin-N,N,N',N'-tetraessigsaure

Huo- 3-tetrakis- (acetoxymethyl) - ester

Fusionsprotein

1-[2- (5-Carboxyoxazoal- 2-yl)- 6-aminobenzofuran 5- oxy] - 2- (2'-amino-5'-
methylphenoxy)-ethartN,N,N’,N'-tetraessigsaure

Fura:-2- pentakis- (acetoxymethyl)-ester

Erdbeschleunigung oder Gramm

Gdactose

Guanosin-5' -diphosphat

Glucose

Gentamycinsulfat

Guanodn-5’ -triphosphat

trimeres G-Protein

Human oder Stunde/n

Human

Nonapeptid aus dem Hamagglutininprotein: YPYDVPDY A, wird as spezifisches

Epitop fur Ak verwendet

2-[4-(2-Hydroxyethyl)- 1- piperazino] - ethansulfonsaure

Medium, in dem Histidin fehlit

Proteinmarker fir SDS-PAA-Gde bis 212 kDa (,, high molecular weight*)

durch Ca?*-Freisetzung aktivierter Cat*-Strom (“ Cat*-rel eased-activated Cat*-



VIl AbkUrzungen
current”)
lg Immungluobulin
109G Immunglobulin G
IP Immunprazipitation
IP; Inosital- 1,4,5- trigphosphat
IP:-R | Ps-Rezeptor
1P Inogital-1,3,4,5-tetrakisphosphat
IP;-R | P;-Rezeptor
IPTG Isopropylthiogaaktosid
k Kaninchen
kDa Kilodalton
Konz Konzentation
LAT Adapterprotein zur Aktivierung von T-Zdlen (, Linker for Activation of T-Célls")
LB LuriaBroth
Leu Medium, in dem Leucin fehlt
LexA DNA-Bindungsdomane (THS)
LGCC ligandkontrollierter Ca?*-Kand (“ligand-gated Ca?*-channd”)
LMP-Agarose  niedrig schmelzende Agarose (,,Low Mdting Point*)
LMW Proteinmarker fir SDS-PAA-Gee bis 94 kDa (,,Low molecular weight*)
LRD Lipid Raft Doméne
m Maus
M Marker fur Molekularmasse im Western Blot oder Molar
M2 mMAK gegen das FLAG-Epitop
M5 muskarinischer Acetylcholinrezeptor Typ 5
mAK monoklonler Antikorper
min Minute
mind. mindestens
mvl Millimolar
MRNA Boten-RNA
MbCD Methyl-b-cyclodextrin
n. red. nicht reduziert

NaMops

Natriumsaz der 3-(N-Morpholino)propansulfonsaure



Abkirzungen

nd nicht untersucht (,, not determined”)
NK-Zdlen Natirliche Killerzellen

nvi Nanomolar

nm Nanometer

NP40-Ersatz Nonidet P40-Ersatz

NT cytosolischer Amino-Terminus

NTA Nitrilotriacetat

o/n Uber Nacht

OAc Acetat

OAG 1-Oleayl- 2-acetyl-sn-glycerol, membrangangiges DAG-Derivat
OctA pAk gegen das FLAG-Epitop

oD Optische Dichte

OodT oligo-Desoxythymidin

pA Ficoampere

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgel e ektrophorese
pAK polyklonaer Ak

PBS phosphatgepufferte physologische Kochsa zldsung
PCR Polymerasekettenreaktion

pF Picofarad

PFA Polyformaldehyd

PIP, Phosphatidylinositol-4,5- bisphosphat
PKC Proteinkinase C

PLC Phospholipase C

PM Plasmamembran

PMSF Phenylmethylsulfonyifluorid

pp potentielle Porenregion

proz. prozentig

pS Picosmens

r Ratte

r Ratte

RACC rezeptoraktivierte Cat*-Kanale (, receptor-activated Ca?*-channds')



X AbkUrzungen

Raf Raffinose

red. reduziert

RIPA Radio- Immuno-Prézi pitationsassay

RNA Ribonukleinsture

RNase Ribonuklease

RT Raumtemperatur oder Reverse Transkription

RT-PCR Reverse Transkription-PCR

SE. Standardabweichung

SD synthetisches Minimamedium (,, synthetic drop out*)

SDS Natriumdodecylsulfat

sek Sekunde/n

SERCA Sarcoplasmatisches und Endoplasmatisches Retikulum-Ca?*- ATPase

SNARF-1® 2(oder 4)-[10-(Dimethylamino)- 3-oxo- 3H-benzo[c]xanthen-7-yi]-
benzoldicarbonsiure, eingetragenes Warenzeichen der Firma Molecular Probes,
Inc.

SNARF-1-AM  3-(Acetyloxy)- 10- (dimethylamino) - 3'-oxo-spiro[ 7H- benzo[ c]xanthen 7,1'(3H)-
isobenzofuran] -ar'- carbonsaure- acetoxymethyl- ester

soC speicherregulierter Caf*-Kand (, store operated Ca?* channd*)

Strep Streptomycin

Tab. Tabdle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBS Tris-Borat-EDTA

TCA Trichloressgsaure

TEMED N,N,N’,N’ - Tetramethylethylendiamin

Tet Tetracydin

Tet-On/Off Tet-reguliertes Expressionssystem der Firma Clontech

TF Transkriptionsfaktor/en

Tfb Transformationspuffer (m fir MC1061, x fur XL1-Blue)

THS Two-Hybrid-System

™ Transmembranssgment/e

Tris Tris-(hydroxymethyl) - ammoniummethan

TRITC

Rhodamin



Abkirzungen

XI

Triton X100
TRP

Trp

TRPC

Trx

Tween 20

Urd

urea

viv
VOCC
Val.

wiv

WB

X-Gd
YPD

4-(2,2 4 4 - Tetramethylbutyl)- phenyl decaehtylglycol
Transent Receptor Potential

Medium, in dem Tryptophan fehit
humaner TRP Kana (“channd”)
Thioredoxinprotein

Polyoxyethylen-(20)- sorbitanmonol aurest
Einheit der Enzymektivitét

Medium, in dem Uradil fehlt

Harngtoff

Volt

Verhdtnis Volumen/Volumen

gpannungsregulierter Ca?*-Kand (, voltage-gated Ca?*-channd)

Volumen

Watt

Verhdtnis Gewicht/\V olumen

Western Blot

Wildtyp

Xenopus

5-Brom-4-chlor-3-indalyl- b - D-gdactopyranosd
Hefe-Vallmedium

Ziege

Deletion



XIl AbkUrzungen

[ Symbole fir die Aminosauren

Tab. 1.l Drei- und Einbuchstabencode der natiirlichen a-L-Aminosauren
Aminosaure Abkurzung Buchstabensymbol
Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Asparaginsaure Asp D
Cystein Cys C
Glutamin GIn Q
Glutaminsaure Glu E
Glycin Gy G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Vdin Val \%

Il Symbolefir die DNA-Basen

Tab. Il Einbuchstabencodefir die DNA-Basen
Base Buchstabensymbol
Desoxyadenosin a
Desoxycytidin c
Desoxyguanosin g

Desoxythymidin t




Einlatung 1

1 Einletung

Eine der wichtigden Eigenschaften von Zdlen ig die Fahigkeit zur Interaktion mit anderen
Zdlen innerhadb enes Organismus. Diese Kommunikation wird durch ene grof¥e Anzahl von
Primé&rsgnden ermdglicht, die die Zdlobeflache ereichen. Diese Sgnde dimulieren entweder
Oberfléchenrezeptoren, die das Signd waeiterleiten oder besitzen durch ihre Membrangdngigkeit
enen direkten Einfluld auf intrazdlulére Prozesse wie Zdltelung, Sekretion und Mohbilité, die
aber auch Uber sekundére Botenstoffe ausgddst werden konnen, die an das Primérsgnd
gekoppdt dnd. Einer der wichtigden diesr sskundaen Botendtoffe ig in nahezu dlen Zedlen
das Caciumion (C&"). Es ist an der Regulierung von Schiiisselprozessen wie Genexpression,
Sekretion, Kontraktion und zdluld&en Soffwechsdprozessen betaligt. Eukaryotische Zelen
kénnen die cytosolische Ca*-Konzentration ([C&']) Uber zwei Wege erhdhen: erstens durch
Freisstzung von in intrazelluldren Speichern kompartimentieten Ca#* oder durch Ca&*-Einstrom
aus dem Extrazelularaum Uber die Plasmamembran (Berridge, 1993). Die Ca’*-Freisstzung aus
den Speichern ig im dlgemenen trandent und nach enigen Sekunden vollstdndig desktiviert.
Da aber vide Prozesse einen anhdtend erhdhten cytosolischen Ca?*-Spiegel bendtigen (z.B. firr
Hormonsekretion, Kontraktion oder Gentranskription), ist der langerfrisige Ca*-Einstrom
entscheidend.

1.1 Calciumionenfreisetzung ausintrazelluléren Speichern

Sowohl G-Protein-gekoppdlte ds auch Tyrosnkinsase-gekoppelte Rezeptoren werden durch
externe Signde (wie Hormone, Wachsumsfaktoren, Neurotransmitter und Neuropeptide)
aktiviert. Diese Aktivierung resultiert in der Generierung von Inostol-1,4,5-trisphosphat  (1Ps),
dnem Schlissamolekiil fir die Caf*-Freisstzung aus intrazelluléren Speichern (Berridge, 1993).
Die G-Protein-gekoppdten Rezeptoren (wie zB. der muskarinische Acetylcholinrezeptor in
HEK293-Zdlen (Naka et d., 1988)) snd sebenTransmembrandoménen Rezeptoren, die ene
ligandeninduzierte  Konformationsinderung  erhaten, wodurch  Phospholipase C-b  (PLC-b)
aktiviet wird (Uber GTP-bindende G-Proteine). PLC-b hydrolyset das membrangtandige
Phosphatidyl-4,5-bisphosphat  (PIP;) und generiet so  Inositol-1,4,5-trisphosphat  (1Ps)  und
Diacylglycerin  (DAG). Tyrosnkinasen-gekoppelte Rezeptoren (wie z.B. die B-Zdlrezeptoren,
BCR) werden durch Liganden quervernetzt, wodurch die Kinasen dch gegensatig an
soezifischen  Tyrosnen  phosphorylieren konnen.  Diese  Phosphotyrosnrete  sind
Bindungsdoménen fir die Phospholipase C-g (PLC-g). Somit wird die primé& cytosolisch
lokdidgerte PLC-g an die Plasmamembran trandokdisert und spdtet PIP, in DAG und 1Ps. IPs



2 Einletung

bindet an |Ps-Rezeptoren, woraufhin diese Ca®* aus den internen Speichern, wie dem
Endoplasmatischen Retikulum (ER), freisetzen (Abb. 1.1).

(A) Tyr-Kinase-gekoppelte (B) G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren Rezeptoren

Carbachol ]
Calciumkanal

TRP ?

Ca2+

BCR

Muskarinischer
Acetylcholin-
Rezeptor

fsp <«
?
T
Zellkern
Abb.1.1 Schematische Darstellung der Generierung des Ca**-Signals durch Tyrosinkinsasen- und G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren am Beispiel des B-Zell- (A) und des muskarinischen
Acetylcholin-Rezeptor s (B)

Agonisten (AG) binden an die Plasmamembranrezeptoren, wodurch entweder Uber Tyrosinkinasen

oder GProteine PLC-b oder -g aktiviert wird. Diese spalten membranstandiges PIP, in DAG und das
I6dliche intrazelluldre 1P;. 1P; aktiviert 1P;-Rezeptoren und Ca®* wird aus intrazelluléren Speichern in
das Cytosol freigesetzt. Die Offnungsmechanismen und die Art der Plasmamembran-Ca®*-Kandle

sind bisher noch zum gréf3ten Teil unbekannt.

Wenn Agonisen das Ca&'-Signd  durch Generierung von IP;  aktivieren, fihrt  dies
typischerweise zu enem biphasischen Angtieg der intrazdluldren cytosolsichen [C&']. Das
iniidde Signd resuitiert direkt aus der Bindung von IP; an ligandenaktivierte Cat*-Kandle in den
intrazelluléren  Caf*-Speicherorgandlen (Berridge, 1993). Die Freisstzung dieses intrazelluléren
Ca®* is nur transenter Naur und gewshnlich folgt ein langer anhdtender Anstieg der
intrazelluldren  Konzentration durch C&*-Eindrom (ber die Plasmamembran (Putney et 4.,
1981).



Einlatung 3

1.2 Calciumionenkanae

In erregbaren Zellen wie Neuronen, Muskd- oder endokrinen Zellen, erfolgt der Ca*-Einstrom
meist ber spannungsregulierte Ce?*-Kandle (VOCCs). Diese Caf*-spezifischen Kande werden
kurzzeitig wédhrend des Aktionspotentils aktiviet und  generieren  dadurch  einen
einwartsgerichteten Cat*-Strom. Auf der Grundlage  von Einzelkand stromen,
Spannungsabhangigkeit, pharmakologischem Profil und Molekularbiologie wurden verschiedene
Klassen dieser Ca*-Kandle charakterisiert, die ds L-, T-, N-, P- und Q-Typen bezeichnet
werden (Tsen et . 1995).

In nicht erregbaren Zdlen, wie zB. denen des Immunsystems, Endothd- oder Epithezdlen,
werden spannungsreguliete Kandle nicht exprimiert. Der C&*-Einsrom in diessn Zdlen wird
durch die ligandkontrollieten nicht spezifiscchen Kaionenkande (LGCCs) oder die
rezeptoraktivierten Caf*-Kande (RACCs) kontrolliert.! Die physiologische Funktion dieser drei
Kandtypen ist die Versorgung mit extrazdluldrem Ca* zur Erhéhung der [C&?*] in bestimmten
Regionen des cytoplasmatischen Raumes und zur Wiederauffillung der intrazeluldren Specher
im Sarkoplasmatischen und Endoplasmatischen Retikulum (Putney und Bird, 1993; Fasolato et
a., 1994; Beridge 1995; Catterall, 1995; Clapham, 1995-a; Dunlap et d., 1995; Berridge 1997).
Von diesen PlasmamembranCa?*-Kanden sind die RACCs die am wenigsten verstandenen, was
unter anderem an der grofen Zahl an RACC-Subtypen liegt. Ein bestimmter Zdltyp bestzt
wahrschenlich mehrere RACC-Typen, die wohl unterschiedliche physiologische Funktionen
haben  sowie  verschiedene  dektrophysiologische  Eigenschaften, Strukturen  und
Aktivierungsmechanismen (Fasolato et d., 1994; Parekh und Penner, 1997).

RACC is definiet ds ein Plasmamembran-Ca?*-Kand, der nach Bindung eines Agonisten an
seinen Rezeptor gedffnet wird, wobel das Rezeptorprotein vom Kandprotein getrennt ist und fur
dessen  Offnungsmechanismus keine Depolariserung der Plasmamembran bendtigt wird (Putney
und Bird, 1993; Fasolato et a., 1994; Berridge 1995; Clapham, 1995-a Parekh und Penner,
1997). Die grole Anzahl an RACC-Subtypen kann auf der Bass ihrer Kationensdektivitét, des
Offnungsmechanismus und der  physiologischen Funktion unterschieden werden. Die Sdektivitét
der Ca?*-Kande variiert von hoch sdektiv fir Caf*, bezeichnet ds Ca'-Kande, bis gering
sdektiv, ds nicht sdektive Kationenkandle bezeichnet, wobel letztere hauptsichlich fir Na
permeabel sSnd (Fasolato et a., 1994; Berridge 1995; Parekh und Penner, 1997).

Die zur Zeit am meden untersuchte Subgruppe der RACCs ig die Gruppe der
speicherregulierten Ca2*-Kandle (SOCs oder auch kapazitative Ca*-Einstromkandle (CCE fir

! Unterteilung nach Barrit (1999): Die Einteilung in die beiden Klassen von nicht spannungsabhangigen Ca®*-
Kanélen in LGCCsund RACCsist nicht allgemein verbreitet. Andere Unterteilung siehe z.B. Fasolato et al. (1994).
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cgpacitative cacium entry)) (Lewis und Cahadan, 1989; Hoth und Penner, 1992; Putney und
Bird, 1993; Berridge 1995; Clapham, 1995-a Birnbaumer et d., 1996; Frie, 1996; Lepple-
Wienhues und Cahdan, 1997; Montell, 1997; Parekh und Penner, 1997). Diese and definiert as
Kande, die nach einem Abfdl der Caf’-Konzentration im Lumen des ER gedffnet werden
(Castedls und Droogmans, 1981; Putney, Jr., J. W., 1986; Putney und Bird, 1993).

1.2.1 Specheregulierte Cadciumionenkande (SOCs) und kepazitativer Caciumionengingtrom
(CCE)?

In ener Vidzahl von nicht eregbaren Zdlen exidieren Rezeptoren, deren Stimulation durch
vaschiedene Liganden zu einer IPs-induzieten C&*-Freisstzung aus den intrazdluléren
Speichern filhrt. Dieses Entleeren der Speicher bewirkt daraufhin einen zusdizlichen Ca&*-
Eingrom Uber die Plasmamembran in das Cytosol der Zele. Die hierfir verantwortlichen Kande
werden as speicherregulierte Ca?*-Kande (SOCs) bezeichnet (Casteds und Droogmans, 1981;
Putney, 1986).

Dieses Modell des speicherregulierten Ca’*-Einsroms beruht auf den Beobachtungen, dai? die
durch Bindung enes extrazdlul&en Liganden an einen Rezeptor ausgedste Freisstzung von
Ca?* aus Ca*-Speicherorgandlen zu einem C&*-Einstrom in die Zelle aus dem umgebenden
Medium fuhrt (Putney, 1986). Hierba wurden die Zdlen zunéchs in Abwesenhet von
extrazdluldem C&* mit verschiedenen Liganden dimuliet, die durch Bindung an einen
Rezeptor in der Plasmamembran den Austritt von Ca* aus dem ER bewirken. Durch Zusatz des
Ca’*-Chdaors EGTA im extrazdluldren Medium wurde das durch Ca*-Pumpen und
-Austauscher aus dem Cytosol in den Extrazdlularaum gelangende C&* aus den Zdllen entfernt.
Die anschlieRlende Zugabe von C&* in das die Zdlen umgebende Medium bewirkte in
Gegenwart eines rezeptorinaktivierenden Antagonisten einen rapiden Einsrom von Ca* in das
Zdlinnere und das ER der Zdle. Eine erhthte cytosolische [Ca'] der Zele konnte Putney, der
die [Ca’*] Uber den Efflux von 8®Rb* durch Ca?*-abhéngige K*-Kande in der Plasmamembran
gemessen hat, erst nach erneuter Zugabe von rezeptoraktivierenden Liganden feststellen. Hieraus
wurde geschlossen, da die Aktivierung der Ca#*-Kande in der Plasmamembran durch den C&*-
Gehdt des Speichers reguliet wird und (falschlicheweise) dald der durch den Rezeptor
ausgel6ste Ca’*-Einstrom direkt aus dem umgebenden Medium in die internen Speicher gdlangt.
Zwe weitere Beobachtungen bestétigten das Phanomen der speicherregulieten Ca&2*-Kandle.
Zunachst die Entdeckung des SERCA-Inhibitors Thapdgagin, enem  pflanzlichen
Sexquiterpenlacton, das durch Hemmung der Ca?*-ATPasen des ERs zu dessen passiver

2 Da die Bezeichnung des kaparzitativen Ca?*-Einstroms den Mechanismus nicht exakt beschreibt, gibt es Vorschlage

ganz auf diesen Namen zu verzichten und auf speicherreguliert zuriickzugreifen (Clapham, 1995-b).
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Entleerung fuhrt (Thastrup et a., 1989; Thastrup et a., 1990). Dies erlaubt Untersuchungen der
Kande in Abwesenheit enes rezeptoraktivierenden Liganden. Es zeigte sich, da3 ein Ca'-
Eingrom auch unabhéngig von rezeptoraktivierenden Liganden nach Entleerung des ERs durch
Thepsigargin i Anwesenheit extrazellulérer Ca*-Chelatoren erfolgen kann. Zweitens wurde
beobachtet, dal3 in viden nicht eregbaren Zdlen nach Entleerung der intrazdlul&ren Speicher
ein Mr¢*-Eingrom (iber die Plasmamembran induziert wird (Merrit et d., 1989).

Die Entwicklung neuer Huoreszenzfarbstoffe wie Fura2 (Grynkiewicz e d., 1985), mit Hilfe
derer die cytosolische [Ca'] direkt bestimmt werden kann (Tsien et d., 1985; Poenie et d.,
1985; Luckhoff und Busse, 1990), zeigt bei Thapsigargin oder IPs-induzierter SOC-Aktivité,
dal3 das durch die SOCs aufgenommene extrazdluldre Caf* zuerst in das Cytosol in der Zdle
entritt, um anschlieRend von dort ausin die intrazelluldren Speicher zu gdangen.

1.2.2 “Ca’*-release-activated” Calciumionenkandle (CRACS)

Die Vewendung von dektropyhsologischen , PachClamp“-Messungen fihrte zu  enem
weiteren Verstéandnis der SOC-Eigenschaften. Der Cea?*-Einsrom in eine Zele wird bei dieser
Methode ds Stromflud Uber die Zelmembran gemessen. Diese Technik erlaubte die
|dentifiZierung von in Lymphozyten und Masizdlen exprimieten PlasmamembranCa?*-
Kanden, die zB. durch Thapsgargin oder IP; ausgddd, einen Eingrom vermitten. Diese
Kandle werden as “Ca’*-release-activated Ca?*-Kande (CRACS) bezeichnet und der durch sie
vermittelte Strom as Icrac. Die CRACs zeichnen sch durch sehr geringe Letfahigket aus, die
pro Kanal auf unter 1pS geschétzt wird. Sie besitzen eine hohe Spezifité fir Caé* (Ca?* > Ba?*
>> Mr?*, geringe Na'-Leitfshigkeit) und das damit verbundene stark positive reverse Potentid.
Se zegen ene chaakterigische Strom-Spannungs-Kurve und snd  unabhéngig  vom
Membranpotential. Zusétzlich weisen die CRACs eine positive Feedback-Schleife beziiglich der
cytosolischen [Ca?*] auf und werden durch verschiedene zwei- und dreiwertige Kationen, wie
zB. Zr?*, Mr?* oder La®* und Gd®* blockiert (Lewis und Cahalan, 1989; Hoth und Penner, 1992;
Zwefach und Lewis, 1993; Fasolato et a., 1994; Petersen und Berridge, 1994; Zweifach und
Lewis, 1995; Lepple-Wienhues und Cahdan, 1996; Lepple-Wienheus und Cahdan, 1997,
Parekh und Penner, 1997). Die zur Zeit am besten charakteriserten SOCs, die je nach Typ
unterschiedliche Ca?*- Selektivitéten aufweisen, sind die CRACs.

1.2.3 Aktivierungsmechanismen fir SOCs

Die Entlerung intrazelluldrer Ca'-Speicher scheint fir die Aktivieung des Einsroms
verantwortlich zu sain, doch i der genaue Speicher und die exakte quantitaive Beziehung
zwichen Fillsand und Aktivierung noch unbekannt. Neben den IPs-sendtiven Speichern



6 Einletung

exigieren noch ryanodinsendtive und Sphingosin-1-phosphat-sendtive Speicher (Mattie et d.,
1994; Spiegd et a., 1996).

Die Aktivierung von Icrac wird durch die IPs-senstiven Speicher gesteuert, da nach maximaler
Entleerung diesr Speicher, durch zB. lonomycin oder durch Didyse mit ener hoch
konzentrierten EGTA-LOsung, der gleiche Strom gemessen wird, wie nach Entleerung dler
intrazellul&ren Ca?*-Speicher (Hoth und Penner, 1993; Parekh und Penner, 1996).

Fir die Verbindung zwischen dem Ca*-Gehdt der IPs-sensitiven Speicher und den SOC-
Kanden sind zwel Komponenten notwendig, erstens ein Caf*-Sensor im Speicher und zweitens
das Aktivierungssgnd. Als Sensor wurden bisher zwel Kandidaten vorgeschlagen. In dem nicht
bestétigten Modell von Irvine (1990) Ubernimmt der IPs-Rezeptor sdbst die Funktion des
Sensors in den Speichern. In anderen Hypothesen spiden Ca*-bindende Proteine  wie
Cdmodulin (Alvarez et d., 1991) oder Cdretikulin (Mery et d., 1996) die entscheidende Ralle.

1.2.3.1 Signdtransduktion

Trotz intendver Forschung it die Art des Aktivierungssgnds bisher unbekannt. Die aktuellen
Moddle lassen dch in zwel Hauptkategorien einteilen: indirekte und direkte Kopplung (Tab.
1.1). Die indirekte Kopplung beinhdtet enen intermedigren Sgnatransduktionsweg, der
enersats en Signdmolekll aufweisen kann, das as aktivierender Ligand fur die Kande wirkt
oder biochemische Prozesse steuert, oder andererseits die Insertion von Kandproteinen in die
Plasmamembran bewirkt. In dem Model des direkten Kopplungsmechanismus wird ene direkte

Interaktion zwischen Proteinen in der Plasma- und der Organdlenmembran angenommen.

Tab.1.1 Postulierte M echanismen fiir den speicherregulierten Ca**-Einstrom

Eswerden die direkte und die indirekte Kopplung postuliert. Bei der indirekten Kopplung existieren
intermediare Signalmolekiile oder verschiedene Enzyme. Fir die direkte Kopplung wird eine direkte
Interaktion des Kanalsin der Plasmamembran mit Proteinen der Organellen angenommen (reviewed
in Parekh und Penner, 1997).

direkte indirekte Kopplung
Kopplung Signalmolekil  Kinase/Phosphatase andere
IP3-R und IP4-R cGMP CaM Kinasell Fusion
IP;-R 3 CIF Tyrosinkinase G-Protein

1P, Proteinphosphatase  Cytochrom P-450
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mobile intrazellul &re Botenstoffe:
Es exigieren Hinweise auf verschiedene RACCs, die unter Betellgung von cAMP (Finn & 4a.,
1996; Lenz und Kleineke 1997), cGMP (Finn et d., 1996), IPs und IP4 (Irvine und Moor, 1986;
Kuno und Gardner, 1987; Mozhayeva et d., 1990; Vaca und Kunz, 1995; Khan et a., 1996;
Restrepo et a., 1996; Kisdyov et d., 1997) und Arachidonsdure (Peppelenbosch et a., 1992;
Shuttleworth, 1996; Munaron et a., 1997; Shuttleworth und Thompson, 1998) aktiviert werden.

trimere G-Proteine
Moglicherweise exisieren RACCs, deren Aktivierung Uber rezeptorassoziierte G-Proteine
vermittelt wird, indem deren a- oder bg-Untereinheiten nach der Bindung eines Liganden an den
Rezeptor von diesem abdissoziieren und direkt mit einem Kand in Wechsdwirkung treten.
Patch-Clamp-Messungen haben gezeigt, dal3 durch GTP-g[S], einem Aktivator heterotrimerer G-
Proteine, nicht sdektive Kationenkande aktiviet werden konnen, wobel jedoch die Betellgung
eines mobilen Botensoffes nicht ausgeschlossen werden kann (von zur Mdhlen et d., 1991;
Krautwurst et d, 1992; Berven et d., 1994; Fasolato et a., 1994; lwasawa et a., 1997; Macrez-
Leprétre et d, 1997, Parekh und Penner, 1997). Auch die Aktivierung von Kanden durch
Simulation enes muskarinischen Rezeptors mittels Carbachol  fuhrt Uber einen G-Protein-
gekoppedten Signaweg zur Offnung von Cat*-Kandlen (Singer-Lahet et d., 1996; Singer-Laha
eta., 1997).

intrazellul&res Ca?*:
In enigen Zdltypen (zB. humane Neutrophile oder Lebertumor-Zdlen) wurden Hinweise auf
Ca’*-aktivierte nicht sdektive Kationenkandle gefunden (von Tscharner et d, 1986; Loirand et
a., 1991, Sieman, 1993; Braun und Schulman, 1995; Congar et a., 1997; Leech und Habener,
1997; Lidofsky et al., 1997).

“ Calcium Influx Factor” (CIF)
Randriamampita und Tsen berichteten ergmds 1993 von der Isolierung ener niedrig-
molekularen Komponente aus Jurkat T-Lymphocyten, die in verschiedenen nicht erregbaren
Zdlen dnen C&*-Eingrom induzieren kann. Die Gruppe um Putney fand jedoch heraus, daid der
erzidte Ca*-Einsrom unabhangig vom IPs-Signaweg verlauft (Bird et d., 1995; Gilon e 4.,
1995).

Cytochrom P-450
Der Einflu? von Cytochrome P-450 auf den speicherregulierten C&*-Einstrom wurde mittels
Inhibitorstudien untersucht (Alvarez et d., 1991; Graier et d., 1995).
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Vesikel-Fusion
Somasundaram e a. (1995) schlugen vor, da3 CRACs in Vesken gdaget snd und nach
Entleerung der Speicher in die Plasmamembran insartiert werden. Diese Theorie beruht auf der
Beobachtung, dal? nach Inhibierung des Veskdtrangports mittds Primaguine en reduzierter
| crac gemessen wurde,

Tyrosinkinase
Vosta et d. (1991) berichteten zum esen md von der spezifischen Aktivierung ener
Tyrosnkinase nach Ca*-Freisetzung, die ein 130 kDa Protein phosphoryliert. Inhibitorstudien
ergaben ene Reduktion des Ca*-Einsroms nach Speicherentleerung, die selbst jedoch nicht
beeinfluld wurde (Sargeant et d., 1993-aund -b).

Ca’*/Calmodulin-abhangige Kinase
Braun und Schulman (1995) fanden heraus, dal} en Ca™-aktivierter Caf*-permesbler Kand
durch die Ca?*/Camodulin-Kinase reguliert wird.

direkte Kopplung
Baserend auf der Analogie mit VOCCs postulierte Irvine (1990) eine direkte Kopplung des IPs-
Rezeptors im ER mit dem 1P;-Rezeptorkand in der Plasmamembran fir den Mechanismus des
speicherregulierten  Ca#*-Einstroms.  Berridge (1995) modifiziete die Hypothese dahingehend,
dal3 der 1Ps-Rezeptor auch mit SOCs direkt interagieren konnte.

1.3 Kandidaten fur speicherregulierte Calciumionenkanale

Auf der Basis der offenbar grolen Vidfdt an Phénotypen fir die speicherregulierten Ca'-
Kande ig es wahrschenlich, dal? verschiedene Kandtypen exidtieren, die in diesen Signaweg
involviert Snd. In enigen Zelen verhdten sch die Kande anlich den IPs-Rezeptoren (Putney,
1997) und die Expression des Typ 3 Rezeptors fiihrt zu einem erhdhten Caf*-Einstrom ber die
Plasmamembran, ohne die Freisetzung aus den Speichern zu beeinflussen (Delide et d., 1996).
|Ps-Rezeptoren Typ 3 konnten demzufolge die Funktion des kapazitativen Caf*-Einstromkanas
Ubernehmen.

Das mede Interesse in den letzten seben Jahren fokussete sch jedoch auf ene neue
Protenfamilie, den TRP-Proteinen (fUr Transent Receptor Potentid).

1.3.1 DieTRP-Protanfamilie

dtirp i¢ ene Drosophila Photorezeptor Mutante, die unféhig i, en anhdtendes
Photorezeptorpotentid  as Reektion auf eine Photostimulation aufrechtzuerhdten (Cosens und
Manning, 1969). Da die InsektenPhotorezeptorzellen enen PLC-Signdweg verwenden,
schlugen Hardie und Minke 1993 die Beteligung der TRP-Proteine ads Komponente fur den
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Ca’*-Einstromkand vor. Nachdem die Sequenz von dTRP besimmt war (Montel und Rubin,
1989), wurden Homologien zu den Sequenzen von spannungssbhangigen Caf*-Kanden deutlich
(Phillips e d, 1992). Seit den erden Publikationen Uber Sauger-TRP-Homologe sind bisher 9

Isoformen (1-8 und 12) kloniert worden.

1.3.1.1 DieKandegenschaften der TRP-Proteine

Das TRP-Proteine as kapazitaive Ca'-Kande agieren konnten, wurde ersmals von der
Arbetsgruppe Schilling untersucht (Hu et a., 1994; Vaca e d., 1994). Die Expresson von
dTRP aber nicht dem Homologen dTRP-like (dTRPL) fihrte zu eénem erhthten Einwartsstrom
nach Speicherentleerung, der dhnliche Eigenschaften wie der Strom aufwelst, der Uber den PLC-
Weg aktiviert wird. Chimédre Expresson von dTRP und dTRPL liefen den intrazelluléren Caf*-
Sensor von dTRP auf den C-Terminus lokdiseren (Sinkins et d., 1996) und die Co-Expresson
beider Proteine fuhrt zur Bildung eines Kands mit htherem Strom und grof3erer Sengtivitét
gegeniiber der Ca*-Speicherentleerung im Vergleich zur Expresson der enzdnen TRP-
Isoformen (Gillo et d., 1996; Xu et d., 1997). Die ersten Sduger- TRP-Gene wurden gleichzeitig
in zwe verschiedenen Laboratorien kloniet und publiziet, woduch 2zwe verschiedene
Nomenklaturen eingefiihrt wurder® (Zhu et d., 1995; Wes et a., 1995). Es wurden hTRP1 sowie
patidle Sequenzen von hTRP2 und hTRP3 publiziert, wobe hTRP2 ein Pseudogen zu sen
scheint. Die Klonierung der vollsténdigen hTRP3-cDNA-Sequenz und dessen Expresson (sowie
die von hTRPL) und die Klonierung weiterer partieler Sequenzen von mTRP4, 5 und 6 wurden
1996 von Zhu et d. vertffentlicht. Die Expresson der beden hTRP-lIsoformen in COS-M6-
Zdlen filhrte im Fal von hTRP1 zu dnem moderaten Ansiiey des Ca*-Einsroms nach
Simulation mit Cabachol (Co-Expresson des muskarinischen Acetylcholinrezeptors MD5),
wohingegen hTRP3 enen daken Angieg herbefihrte. Auch die Specherentleerung mittels
Thepsigargin fihrte bei hTRP3 zu dnem groRerem Caf'-Eingrom ds in Kontrollzelen. Diese
Ergebnisse gellen die ersten Beweise fur ene biologische Funktion von Sauger-trp-Proteinen ds
Ca’*-Kandle dar. Die stabile Expresson von sechs anti-mtrp Sequenzen in Ltk-Zelen fihrte
nach Stimulation des |Ps-Signaweges zu einer vollstandigen Inhibierung des kapazitativen Caf*-
Einstroms (Zhu et d., 1996) und die Expresson patidler anti-sense-htrpl und 3-cDNAs in
HEK293-Zdlen reaultiet ebenfdls in dner Reduktion des thepsigargininduzieten Caf'-
Eingroms (Wu e d., 2000), woraus in beden Fdlen die Beteligung von TRP-Homologen am
CCE geschlossen wurde und umgekehrt CCE wohl vollsténdig auf eénem oder mehreren TRP-
Proteinen beruht.

3 Im Rahmen dieser Arbeit wird xTRPn verwendet, wobei x fiir die Spezies und n fir die | soform steht.



10 Einletung

Die ergen dekirophysologischen Messungen ener Splice-Vaiante von hTRP1 (hTRP1A) an
CHO- und S9-Zdlen und Xenopus Oocyten nach Specherentleerung durch IPs  oder
Thapsigargin ergeben eine dnlich gute Permesbilitét fir N und Ca?*, sowie eine Inhibierung
des Stromes durch Gd**, doch scheint der Strom keinem der frilher beobachteten CCEs &hnlich
Zu sn (Zitt e d., 1996). In S9-Zdlen wurde en konditutiv aktiver und nicht sdektiver
Kationenstrom beobachtet, der nicht durch Ca?*-Speicherentleerung erhtht wurde (Sinkins et d.,
1998). Die Injektion von antisense RNA fir TRPL in Xenopus Oocyten flhrte zu enem partiel
erniedrigten Ca’*-Einstrom nach Thapsigarginbehandlung (Tomitaet al., 1998).

Von mTRP2 and bisher vier Isoformen bekannt: mTRP2A und B fuhren zu ener Erhéhung des
CCEs nach Agonigengimulation und nach Speicherentleerung in COS-M6-Zdlen (Vannier e
a., 1999). Die beiden um knapp 190 bzw. 290 AS kirzeren mTRP2-Isoformen a und b, die mit
ITRP2 fast identisch dnd, konnten nicht in der Plasmamembran verschiedenener Zdlinien
lokdisert werden und fuhrten demzufolge auch nicht zu ener Erhthung des CCEs (Hofmann et
al., 2000).

TRP3 scheint ein kondtitutiv aktiver und nicht sdektiver Kationenkana zu sein und ist sowohl
durch Speicherentleerung mittels Thapsgargin ds auch Uber den PLC-Sgndweg simulierbar.
Durch Aktivierung Uber den PLC-Sgndweg wird en hoherer Eindrom und nach
Speicherentleerung ein zusdtzlicher Kationeneinsrom gemessen (Birnbaumer et d., 1996; Zitt et
a., 1997; Hurst et ., 1998; Zhu et al., 1998).

Die trangente Expresson von bTRP4 in HEK293-Zdlen flhrte nach Stimulation mit GTPg-[S],
IP; oder Thapsigargin zu einem hohen einwérts gerichteten Ca?*-Strom in der GréRRenordnung
von 15 bis 118 pA/pF (Philipp e d., 1996). Die Kandeigenschaften von bTRP4 dhneln dem
Icrac damit in folgenden Punkten: (1) hohe Sdektivitét fir zweiwertige gegentiber einwertigen
Kationen (Pca+Pna+ 0 7:1), (2) keine detektierbaren Einzelkandle und (3) erhthte
cytoplasmatische [C&'] inhibiert den Strom. Ein Hauptunterschied ist, dal? bTRP4 gut fir Ba*
permesbd <.

Die trandenten Expressonen von TRP5 in HEK293-Zdlen flhrten zu komplett verschiedenen
Ergebnissen. Okada et d. (1998) fanden fir mTRP5 ene Erhthung des Stromes nach ATP-
Stimulation aber nicht nach Thapsgarginbehandlung. Dies bedeutet, dal3 der Eindrom nicht
kapazitativ bzw. speichereguliert is. Im Gegensatz dazu erhidten Philipp et d. (1998), die die
Ratter+Isoform rTRPS (97,5 % identisch zu dem Maus-Protein) ebenfdls in HEK293-Zdlen
exprimierten, einen starken Angieg des Ca'-Einsroms nach Thapsigarginbehandlung, einen
Ca’*-sdlektiven einwérts gerichteten Strom, der dem von bTRP4 entspricht, bei einer Homologie
auf Proteinebene von 70 % (Philipp et d., 1996).
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MTRP6 bestzt ene 74proz. Aminosiuresequenzhomologie zu TRP3 (40% zu anderen TRP-
Homologen), zeigt jedoch im Gegensaz zu diesem keinen speicherregulieten Ca*-Einstrom
(Thapsigargin) dafir aber enen erhdhten Eindrom nach Oberfl&chenrezeptorsimulation (M5-
Rezeptor). Elektrophysiologische Messungen an dabil  trandfizieten HEK293-Zdlen ergaben
eénen agonigenaktivierten und nicht sdektiven Kationensrom, der durch enen ausreichenden
Ca*-Eingrom firr eine erhdhtes cytosolisches Signd begleitet wird (Zhu et d., 1996; Boulay et
a., 1997).

MTRP7, das mit 81 % die bisher grol¥e Homologie zu TRP3 aufweld, i enersats durch ATP-
Rezeptorgimulation nach Thapsgarginbehandlung  von  HEK?293-Zdllen  aktivierbar. Daraus
ergibt sch eine Unabhdngigkeit von der Speicherentleerung. Anderersaits i mTRP7, wie auch
TRP3 und TRP6, durch DAG-Derivate aktivierbar, was fir eine Aktivierung durch G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren spricht (Okada et al., 1999).

MTRP12, benant nach dem Genlokus im humanen Genom, id, exprimiert in HEK293- und
CHO-Zdlen, dn kongituiv ~ aktiver Ca*-Kand und  wird nicht durch  den
Signdtransduktionswveg nach Rezeptoraktivierung oder Speicherentleerung nach
Thapsgarginbehandlung beainflufld (Wissenbach et d., 2000).

Zusammenfassend &% sch sagen, dald unterschiedlich verwendete Expressonssysteme zu zum
Tel gegensizlichen Ergebnissen bezliglich der physologischen Eigenschaften fihren. Es gibt
bisher nur drel Begpide fir Expressonsstudien, be denen das exprimiete TRP den
kapazitativen Ca*-Einsrom erhohte, auch wenn nicht ale dektrophysiologischen Eigenschaften
denen des CCE gleichen. Diese sind: TRP1 (Zitt et d., 1996), TRP4 (Philipp et d., 1996) und
TRPS (Philipp et d., 1998). Antisense Experimente von trpl, 2, 4 und 6 in Ltk’-Zdlen (Zhu &
al., 1996), von trpl und trp4 in Sduger-L-Zdlen und in Xenopus Oocyten (Birnbaumer et d.,
1996) und von trpl und trp3 in HEK293-Zdlen (Wu et d., 2000) fuhren zu einer Erniedrigung
oder zum vollstandigen Erliegen des CCE.

1.3.1.2 Doméanengtruktur der TRP-Proteine

Die trp-Gene codieeen flir ene Protenfamilie, deren Isoformen aus  sechs
Transmembransegmenten bestehen (TM  1-6) mit ener potentidlen Porenregion zwischen dem
flnften und sechden Segment. Neben diesen homologen Regionen gibt es im N-terminden
cytosolischen Bereich ene Domédne mit dre Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen, die ebenfdls
Uber dle bisher bekannten TRP-Isoformen konserviet ig. Im  C-terminden cytosolischen
Bereich ig die Homologie unter den einzelnen Vertretern der TRP-Familie nur sehr gering @Abb.
1.2) (Wes et d., 1995; Minke und Sdinger, 1996). Neun verschiedene Sduger- TRP-Homologe,
TRP1-7 (Wes et d., 1995; Zhu et a., 1995; Philipp et a., 1996; Zitt et al., 1996; Zhu et d., 1996;
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Boulay et d., 1997; Philipp et a., 1998; Okada et d., 1998; Wissenbach et a., 1998, Okada et
a., 1999; Vamier e d., 1999, Hofmann e d., 2000) sowie TRP8 (noch nicht naher
charakterisert) und TRP12 (Wissenbach et d., 2000), snd bisher identifiziert worden, die eine
Homologie zu Drosophila TRP und TRPL aufweisen und von denen angenommen wird, dal3 se
dnen Einflud auf den C&*-Einstrom haben. Verschiedene andere cDNA-Klone mit geringerer
Homologie zu dTRP und dTRPL snd gefunden worden. Dazu gehdren unter anderem zwel
Vanilloid-Rezeptoren (Caterina et d., 1997, Caterina et d., 1999). Durch Sequenzierung des
humanen Chromosoms 21022.3 ist eine wetere homologe Sequenz gefunden worden, die as
TRPC7 bezeichnet wurde (Nagamine et d., 1998), sich jedoch von dem oben erwdhnten mTRP7
stark unterscheidet.

Strukturhomologien der  enzdnen TRP-Vetreter flihren zu dem in Abb. 1.3 gezeigten
Phylogenetischen Stammbaum (Liman et d., 1999). Auf der Grundlage der AS-Homologie
scheint es zur Zet dreé Klassen von TRP-Proteinen zu geben: TRP1, TRP3/6/7 und TRP4/5,
wobe TRP1 ene hohere Identitét (50 %) zu TRP4/5 aufwelst ds zu den anderen Isoformen.
Dies ig in dem schon oben erwédhnten Zusammenhang interessant, ds dald nur TRPL, 4 und 5
dnen moglichen EinfluR auf den CCE bestzen* TRP12 wurde hisher noch keiner dieser
Gruppen zugeordnet.

4 Eine neue Einteilung der TRP-Kanale auf der Basis der Homologie und der Kanalfunktionen schlugen Harteneck
et a. (2000) vor: kurze (S), lange (L) und Osm9-&hnliche (O), auf die hier jedoch nicht ndher eingegangen werden
soll.
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Abb.1.2 Domanenstruktur von dTRP, dTRPL und TRP1

Alle Proteine bestehen aus sechs Transmembransegmenten (TM) und einer potentiellen Porenregion
(pp; pink) zwischen der 5. und 6. TM. Sie enthalten in der N-terminalen cytoplasmatischen Region
drei Ankyrin-ahnliche Wiederholungen (ank). In der Gterminalen cytoplasmatischen Region enthalt
dTRP ene Camodulin-Bindungsstelle (CaM), eine neunfache Wiederholung einer
K onsensussequenz (8x9) sowie eine PEST-Sequenz (ein Proteindegradierungssignal fir die Ca?*-
abhangige Protease Calpin (Rogers et a., 1986)) und eine prolinreiche Region (27fache
Wiederholung des Dipeptids KP) und eine RSchleifensequenz, die fur die Interation mit INAD
verantwortlich ist (Shieh und Zhu, 1996). DTRPL enthalt hingegen nur zwei CaM-Bindungsstellen.
TRPL enthdlt zwel Coiled-Coil Domanen (cc), eine davon in der Gterminalen Dystrophin-ahnlichen
Doméne (dys). Eine Uber fast ale TRP-Proteine hochkonservierte Sequenz ist EWKFAR im

cytosolischen C-Terminus.

Fir mTRP1 exidieren vier Splicevarianten (Sakura und Ashcroft, 1997). Fir die
Doménengtruktur der b-Form ergeben sch fir das 776 AS-Protein folgende Merkmde drel

Ankyrin-ghnliche Wiederholungen (AS  61-
170), eine Coiled-Coil Region (AS 220-265),
die Transmembransegmente (AS 331-627) mit
der potentidlen Porenschleife sowie ene
Dydtrophin-ghnliche  Doméne (AS 683-776),
die ene 2zwete Coiled-Col Region enthdt
(AS 724-760) (Abb. 1.2). Die weteren
Vetreter der  Sauger-TRP-Proteine  snd
homolog aufgebat.

Aus diessr Doménengruktur ergeben sich
interessante Ansitze far potentielle
Bindungspartner  beziiglich der  Regulation
oder Verankerung. Von Cytoskeettproteinen
wie Ankyrin wurde schon gezeigt, dal3 se in

dTRP

dTRPL

TRP1

— e

TRPS

TRP3

—1_____ 1Ry
L TRP6

TRP2a/b

Abb.

1.3 Phylogenetischer Stammbaum  der
TRP-Proteinfamilie
(Liman et al., 1999)
MTRP7 wurde nach Okada et al.
eingeordnet (1999). TRP12 ist bisher
noch nicht in diesen Stammbaum

eingeordnet worden.
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éner ganzen Rehe von zdlul&en Prozessen ene entscheidende Rolle spiden (Bourguignon et
a., 1993). Von IPs-rezeptorhdtigen Vesken it bekannt, dal3 se von Cytoskdettdlementen wie
Aktin an der Plasmamembran gehadten werden (Rossier et a., 1991). |Ps-Rezeptoren binden an
Ankyrin, wodurch die Bindung von IP;, entweder durch eine Konformationsénderung am
Rezeptor oder durch Uberlgppende Bindungsstdlen, inhibiert wird (Bourguignon et d., 1993).
Aulerdem bindet Ankyrin an eine Rehe von plasmamembranasoziierten Proteinen und
vermittelt die Veankeung mit dem Cytoskdett. Dazu gehdren  Anionenaustauscher
(Drenckhahn et a., 1985; Schuster et al., 1986), die Na/K*-ATPase (Nelson und Veshnock,
1987; Koob et a., 1988; Morrow et a., 1989), den Amilorid-sensitiven Na'-Kana und den
spannungsabhéangigen Na'-Kanal (Smith et a., 1991) sowie CD44 (Bourguignon et al., 1993).
Dysrophine snd ebenfdls be der Verankerung von Rezeptorproteinen oder Kanden
entscheidend (Greenberg et a., 1996; Kameya et al., 1997; Howard et d., 1998) und vermitteln
Bindungen zu Aktin (Ervasti @ d. 1990). Fur die Aktin-Bindungsstdle wurde en
Konsensusmotiv'. von  deben AS  gefunden (LKXXEST), das in zahlreichen Aktin-
Bindungsproteinen vorhanden it (Vancompernolle e d., 1991; Vancompernolle et d., 1992
Prekeris et a., 1996). Diesss Motiv ist in mTRPL jedoch nicht vertreten. Fir verschiedene
spannungsabhéngige Kande (N&, Ca?") wurde schon eine Cytoskelettinteraktion festgestdlt, z.
T. Uber asoziierte Proteine, bzw. wird eine solche angenommen (Schwarz et d., 1997
Shcherbatko et al., 1999; Yang et d., 1999).

Die C&*-Messungen zweier C-terminder Deetionsmutanten von hTRPla (Deletion ab AS 649
bzw. @b AS 664) filhrten interessanterweise zu ener 15 his 2-fachen Erhdhung des Ca’*-
Eindroms nach Thapsgargin- oder Carbacholsimulation in HSG-Zdlen. Daraus wurde erstens
auff enen ENflud des C-Terminus auf die Modulation des SOC-Einsroms geschlossen und
2weitens, dal3 die EWKFAR-Sequenz nicht Sgnifikant zu der Erhthung des TRP1-abhangigen
Einsromes baitrégt (Singh et d., 2000).

In Andogie zu den Strukturen von spannungssbhangigen Ca*-Kanden konnten vier
Untereinhaten von TRP-Prateinen einen funktiondllen Kana bilden (Abb. 1.4).
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(A) Spannungsabhangiger Ca”-Kanal

Abb.1.4 Strukturanal ogie zwischen spannungsabhéngigen Ca“*-K anélen und TRP1

Die spannungsabhangigen Ca®*-Kandle bestehen aus einer Proteinkette, die vier
transmembrantibergreifende  Domanen  aufweisen. Diese  bestehen aus je  sechs
Transmembransegmenten mit einer Porenregion zwischen dem flnften und sechsten Segment (A).
Die TRP-Isoformen, von denen hier mTRPL gezeigt ist, weisen nur eine Transmembrandomane von
sechs Segmenten auf. Auch hier liegt die potentielle Porenregion zwischen dem flnften und sechsten
Segment (Wes et a., 1995; Minke und Selinger, 1996) (B).

Dazu konnte ene bestimmte Stochiometrie von zwe oder mehr TRP-lsoformen nétig sein. Diese
heterotetrae oder eventudl -oligomeren Komplexe werden wahrscheinlich ganz  andere
Eigenschaften besitzen ds Homooligomere, die durch die Uberexpresson nur ener TRP-
Isoform gebildet werden, wie es schon fir dTRP und dTRPL festgestdlt wurde (Gillo et 4d.,
1996; Xu et d., 1997). Auch fur hTRP1 und hTRP3 wurde en Assoziation gezeigt, wenn beide
zusammen  Uberexprimiet werden (Xu et d., 1997). Dies fuhrt ebenfals zu neuen
Kanaleigenschaften (Lintschinger et d., 2000).

Die endogen exprimierten TRP-Isoformen wurden in den mesten Fdlen nur auf mRNA-Ebene
durch RT-PCR oder Nothern Blots nachgewiesen. Ein Proteinnachweis ist bisher nur in wenigen
Félen geungen (0TRP, dTRPL und hTRPL). Die Expresson von Sduger-TRP-Protenen ist in
Tab. 1.2 fur enige Zdlinien und Gewebe gezeigt und zeigt die ubiquitére Verteiung von TRPL.
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Tab.1.2 Expr ession von Sauger -TRP-Proteinen in ver schiedenen ausgewahlten Zellinien und Geweben

Verschiedene Zellinien und Gewebe wurden mittels RT-PCR oder Northern Blot auf die Expression

der einzelnen Sauger-TRP-Isoformen hin untersucht. Fir das Expressionsmuster einiger Zellinien und

Gewebe wurden unterschiedliche Daten verdffentlicht (hier mit (+) gekennzeichnet). Fir TRPS ist

bisher kein Expressionsmuster publiziert.

+ positiv, - negativ, (+) nicht eindeutig, nd not determined (nicht untersucht).

(Wes et a., 1995; Zhu et al., 1995; Garcia und Schilling, 1997; Groschner et al., 1998; Mori et al,

1998; Mizuno et al., 1999; Okada et al., 1999; Vannier et a., 1999; Wissenbach et a., 2000; McKay

et al., 2000; Hofmann et d., 2000 ; sowie unverdffentlichte Daten aus diesem Arbeitskreis)
ZdlinielGewebe TRP1 TRP2 TRP3 TRP4 TRP5 TRP6 TRP7 TRP12

HEK?293 + - + + +) + nd nd
Jurkat + - )] - - - nd nd
RBL + - - - + + nd nd
HUVEC + - + + nd nd nd nd
1A1.6 + + + - - - nd nd
Rai + - - - - + nd nd
Daudi Q) - - - - + nd nd
Ramos + - - - - + nd nd
Niere + - + ) - + - +

Hoden + + + + + + + +

Gehirn + + + + + + + +
Herz + (+) + + - + + +
Lunge + (+) + - - + + -

Milz + ) nd nd nd nd + -

1.3.1.3 Magliche Sgndwege und Adapterproteine der TRP-Proteine

Das Drosophila TRP-Protein liegt in einem Signdkomplex vor, dessen wichtigstes Protein das
INAD (,inectivation no afterpotentid D“) ig. INAD ig en multivdentes PDZ Protein (ein
Proteininteraktionsmotiv, zuers in PSD-95, DLG und ZO-1 gefunden), das die
Photosigndtransduktionskaskade in den Photorezeptoren organisert. Drosophila TRP ist direkt
asoziiet mit Camodulin sowie indirekt mit PLC-b und Rhodopsin tber INAD. In diesem
Komplex sind ebenfdls PKC, dTRPL und G-Protein-Untereinheiten (Gag, b und g) lokdisert
(Shieh und Zhu, 1996; Chevisch et d., 1997; Montel, 1997; Tsunoda et d., 1997). Die
Asoziation von dTRP und dTRPL wird dabei wahrscheinlich sowohl Uber die N-Temini ds
auch Uber die Transmembrandomanen ermdglicht (Xu et d., 1997).

Die meigen Informationen beziiglich des Signalkomplexes sind bisher Uber TRP1 bekannt. 1997
wurde ersmals gezeigt, dald hTRP1 und hTRP3 nach Uberexpression in HEK293-Zdlen in der

Lage snd miteinander zu assoziieren, wobel die Interaktionsdoménen nicht lokaidert worden



Einlatung 17

snd (Xu et d., 1997) und die Kanadegenschaften nach Co-Expresson variieren von denen der
Einzd- TRP-Isoformen. Die Zdlen zegten einen konditutiv aktiven Strom, der OAG, enem
membrangangigen DAG-Derivet, senstiv is. Es wurden andere Kationensdektivitéten und ene
hohe Senstivitd beziiglich der Inhibierung durch intrazellulé&res Caf™ gefunden (Lintschinger et
al., 2000).

Eine Homologiebetrachtung von PKD2 (,polycydtic kidney disease’) und TRP fihrte schliefdich
2u in vivo- ds auch invitro-Experimenten, aus denen eine direkte Assoziation von TRP1, mit
PKD2 folgte, die sowohl Uber den C-Terminus von TRPL und den N-Terminus von PKD2 ds
auch Uber die Tranamembrandomanen vermittelt wird (TsSokas e d., 1999). Eine Interaktion von
PKD2 mit TRP3 wurde dabe nicht gefunden. Interessanterweise zeigt mTRP2 im N-terminden
Bereich ene Homologie zu PKD1, das wiederum mit PKD2 homologe Sequenzen aufweist. Dies
konnte eine Heterooligomerisierung ermoglichen (Vannier et d., 1999).

Rosado und Sage (2000) konnten erstmas die Interaktion von endogenem TRP1 mit dem IPs-
Rezeptor des Typs 2 zeigen. Die in humanen Blutpléttchen durchgefihrten Experimente flhrten
interessanterweise  jedoch nur nach Speicherentleerung mittels Thapsgargin - oder  lonomycin,
d. h. nach Zdldimulation, zu enem postiven Ergebnis. Eine Interaktion mit den Rezeptoren des
Typs 1 und 3 wurde dabel nicht entdeckt.

Ein s interessantes Moddl fUr den TRP1-Sgndkomplex wurde aus Untersuchungen an dabil
trandizierten HSG-Zellen entwicket. In diesen Zelen scheinen TRPL und der |Ps-Rezeptor des
Typs 3 eénen Tel enes multimeren Signdkomplexes zu hbilden, der in Lipid-Raft-Doménen
(LRD), de ds Aswzaiongegion fur die Ausbildung von  Multi-Komponenter:
Sgndkomplexen dienen (Smons und Ikonen, 1997), lokdisert i und auch Caveolin-1 und
Gag1 einschliefd (Lockwich et d., 2000). Da PIP, ebenfdls in LRD vorliegt, ein Inhibitor flr
IPs-Rezeptoren zu sein scheint und die agonigengimulierte Hydrolyse die Aktivierung der 1Ps-
Rezeptoren induziert (Lupu et d., 1998), wird ebenfals ene Assoziation des N-Terminus des
| Ps-Rezeptors mit PIP, postuliert.
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Abb.1.5 Modell fur die Interaktion von TRP1 in einem Signalkomplex in HSGZellen (Lockwich et al.,
2000)

TRP1 ist in Lipid-Raft-Domanen lokalisiert und mit Caveolin-1 assoziiert. Eine Interaktion zum |Ps-
Rezeptor im ER wird Uber den NTerminus vermutet. Hinweise auf eine Assoziation Uber den G

Terminus wurden von Boulay et a. (1999) gefunden.

Eine Asozigtion mit dem IPs-Rezeptor des Typs 1 wurde fir TRP3 in trandent trandfizierten
HEK293-Zellen gezeigt. Die Assoziation wird dabel durch den N-Terminus des Rezeptors
vermittet (Kisdyov et d., 1998; Kisdyov et a., 1999) und en |Ps;-Rezeptorinhibitor bringt
sowohl den rezeptorinduzierten TRP3-Strom as auch den SOC-Srom zum Erliegen (Ma et 4.,
2000). Eine Erhthung des Expressondevels der |Ps-Rezeptoren nach stabiler Expresson von
TRP3 in HEK293-Zdlen konnte ebenso gezeigt werden wie die Entkopplung des Stroms nach
Aktin-Reorganisation  (Kisdyov e d., 2000). Alle dre Publikationen befirworten den
Aktivierungsmechanismus der direkten Kopplung (ER-PM) fir TRP3. Auch eine Assoziion
von TRP3 (sowie von TRP6) mit I1Ps-Rezeptor Typ 3 it nachgewiesen worden (Boulay et d.,
1999). Fur TRP4 und TRPS konnte im Gegensatz zu TRP3 kurzlich gezeigt werden, dal3 sie Uber
NHERF (einem Regulaionsfaktor fir den Na/H'-Austauscher) mit PLC-b 1 und 2 assoziiert
vorliegen (Tang et d., 2000).

Zusammenfassend 183 dch fedgdlen, dad bestimmte TRP-Interaktionspartner schon bekannt
snd, wie z. B. die IPs-Rezeptoren, wobe der genaue Typ im verwendeten Zdlsysem sark
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differieren kann, genaue Verankerungsmechanismen ans Cytoskdett noch nicht geklat sind und
Homo- und Heterooligomeriserungen bisher nur ansatzweise untersucht worden sind. Zwar gibt
es ndhere Informationen zu dTRP und dTRPL, doch nicht fur Sduger-TRP-Homologe. In
Andogie zu den K*-Kanden TWIK-1 und den Kir2.1 und 2.3 (Lesage et a., 1996; Lesage,
1997; Bannister et d., 1999; Cho et al., 2000) sowie den a.d und a; Untereinheiten des
spannungsabhéngigen  C&*-Kanadls (Gurnett, et a., 1997) wée es z. B. denkbar, dai?
extrazdlulé&re Cydeine Uber Disulfidoricken miteinander  verbriickt snd  oder  sogar
extrazellulére Regionen miteinander wechsawirken.

Fur en tieferes Vedandnis der Kandfunktion der TRP-lsoformen ist die Kenntnis der
Untereinheitengtruktur  des Kands essentidl; Anzahl der Untereinheiten, Assoziaionsregionen
sowie  Bindungspatner, zu denen die  Aktivieeungsmolekile aer auch  die
Verankerungsmechanismen gehdren, snd entscheidend. Ebenso ungeklat snd die Funktionen
der enzelnen podulieten Doméanen. Wdchen Einflu diese auf die Kandeigenschaften oder auf
die Assoziation mit Interaktionspartnern besitzen ist bisher noch vallig ungeklart.
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2 Problemstellung

Die molekulare Struktur der Ca’*-Kande in Lymphozyten, die keine spannungsabhéngigen
Kande exprimieren, ist zur Zeit noch unbekannt. Da enige der TRP-Isoformen Ahnlichkeiten
mit den Eigenschaften der Ca'-Kande in Lymphozyten aufweisen, wie z. B. Aktivierung tiber
den PLC-IP:-Signdweg oder Ca’*-Speicherabhangigkeit (Sehe Einleitung Kap. 1), kénnten
dnige Homologe aus dieser Proteinfamilie den Ca*-Kand bilden. Antisense Experimente von
trpl, 2, 4 und 6 in Maus-Ltk-Zdlen (Zhu et d., 1996) sowie trpl und trp4 in Maus-L-Zdlen
(Birnbaumer et d., 1996) fihren zu einem teilweisen oder vollsténdigen Erliegen des C&*-
Eingroms Uber die Plasmamembran. In B-Zdlinien snd bisher verschiedene TRP-lsoformen auf
RT-PCR-Bads identifiziet worden, von denen TRPL ubiquitdr ig (Tab. 1.2). Die
Untereinheitendruktur  enes funktiondlen TRP-Kanas ist bisher jedoch noch ungeklat. In
Andogie zu spannungssbhéngigen Ca'-Kanden wird  hiefir eine  Tetrameriserung
angenommen. Die anzigen Hinwease auf eine Asozidion verschiedener TRP-Isoformen gibt es
bisher nur fir dTRP und dTRPL bzw. hTRP1 und hTRP3. Studien an dTRP und dTRPL haben
gezeigt, dad diese Drosophila-Kandproteine miteinander Uber den N-Terminus und Uber
Transmembransegmente  assoziieren und gemeinsam  enen Kand mit neuen  Eigenschaften
bilden konnen (Gillo et d., 1996; Xu et da., 1997). Ebenso wurde ene Interaktion zwischen
TRP1 und TRP3 gezeigt, die Uberexprimiert ebenfdls verdnderte Kandeigenschaften zeigen (Xu
et a., 1997). Fur die Sduger-TRP-Proteine konnte noch keine Assoziationsdomane lokaisert
werden und weitere TRP-TRP-Interaktionen sind nicht bekannt. Fir ein tieferes Vergandis der
Ca’*-Kande, wie Funktionsweise, Aktivierungs- und Regulationsmechanismen, ist die Kenntris
Uber die genaue Untereinheitengtruktur und die Bedeutung der einzelnen Doménen essentiell.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher untersucht werden, ob TRP1, 2 und 3 bisher unbekannte
Homo- und oder Heterooligomere bilden kénnen und welche Doménen dafir verantwortlich
and. Interessanterweise snd Proteine bekannt, in denen mehrere  Ankyrin-Wiederholungen
globulé&re Strukturen bilden, be denen die Untereinheiten aus je sechs Einzeregionen bestehen
(Michaely und Bennett, 1993). Demnach konnte auch eine Assoziation der N-Termini der TRP-
Proteine Uber die Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen vermittdt werden, um o funktiondle
Strukturen zu bilden. Ebenso snd fir die Dystrophin-ghnliche Doméne essentielle Interaktionen
poduliet worden. So soll ene Asoziaionsegion mit den  I1Ps-Rezeptoren in diesem
cytosolischen Bereich des C-Terminus lokalisert sein (Boulay et d., 1999).

Fur die Interaktionsstudien wurde folgende Strategie gewdhlt: durch Einsatz von in vitro-
Mutagenese  generieten  Deletionsmutanten, bel  denen die drd Ankyrin-&hnlichen



Problemstelung 21

Wiederholungen bzw. die Coiled-Coil Doméne im N-terminden oder die Dysrophin-ghnliche
Doméne im C-termindlen cytoplasmatischen Bereich ddetiet Snd, sollte Sch die assoziierende
Region lokdiseren lassen. Zwel wetere Mutanten sollten die potentielle Porenregion oder das
hoch konserviete EWKFAR-Motiv, Uber dessen Bedeutung bisher keine Informationen
vorliegen, ausschlief3en.

Da der Einflul der enzenen podulieten Doménen auf die Kandegenschaften bisher nicht
untersuicht  wurde, snd die Deetionsmutanten der idedle Ausgangspunkt zur  ndheren
Untersuchung dieser Fragestellung. Das am besten gedignete und am héufiggen verwendete
Zdlsygem fir die Kandgtudien an TRP-Proteinen snd die HEK293-Zdlen, deren Einzezdl-
[Ca?*]-Messungen in diesem Arbeitskreis etabliert sind (Engelke, 1999). Diese Zdlinie ist ber
den endogen exprimieten Acetylcholinrezeptor mit Carbachol  stimulierbar, wodurch in
Andogie zu den B-Zdlen da PLC-Sgndtransduktionsveg engdetet wird. Um die
Veranderung der C&*-Kandaktivitdt in Lymphozyten nach Uberexpresson von mTRPlb zu
untersuchen, sollte MTRP1b gabil in ener B-Zdlinie exprimiet und andog zu den HEK293-
Zdlen die Anderung der cytosolischen [C&'] nach Aktivierung des PLC-Signaweges iber B-
ZdIrezeptor-Quervernetzung gemessen werden. Das am bedten gedignete Zdlsystem it daflr
die Maus-B-Zdlinie [1AL16, in denen die Isoformen TRPL, 2 und 3 endogen exprimiert werden
und deren C&*-Fux-Untersuchungen am FACS in diesem Arbeitskreis gut etabliert sind (Budde
et a., 1994).



22 Zusammenfassung

3 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden drei Isoformen der Ca?*-Kande aus der Familie der
Sauger-TRP-Proteine, mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3, auf die Fahigkeit zur Homo- und
Heterooligomeriserung hin untersucht. Es konnte gezeigt werden, dal3 dle dreé engesatzten
Sauger-TRP-lsoformen in der Lage 9nd, miteinander zu asozileren und Homo- sowie
Heterooligomere bilden. Eine fir die Asoziation und die Ausbildung enes funktiondlen TRP-
Proteins wichtige Region ig der N-teminde cytoplaanaische Bereich. Durch Deetion
funktiondler Doménen in MTRP1b konnte ersmas gezeigt werden, dal3 hierfir die Coiled-Caill
Region verantwortlich ig. Diese Doméne i zwa ausreichend, aber nicht essentidl fir die
Bildung von odligomeren TRP-Komplexen. Die entscheidende Assoziationsregion liegt innerhab
der transmembranibergreifenden Region und durch nicht reduzierende Aufarbeitung von
Immunprézipitaten konnte erdmas gezeigt werden, dald Disulfidbriicken an der Assoziation
beteiligt Snd, wodurch ein hochmolekularer TRP-Komplex ausgebildet wird.

LAT (Linker for Activaion of T-Cdls), das ein entscheidendes plasmamembranlokdisertes
Proten be der Aktivierung von T-Zedlen i, konnte ads neues Adapterprotein fur dle dre
Sauger-TRP-1soformen  identifiziet  werden.  LAT i en essentidles Protein des T-Zdl-
Aktivierungskomplexes und i mit s0 entscheidenden Molekllen wie PLC-g und verschiedenen
Tyrosnkinasen asoziiet (Zhang et d., 1998-a; Clements et al., 1999; Gross et d., 1999
Leeuwen und Samelson, 1999; Lin et a., 1999; Pasguet et a., 1999; Pivniouk und Geha, 2000).
Somit konnte ein weteres wichtiges Verbindungsglied zwischen der  Oberflachenrezeptor-
dimulation von Zdlen und der Offnung von Ca&*-Plasmamembrankanden identifiziert werden.
Als weitere Assoziation ist in der vorliegenden Arbeit die bisher nur postulierte Interaktion von
MTRP1b mit dem Aktincytoskelett ersmals auf Proteinebene gezeigt worden.

Die Fhigkeit der Deetionsmutanten funktiondle Caf*-Kande zu bilden, wurde nach stabiler
Trandfektion in HEK293-Zdlen untersucht. Es zeigte sch, da3 durch die Deetion der fur die
Dimeriserung der N-Termini  entscheidenden Coiled-Coll Doméne das Sekundasgnd im
Gegensatiz zu dem TRP1b in voller Lange nicht erhoht wird, womit ein weiterer Beleg fur die
essentielle Bedeutung diessr Doméne erbracht werden konnte. Die Deletion der Ankyrin- oder
Dydtrophin-dnlichen Doméne filhrite ebenfdls zu enem nicht funktiondlen TRP-Protein.
Wahrschenlich wird hier die Asoziation mit den IPs-Rezeptoren oder dem Cytoskelett
unterbunden. Aus den [C&*]-Messungen fir die mTRP1bDdys-Mutante und den publizierten
Daten fir eine Deeionsnutante Uber enen groleren Bereich des cytoplasmatischen C-

Terminus, wonach ein héherer Caf*-Einsrom zu verzeichnen ist ds be dem kompletten TRPL
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(Sng e d. 2000), kann ene neue Region poduliet werden, die ene negativ regulierende
Funktion auf die Kandeigenschaften ausibt. Es 183 sch ene Konsensussequenz fur dle
bekannten Sduger-TRP-lIsoformen ableiten, die 35 Aminosduren im cytosolischen C-Terminus
umfald und deren Beginn das Uber dle bekannten TRP-Isoformen hdchst konservierte
EWKFAR-Mativ ist. Eventudl liegt hier ene Bindungsstelle fir enen cytosolischen Ca'-
Sensor. Dadurch wére die direkte Steuerung der TRP-Kandle (ber die cytosolische [C&']
moglich. Es ergibt sch en ewetertes Moddl fir die Assoziation und Aktivierung von TRPL in
Lipid-Raft-Doménen, das in Abb. 7.2 gezegt ig und enen wichtigen Betrag zum tieferen
Verstandis der Regulation und Assoziation der TRP-Ca?*-Kandle ligfern konnte.
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4 Material

4.1 Zdlinien und deren Kultivierung

Name Beschreibung Referenz

COS-M6 Adhédrent wachsende Nierenepithel zellinie der Aruffo und Seed, 1987
Afrikanischen Grinaffen (Meerkatzen). Die
Expression des grof3en T-Antigens (mit eénem
fehlerhaften SV40-Virus trandiziert) fuhrt zur
autosomden Replikation von Vektoren mit einem
SV 40-Replikationsurgprung.
Die Zdlen werden in DMEM/10 % FCY Goodies F
kultiviert und maximd 1.5 geteilt
(Trypsinbehandlung).
HEK293 Die Zellen werden in DMEM/10 % FCY GoodiesF  ATCC-Nr. CRL-1573
kultiviert und maxima 1:3 geteilt (Resugpendierung
bzw. EDTA-Behandlung).
[1AL1.6 In Suspension wachsende Maus B-Zdlinie, von A20 Joneset a., 1986
abstammendes Lymphom, das membransténdiges Van Den Herik-Oudijk et d.,
IgG2a aber keine Fcg-Rezeptoren exprimiert. 1994
Die Zdlen werden in Click’ 910 % FCSin einer
Zdldichte von 2x10° bis 1x10° kultiviert.

4.2 E. coli-Bakteriensamme

Samm Genotyp Referenz
BL21(DE3)  F- ompT hsdSy(r,-my-) gal dem (DE3)’ Grodberg und Dunn, 1988
MC1061 F araD139 D(ara, leu)7696, DlacY 74, galU, Hanahan, 1985

galK’, hsdR, hsdM*, StrA' Hoffmann-La Roche Ltd.

ATCC-Nr. 53338
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl Stratagene, 2001-a
lac [F proAB lacl%ZAM15 Tn10 (Tet)]

* DE3 ig @n Derivat des | -Phagen, der lysogen in E. coli vorliegt und das T7 RNA Polymerasegen
unter lacUV5 Kontrolle tragt.
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4.3 Hefe-SSamm

Samm Genotyp Reporter Sdlektionsmarker  Referenz
Saccharomyces MATa, ura3, his3, trpl, LEU2 his3, trpl, ura3 Estojak et al., 1995
cerevisiae LexAopye-LEU2

EGY48

4.4 Plasmide

Name Eigenschaften Referenz

Klonierungsvektoren

pBluescript KSund SK multiple Klonierungsstelle, Ampicillinresstenzgen,  Stratagene, 2001-b
a -Peptid des lacZ-Gens (Blau Weil3- Sdlektion)

pUC 18 und 19 Polylinker, Ampidillinresstenzgen, a-Peptid des  Yanish-Perron et d.
lacZ-Gens (Blaur W3- Sdektion) 1984

Sauger zellenexpr essionsvektor en

pBEHPAC18 SV 40-Promotor, Poly-A-Sgnd, SV40- Artelt et a. 1988
Replikationsursprung, multiple Klonierungsstdle
von pUC18 (nur tellweise singulér), Pac- und
Amp-Ressenzgen

pcDNA3 CMV -Promotor, Poly-A-Sgnd, SV40- Invitrogen, 2001
Replikationsursprung, Polylinker, Neo- und Amp-
Resstenzgen

plRES2-EGFP bicistronischer Vektor, der die gleichzatige Clontech, 2001-a
Expresson von dem klonierten Gen und EGFP
ermdglicht, CMV-Promotor, Poly-A-Signd,
SV 40- Replikationsursprung, multiple
Klonierungsstelle, Neo- und Kan-Resstenzgen

E. coli-Expressionsvektoren

pet32 a(+) multiple Klonierungsstdlle, Ampicillinresstenzgen, T7-Promotor, LaValieetd., 1993
Trx-, Hiss- und S-Epitop codierende Sequenzen, Novagen, 2001
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Plasmide (Fortsetzung)
Name Eigenschaften Referenz
THS ale Vekoren tragen einen pUC- Replikationsursprung, ein Amp-Resstlenzgen sowie
Vektoren enen Hefe- Replikationsurgprung (2 um ori)
(Brentlab, 2001-a)
pPEG202 LexAu-202), HIS3, Polylinker »bat*-Plasmid Gyuriset d., 1993
codiert N-termindl
fur die DNA-BD
pJG4-5 B42-Transkriptionsaktivator, »prey” -Plasmid Gyuriset d., 1993
Kernlokdiserungssgnd desSV40Virus  codiert N-termind
grofien T-Antigens, TRP1, HA-Epitoptag, fur die AD
Polylinker
pSH18-34 lacZ unter der Kontrolle des GAL 1- Reporterplasmid Golemiset d., 1994
Promotor (UASG gegen LexA gpixs) Estojak et d., 1995
ausgetauscht), URA3
pJK101 lacZ unter der Kontrolle des GAL1- Reporterplasmid Brent und Ptashne,
Promotor (UASG gegen LexAqpxs) Kenlokdiserung 1984
ausgetauscht), URAS3
pLR1D1 lacZ unter der Kontrolle des GAL 1- Reporterplasmid West et d., 1984
Promotors (ohne LexAyp), URA3 Negativkontrolle
pSH17-4 LexA/GAL4-Fusonsgen, HIS3 »bait* - Pogtiv- Golemiset d., 1994
kontrolle
pREFHM 1 LexA/Bicoid- Fusonsgen (eineminerten »bait*-Negativ- Brentlab (2001-b)
Fragment des Drosophila Bicoid kontrolle
Produktes), HIS3
45 cDNAs

Die cDNA von mTRP1b wurde aus I1A1.6-Zellen anhand der Genbank Acc. No. U95167 kloniert,
MTRP2 nach Genbank Acc. No. AF11107 (einige der Sequenzen wurden von T. Schéfer kloniert,
1998 und 2001). Die cDNA von hTRPC3 wurde freundlicherweise von Prof. Dr. Lickhoff (RWTH
Aachen) (Zitt et d., 1997) und die von LAT-c-myc von Prof. Dr. Weiss (Howard Hughes Medica

Inditute, Universty of Cdifornia a San Francisco, USA) zur Verfigung gestdlt. Die cDNAS von
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MTRP2 und hTRPC3 wurden von M. Engdke in pcDNA3 kloniert und mit einem ¢-myc- bzw. HA-
Epitop versehen (Engelke, 2001).

Die im Rahmen dieser Arbeit erddlten Konstrukte mit den Klonierungsschemata sind in Anhang 4 bis
7 dargestdlt.

4.6 Oligonukleotide

Mit Ausnahme der Sequenzierprimer (, Sequencing” und ,,Reverse” fir Sequenzierungen von Insertsin
pBKSSK und pUC18/19 von Amesham Phamacia Biotech) wurden die verwendeten
Oligonuklectide von der Firma MWG (Ebersberg) synthetisert.

Name Sequenz Taget

Actin-3 5’-gc cat ctc ctg ctc gaagtc b-Aktin 3', als PCR-Kontrolle

Actin-5 5'-aac aac tgg gac gac ag ga b-Aktin5', ds PCR-Kontrolle
MEmtrplFLAG-3 5'-cgt cgt cat cct tgt agt cg fur RT-PCR auf Expresson von mTRP1b-

Mutanten (Engelke, 1999)

PBPccl-5 5-acgttctgagtt accttc g fur RT-PCR auf Expresson von mTRP1b-
Mutanten

mirplDEWKFAR-3 5-atagtcgacgctaagccatag  Deletion der konservierten EWKFAR-

ctt tgc ttt atc ctc atg att tgc Sequenz in mTRP1b
mirplDEWKFAR-5  5'-acg ttc tga gtt acc ttc g Déeletion der konservierten EWKFAR-
Sequenz in MTRP1b
mtrplDpp-3’ 5'-taat ggg ccc tct agattaatt tct  Deletion der potentiellen Porenregion
tgg a inklusve der funften und sechsten TM -

Segmente von mtrpl, kloniert in die zweite
Apa |-und die Xho |- Schnitteelle
mtrplDpp-5 5'-taat ggg ccc caagag ctt cca Deletion der potentiellen Porenregion
agctgatag inklusve der funften und sechsten TM -
Segmente von mtrpl, kloniert in die zweite
Apa |-und die Xho |- Schnitteelle

Neo-3 5'-gatgc tct teg tec agatca Neomycin-Ressenzgen 3, zum
|dentifizieren trandfizierter Klone
Neo-5 5’-gct cgacgt tgt cac tga ag Neomycin- Resgenzgen 5', zum

|dentifizieren trandfizierter Klone
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Oligonukleotide (Fortsetzung)

Name Sequenz Target

pBEH-3' 5'-ctt atc atg tct ggatcg aag 3 von der multiplen Klonierungsstelle des
pPBEHPA C18-Vektors, zum ldentifizieren
von trandfizierten 11A1.6-Klonen

pBEH-5 5'-cag gtc ccg gat cgg aet t 5 von der multiplen Klonierungsstelle des
pPBEHPA C18-Vektors, zum Identifizieren
von trandfizierten 11A1.6-Klonen

Puro-3 5'-tcg tag aag ggg agg ttg Puromycin-Phosphotransferase 3, zum
|dentifizieren trandfizierter Klone

Puro-5 5'-atg acc gag tac aag ccc Puromycin-Phosphotransferase 5', zum
Identifizieren trandfizierter Klone

Sequenzierprimer

»Sequencing” 5'-gt asaacg acg gec agt pBlueskript KS/SK und pUC18/19 5
» Reverse” 5'-ggaaac agc tat gac cat g pBlueskript KS/SK und puUC18/19 3

4.7 Antikorper

Klon-Name Spezies Spezifitét Hergdler IF P WB
[11A5 Maus a-FcRII Weinrich et d., 1996 nd - +
10A5 Maus a-Aktin dieser Arbaitskreis nd nd +
13/45/31-2 Maus a-Hiss Dianova nd nd +
3F10 Rette a-HA Roche + o+ 4+
9E10 Maus a-c-myc Roche + + +
ATI10** Maus a-FcgRIl Greenman et d., 1991 nd + -
Caveolin Kaninchen a-Cav-1  Transduction Laboratories +  +  +
M2 Maus a-FLAG  Stratagene + + +
OctA* Ziege a-FLAG SataCruz + + (¥

a-Octapeptid* Kaninchen a-FLAG  Zymed Laboratories, Inc. + () 4+

*  Diese Antikorper snd kommerzidl nicht mehr erhdtlich.

** Der AT10-mAKk wurde freundlicherweise von Dr. M. J. Glennie zur Verfligung gestdlt (Greenman et
a., 1991).

Die Antikorper wurden, sofern nicht anders angegeben, nach Herstellerangaben eingesetzt.
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Alle nicht aufgeftihrten Antikorper (konjugierte und unkonjugierte) wurden von Dianova bezogen. Das
Kaninchenantiserum gegen mTRP1-CT wurde bei Eurogentec (Seraing, Belgien) durch Immuniserung
enes Kaninchen mit dem rekombinant in E. coli BL21(DE3) exprimierten Fusonsprotein erhaten
(seheauch Kap. 5.3.3).

4.8 Enzyme

Die verwendeten Enzyme wurden, fdls nicht anders angegeben, von den Firmen Roche, Gibco BRL,
MBI Fermentas, Perkin Elmer, Takara oder Amersham Pharmacia Biotech bezogen und nach den
Hergtellerangaben eingesetzt.

4.9 Chemikalien

Alle nicht aufgefiihrten Chemikaien wurden von den Firmen Biozym, Huka, Merck, Nova Biochem,
Roche, Roth, Serva oder Sigma mit dem Reinheitsgrad p.A. bezogen. Medien fir Bakterien und Hefen
sowie Select Agar wurden von Difco bezogen.

Spezidle Chemikdien snd nachfolgend aufgdiget:

Agarose

Chloroquine
DEAE-Dextran
Huo-3-AM

Fura-2-AM

(418

Lachssperma-DNA
LMP-Agarose

LMW- und HMW-Marker
Milchpulver, fettarm (Sucofin)
MbCD
Ni#*-NTA-Agarose
Pluronic F-127
Proteaseinhibitor-Cocktall
SNARF-1-AM
Tris-gepuffertes Phenol
TrypsWEDTA-Ldsung

Roth

Sgma

Sgma

Molecular Probes, Inc.
Molecular Probes, Inc.
Calbiochem Novabiochem
Strategene

FMC Bioproducts

Amersham Pharmacia Biotech
TS-Trade Service International
Fluka

Qiagen

Molecular Probes, Inc.

Roche (EDTA-freie Tabletten)
Molecular Probes, Inc.
Biomal

Gibco BRL
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410 Sonstige Materialien
Plagtikwaren wurden von TRP, Nunc, Wadeck, Dedux Labortechnik GmbH, Biochrom AG, Brandt

GmbH + Co, Sorensen BioScience, Inc. und Eppendorf- Netheler- Hinz- GmbH bezogen.
Spezielle Materidien sind nachfolgend aufgelistet:

Deckglaser Menzd-Glaser
Didyseschlauche Spectra Por Sarva

Hexi-Strip Roth

Glasperlen (425 - 600 pm) Sgma

Multiwell-Objekttrager ICN Biomedicals, Inc.
Objekttrager Menzd-Glaser

PD-10 Saulen Amersham Pharmacia Biotech
411 “Kits’

Maxi, Midi, Mini zur Aufreinigung von Macherey-Nagd, Qiagen

Plasmid-DNA

ECL Roche

Lumi Light (plus) (dternativ zu ECL) Amersham Pharmacia Biotech
Mini zur Aufreinigung von RNA Roche, Qiagen

Superfect Qiagen

4.12 Puffer, Medien und L 6sungen

Alle Ldsungen dnd, soweit nicht anders angegeben, mit Elga-Reinsdwasser angesetzt und fdls
angegeben fir 30 min bel 121 °C autoklaviert.

20proz. TCA Die Verdinnung wird unter Eiskiihlung durchgefihrt
AA-Stammlésung 30 % (w/v) Acrylamid, 0,8 % (w/v) N,N’-Methylenbisacrylamid
Aquilibrierungspuffer 20 mM Tris’NaOH pH 7,9, 0,5 mM NaCl

Bindepuffer 5mM Imidazol, 0,5 mM NaCl, 20 mM TrigNaOH pH 7,9
Bradford-Reagenz 100 mg Coomassie Brilliant Blau in 50 ml Ethanal [6sen, 200 ml

85proz. o-Phosphorsaure zusetzen, mit HO auf 1000 ml auffillen
Click’'sMedium 450 ml RPMI-Basdmedium (Gibco BRL), 10 mM Glutamin, 10 mM
Na Pyruvat, 50 ml FCS
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“Cracking” Puffer

CTAB-Lésung
DMEM

ECS

Elektrophoresepuffer

Elutionspuffer
Entfarber-Losung
“Farmer’ s Reducer”
FCS

Fixiererldsung
G418- Stammldsung
Gdtrocknungd 6sung

GoodiesF

Laemmli- Probenpuffer (2x)

LB-Agarplatten

LB-Medium

LiIOACTE
Lysepuffer (RNA)

8 M Harngtoff, 5 % (w/v) SDS, 40 mM TrigHCI pH 6,8, 0,1 mM
EDTA, 0,04 % (w/v) Bromphenolblau, 1 % (v/v) b-Mercaptoethanal,
Proteasainhibitor- Cocktail
5% (w/v) CTAB, 0,5 M NeCl, autoklavieren
420 ml DMEM -Basdmedium (Gibco BRL), 30 ml GoodiesF, 50 ml
FCS
140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl, 10 mM Glucose, 15 mM
HEPES pH 7,4, autoklavieren
Zusitze:
0,1 % (w/v) BSA
1,8 mM CaCl, oder dternativ 0,5 uM EGTA, autoklavieren
25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS
1 M Imidazol, 0,5 mM NaCl, 20 mM Tri'NaOH pH 7,9
45 % (v/iv) Methanal, 10 % (v/v) Essgsiure
30 mM K3[Fe(CN)g], 30 MM N&S,03
30 min hitzeinaktiviert bei 56 °C (Gibco BRL)
45 % (v/iv) MeOH, 10 % (v/v) HOAC
50 mg Aktivitét/ml in 100 mM HEPES pH 7,5
20 % (v/v) Ethanol, 1 % (v/v) Methanol, 1 % (v/v) Isopropanol, 1,5
% (viv) Glycin
40 mM L-Glutamin, 40 mM Na Pyruvat, essentidle AS, nicht
essentidle AS, Vitaminlsung (dles Gibco BRL)
100 mM TrigHCI pH 6,8, 200 mM b-Mercaptoethanal, 20 % (V/v)
Glyzerin, 4 % (w/v) SDS, 0,02 % (w/v) Bromphenolblau
LB-Medium, 1,5 % (w/v) Sdect-Agar
Antibiotikakonzentrationen: Ampicillin: 100 pg/ml

Kanamycin: 25 pg/ml
1 % (wi/v) Peptone, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl,
15 min autoklavieren
100 mM LiOAc, 10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 7,5, autoklavieren
10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl, 0,5 % NP40, pH 7,4,
autoklaviert
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NU-Serum 30 min hitzeinaktiviert bel 56 °C (Collaborative Research, Inc.)

PBS 4,3 mM NgHPO,, 1,4 mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI
PBS-T PBS, 0,05 % (v/v) Tween 20

PEG 4000/LiOAC/TE

Ponceau-S-L6sung
RIPA-Puffer

SDSGlycerin-Stammlésung

STET-Puffer

Stripping-Puffer

Strippuffer

TAE-Puffer

TBS

TBS-T
TCA-Laammli-Puffer

TCA-Puffer

TE (fiir DNA)
TE-Puffer (THS)
Tibmil

Tfom2

Tfbx1

40 % (v/v) PEG 4000, 100 mM LiOAc, 10 mM Tris, 1 mM EDTA
pH 7,5, autoklavieren

0,1 % (w/v) Ponceau+S, 5 % (v/v) Essgsiure

158 mM NaCl, 10 mM TrigHCI pH 7,2, 5mM EDTA, 1 mM
NaVO,, 10 mM NaP,O,, 10 mM NaF

7,3 % (wiv) SDS, 29,1 % (v/v) Glycerin, 83,3 mM Tris, 0,02 %
(wiv) Bromphenolblau

8 % (w/v) Saccharose, 50 MM EDTA, 0,1 % (w/v) Triton X-100,
50 mM Tris-HCI pH 8,0, autoklavieren

62,5 mM Tris-HCI pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 100 mM b-
Mercaptoethanol

20 mM Tri’NaOH pH 7,9, 0,5 mM NaCl, 50 mM EDTA

40 mM TrifHOAc pH 7,8, 10 mM NaOAc, 1 mM EDTA

137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 25 mM TrigHCI pH 7,0

TBS, 0,1 % (v/v) Tween 20

pro ml Puffer:

480 ul SDS/Glycerin-Stammldsung

400 yl TriEDTA-Stammlésung

50 l/ml b-Mercaptoethanol

Proteasainhibitor- Cocktail

20 mM TrigHCI pH 8,0, 50 mM NH,OAc, 2 mM EDTA

10 mM TrigHCl pH 7,4, 1 mM EDTA, autoklavieren

10 mM TriHCI pH 8,0, 1 mM EDTA, autoklavieren

30 mM KOAc, 50 mM MnCl,, 100 mM KCI, 10 mM CaCl,, 15 %
(V) Glycerin, exil filtrieren und bel 4 °C lagern

10 mM NaMops, 75 mM CaCl,, 10 mM KCl, 15 % (v/v) Glycerin,
pH 7,0, eril filtrieren und bel 4 °C lagern

100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 30 mM KOAc, 5 mM CaCl,, 15 %
(v/v) Glycerin, pH 5,8, gexil filtrieren und bei 4 °C lagern
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Tfbx2

Trandferpuffer

TrgEDTA-Stammlésung

TSS-Puffer

TYM-Medium

Waschpuffer

4.12.1 Medien zur Kultivierung und Selektion von Hefezdllen

filtrieren

60 mM Imidazol, 0,5 mM NaCl, 20 mM Tris’NaOH pH 7,9

20 mM NaMops, 10 mM RbClI, 37,5 mM CaCl,, 15 % (v/v)
Glycerin, pH 6,8, seril filtrieren und bei 4 °C lagern

20 % Methanal, 2,9 g Glycin/l, 5,8 g Trig/l, 0,37 g SDY/I

200 mM Tris, 20 mM EDTA, autoklavieren
1 g Tryptone oder Peptone, 0,5 Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 0,8 g PEG
3350, 5ml DMSO, 5ml 1 M MgCl, auf 200 ml mit H,O pH 6,5,
deril filtrieren und bei 4 °C lagern (bis zu sechs Monate)

2 % Tryptone, 0,5 % Hefeextrakt, 0,1 M NaCl, 0,01 M MgCl,, seril

Sowelt nicht anders angegeben werden dle Losungen mit serilem ELGA-Reinstwasser angesetzt, fur

15 min bel 121 °C autoklaviert und bel 4 °C gdagert.

10x BU-Puffer

10x Drop-out-LGsung

Na,HPO,
NaH,PO,
pH 7,4
Adenin

L-Arginin-Hydrochlorid

L-Aspartat

L-Glutamat (Natriumsalz)

L-Higtidin
L-Isoleucin
L-Leucn
L-Lysn
L-Methionin
L-Phenyldanin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosn
L-Vvdin

709/
30¢/

04 mg/ml
0,2 mg/ml
1,0 mg/ml
1,0 mg/ml
0,2 mg/ml
0,3mg/ml
0,6 mg/ml
0,3 mg/ml
0,2 mg/ml
0,5 mg/ml
3,75 mg/mi
20 mg/ml
04 mg/ml
04 mg/ml
1,5 mg/ml
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Uradil 0,2 mg/ml
Drop-out-Medium (Glu) (SD) Hefe Stickstoffbes's 0,67 % (W/iv)
NaOH 0,01 % (wiv)
10x Drop-out-Medium 10 % (Viv)
40proz. Glucose-L6sung 5% (VIV)
Agar (nur Platten) 2 % (Wiv)
Drop-out-Medium(Ga/Raf) (SD)  Hefe Stickstoffbass 0,67 % (W/iv)
NaOH 0,01 % (wiv)
10x Drop-out-Medium 10 % (v/v)
40proz. Galactose-Losung 5% (V)
20proz. Raffinose-Losung 5% (VIV)
Agar (nur Platten) 2 % (W)
X-Gd-Losung 20 mg/ml DMF, be -20 °C lagern
X-Gd-Drop-out- Platten (SD) Hefe Stickstoffbass 0,67 % (W/iv)
NaOH 0,01 % (wiv)
Agar (nur Platten) 2 % (W)
10x Drop-out-Medium 10 % (viv)
10x BU-Puffer 10 % (vIv)
a) 40proz. Galactose-Losung 5% (VIV)
20proz. Raffinose-Losung 5% (VIV)
b) 40proz. Glucose-Ldsung 5% (VIV)
nach dem Autoklavieren 0,4 % (v/v) X-Gal-Losung zusstzen
Y PD-Medium Peptone 2 % (W)
Hefeextrakt 1% (W)
40proz. Glucose-Lésung 2 % (VIV)
Sdect Agar (nur Plaiten) 2 % (Wiv)
4.13 Gerate
Autoklav Tecnomara
Begasungsbrutschranke Steri-Cult 2000 Forma Scientific
BBD 6220 Haereus
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Brutschrank

Hefen/Bakterien B5050

Cddum-Imaging- System

CCD-Kamera IMAGIO
Monochromator Polychrome Il System

Fluoreszenzmikroskop 1X70

DNA-
Sequenzierungsainrichtung
Durchfluf3zytometer
Elektrophoresekammer

Elektroporator

Fluoreszenzmikroskop

-kamera

FPLC

Geldokumentationssytem
Membranvakuumpumpe

PCR-Prozessor

pH-Meter
Photometer
Reingwasseranlage
Schiittelinkubatoren

Alfexpress

FACSort
DNA/SDS-PAGE

Gene Pulser System
BX50/RFLT3
Proprescive 3CCD
Gradi Frac

Optical Unit UV-1
Control Unit UV-1
Mixer 5 MPa
Valve PSV-50
Pump P-1

Rec 102

BioDoc I

DNA Thermo-Cycler 480
Gene Amp 2700

Gene Amp 9200

pH 540 GLP

Ultrospec 3000

ELGA STAT

Series 25
LabShaker/LabTherm

Haereus

T.l.L.L. Photonics GmbH
T.lI.L.L. Photonics GmbH
Olympus Optical Co., Inc

Amersham Pharmacia Biotech

Becton-Dickenson

Werkgtait Universtd Gaottingen und

Bidefed

Biorad

Olympus Optica Co., Inc.
Sory

Amersham Pharmacia Biotech

Biometra
Vacuubrand GmbH + Co.
Perkin Elmer

WTW

Amersham Pharmacia Biotech

Hoa

New Brunswick Scientific Co., Inc.

Adolf Kihner AG



36 Materia
Sicherheitswerkbank Lamin-Air HBB 2472 Haereus

Clean Air Type DLF BSA Woreden Intermed M.D.H. GmbH
Spannungsguellen Power-Supply EPS 200 Amersham Pharmacia Biotech
Thermogtat Thermostat 5320 Eppendorf-Nethe er-Hinz-GmbH
V akuumtrocknungs- Speedvac Concentrator und Savant
zentrifuge Refrigerated Condensation

Trap
Vortex Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG
Waagen A 120-S,L 610D Sartorius
Western-Blot- Apparatur Werkgtatt Universitét Gottingen
Zentrifugen KUhlzentrifuge J2-21 (Rotoren:  Beckmann

4.14 Computer software

andySIS

CELL Quest 3.3
COREL DRAW 9
FlowJo dias2.7.8
MACAPP3.1.3
Mac OS 8.6

MS Office 2000
Till Vidonv3.3

Windows 95/98/NT 5.0
Genpro 5.00

JA-10, -14, -20)
Ultrazentrifuge L7-55
(Rotoren: SW-40, -50)
GS-15R

(Rotoren F2402, $4180)

Soft Imaging System GmbH

Becton Dickinson Immunocytometry Systems
COREL CORPORATION LIMITED, Russelsheim
Stanford Universitiy, Tree Star, Inc.

Apple Computer, Inc.

Apple Computer, Inc.

Mircosoft GmbH, Verl

T.I.L.L. Photonics Imaging System Software, T.I.L.L. Photonics GmbH,
Impuls GmbH

Mircosoft GmbH

Riversde Scierntific

Students t- Test wurde fir die Berechnung der Signifikanz der [Ca?*]-Messungen verwendet.
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Methoden, gegebenenfdls modifiziert, dem Handbuch
»Molecular Cloning®, J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis, Cold Spring Harbour Laboratory
Press, 1989, entnommen.

5.1.1 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Die E. coli-Stamme werden in LB-Medium bei 37 °C und 250 rpm angezogen oder auf LB-
Agarplatten ba 37 °C kultiviert.

Zur Dauerlagerung von Bakterienklonen werden 850 il einer o/nt Kultur mit 150 pl Glycerin versetzt
und in flissgem Stickstoff schockgefroren. Die anschlief3¥ende Lagerung erfolgt bel -70 °C. Fir die
Waeiterkultivierung wird die Glycerinkultur auf LB-Agarplatten (mit entsprechendem Antibiotikum)

ausgedtrichen.

5.1.2 CTAB-Lyse zur Plasmidisolierung in kleinem Mal3stab (Del Sal et d., 19388)

3 ml Bakterienkultur werden bei 7000 rpm fir 2 min pelletiert und in 400 pl STET-Puffer und 8pl
frisch angesetzter Lysozymlosung (50 mg/ml) resuspendiert. Nach 10 min Inkubation bel RT wird das
Lysat 45sec auf 95 °C erhitzt und nach dem Abkihlen die Zdltrimmer sowie die denaturierten
Proteine und chromosomale DNA 10 min bei 13000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wird mit 16 pil
CTAB-L06sung versetzt und erneut 5 min bal 13000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 150 pl 1,2 M
NaCl-L6sung resuspendiert und unlédiche Antelle 2 min bal 13000 rpm abzentrifugiert. Der Plasmid-
DNA enthatende Uberstand wird zum Féllen der DNA mit 750 pl abs. Ethanol (-20 °C) versetzt und
30 min be 4 °C zentrifugiert. Das Pdllet wird mit 500 ul kaltem 70proz. Ethanol gewaschen und unter
Vakuum getrocknet. Die DNA wird in 20 pl TE-Puffer bei 65 °C gddst (10 min).

5.1.3 Plasmidprdparation Uber |onenaustauscher-Saulen

Zur Isolierung reiner Plasmid-DNA  fir Sequenzierungen oder Trandfektionen wurden kéuflich
erwerbbare Maxi-, Midi- und Mini-,,Kits* der Firmen Macherey-Nagel und Qiagen bezogen und nach
Herstellerangaben verwendet.
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5.1.4 Hydrolyse von DNA durch Restriktionsendonukleasen (Fuchs und Blakedey, 1983)

Es werden 250 ng bis 1 ug DNA mit 1 bis 2 U der entprechenden Restriktionsendonuklease und dem
mitgelieferten Puffer versetzt und nach Angaben des Hergtellers behandelt.

515 Klenow-Behandlung restringierter DNA

Zum Auffiillen von 5'- oder Abbau von 3'-Uberhédngen zur glatten- Enden-(, blund-end*)- Ligation wird
die restringierte DNA nach Hergtellerangaben mit Klenow- Enzym behanddt.

5.1.6 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um ene Religation der regtringierten Vektor-DNA zu vermeiden, wird das 5 -Ende der lineariserten

DNA nach Herstd lerangaben enzymatisch mit Alkaischer Phosphetase dephosphoryliert.

5.1.7 Agarosegeeektrophorese (McDondl et d., 1977)

Die eektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten wird in 0,8 bis 2 % Agarosegelen (wiv
Agarose in TAE-Puffer) mit 0,05 % (wi/v) Ethidiumbromid durchgefhrt. Zur direkten Ligation von
DNA-Fragmenten wird ,,Low Mélting Point“ (LMP) Agarose verwendet. Die e ektrophoretische
Auftrennung erfolgt bel 5 V/cm Elektrodenabstand.

5.1.8 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Klonierung von DNA-Fragmenten werden in LMP-Agarosegelen aufgetrennte Insert-DNA und
dephosphorylierte Vektor-DNA auf eénem UV-Trandlluminator aus dem Gd ausgeschnitten, bel 65 °C
geschmolzen und in mindestens dem doppeltem Volumen Wasser aufgenommen. Die isolierten DNA-
Mengen werden anhand des verwendeten DNA-Markers abgeschétzt.

Zur Ligation werden 10 ng Vektor-DNA mit der Insert-DNA in einem Mol-Verhdtnis von 1:3 (bei
koh&sven Enden) bzw. 1.5 (be glatten Enden) versetzt und nach Hergtellerangaben mit T4-Ligase
behandelt.

5.1.9 Phenolextraktion und Didyse von DNA

Die DNA-L6sung wird auf 200 pl mit TE-Puffer aufgeflllt und je einma mit 200 pl gepuffertem Phenol,
Phenol/Chloroform/lsoamylakohol (24:23:1) und Chloroformy/ Isoamylakohol (23:1) extrahiert. Die
DNA wird bei -70 °C mit 800 pl abs. Ethanol fir 30 min gefdlt und die pdletiete DNA einma mit 500
pl 70proz. Ethanol gewaschen. Die unter Vakuum getrocknete DNA wird in einem geeigneten Puffer
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aufgenommen und in enem Didyseschlauch mit geeigneter PorengrdiRe be 4 °C didysert (mind.
dreima Pufferwechsdl mit ener Didysezeit von je 8 bis 16 h).

5.1.10 Hergtdlung chemisch kompetenter E. coli und deren Transformation (modifiziert nach Hanahan,
1985 und Sambrook et a., 1989)

51101 BL2L(DE3)

Mehrere Kolonien werden in 5 ml LB-Medium resuspendiert und in 50 ml LB Uberfuhrt. Die Kultur
wird bel 250 rpm und 37 °C his zu einer ODsoo = 0,4 angezogen und fur 15 min bel 2500x g und 4 °C
zentrifugiert. Das Pdlet wird in 5 ml TSS-Puffer resuspendiert. Die kompetenten Zellen miissen
innerhab von 2 bis 3 h trandformiert werden. Eine langerfristige Lagerung it nicht maglich.

Zur Trandformation werden 200 i der kompetenten Zelsuspension mit 3 bis 5 g isolierter Plasmid-
DNA versetzt und fur 45 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 2 min bei 42 °C und
anchliel}ender kurzer Inkubation auf Eis erfolgt nach Zugabe von 800 yl LBG-Medium (LB, 20 mM
Glucose) die Regeneration bel 37 °C und 250 rpm fir 60 min. Die Selektion der Bakterien erfolgt nach
Aussreichen enes gedigneten Aliquots des Transformationsansatzes auf LB-Agarplaiten, die en
gedignetes Antibiotikum enthaten.

5.1.10.2 MC1061

Der E. coli-samm MC1061 wird auf ener LB/Strep-Paite (600 pug/ml) ausgestrichen und eine
Kolonie in 5ml TYM/Strep (600 pg/ml) o/n bet 37 °C und 250 rpm angezogen. 2,5 ml der frischen
Kultur werden in 250 ml TYM verdinnt und bis zu ener ODgy = 0,5 kultiviert. Die Kultur wird be 4
°C und 4000 rpm fur 15 min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in 20 ml Tfbm1 resuspendiert und
nach ener 5 min Inkubation auf Eis fir 15 min ba 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Das Pdlet wirdin
10 ml Tfbm2 resuspendiert und die Bakteriensuspension in 500 pl Aliquots in flissgem Stickstoff
schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Zur Trandormation werden 100 pl der auf Eis aufgetauten Zelen mit 5 pl des vorgekihiten
Ligationsansatzes 30 min auf Eis inkubiert und 5 min be 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml LB-
Medium erfolgt die Regneration fir 45 min bei 37 °C. Die Sdektion der Bakterien erfolgt nach
Ausstreichen eines geeigneten Aliquots des Transformationsansaizes auf LB-Agarplaiten, die en
geeignetes Antibiotikum enthaten.
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51103 XL1-Blue

Der E. coli-gamm XL1-Blue wird auf einer LB/Tet-Fatte (12,5 pg/ml) ausgestrichen und eine
Kolonie, resuspendiert in 5 ml LB/Tet (12,5 pg/ml), o/n bei 37 °C und 250 rpm angezogen. 4 ml der
frischen Kultur werden in 400 ml LB/Tet (12,5 pg/ml) verdinnt und bis zu einer ODggo = 0,4 kultiviert.
Nach einer 10 min Inkubation auf Eis wird die Kultur bel 4°C und 4000 rpm fir 15 min zentrifugiert
und das Bakterienpellet in 50 ml Tfbx1 resuspendiert. Nach einer 5 min Inkubation auf Eis wird fir 15
min ba 4 °C und 4000 rpm zentrifugiert. Das Pdlet wird in 10 ml Tfbx2 resuspendiert und die
Bakteriensuspension in 500 pl Aliquotsin flissgem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.
Zur Trandormation werden 200 pl der kompetenten Zelsuspenson mit 5 pl des vorgekihlten
Ligationsansatzes versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fir 2 min ba 42
°C und anschlielfender kurzer Inkubation auf Eis erfolgt nach Zugabe von 1 ml LB-Medium die
Regeneration bel 37 °C fir 60 min. Die Sdektion der Bakterien erfolgt nach Ausstreichen eines
geeigneten Aliquots des Trandformationsansatzes auf LB-Agarplatten, die ein geeignetes Antibiotikum
enthalten.

5.1.11 Isolierung von Gesamt-RNA aus Kulturzdllen (modifiziert nach Sambrook et d., 1989)

5 bis 15 ml Kultur werden bei 200x g 5 min be 4 °C pdletiert und mit 1 ml kaltem PBS gewaschen.
Das ZdIpdlet wird vorschtig in 400 pl katem Lysepuffer resuspendiert und 1 min auf Eis gestelt. Nach
Abzentrifugieren des Zdlkerns und der Zdltrimmer bel 4 °C und 14000 rpm fur 2 min wird der
Uberstand mit 50 pl 10proz. (w/v) SDS-Lasung versetzt. Nach zweimaliger Extraktion mit je 200 pl
gepuffertem Phenol (Zentrifugation bel 14000 rpm und 10 min) wird die wa¥ige Phase mit 40 pl 3 M
KOACc pH 5,5 und 1 ml katem abs. Ethanol versetzt. Nach 30 min Lagerung bel -70 °C wird bel
14000x g fur 30 min zentrifugiert und einma mit 500 pl katem 70proz. (v/iv) Ethanol gewaschen.
Anschlielfend wird das RNA-Pdlet unter Vakuum getrocknet und in 50 I RNase-frelem Wasser
aufgenommen.

Alternativ wurde reine Gesamt-RNA aus Kulturzdlen mittels ké&uflich erwerbbarer Kits der Firmen
Roche, Macherey-Nagel oder Qiagen isoliet. Die Aufreinigung wurde nach Hergelerangaben
durchgefiinrt.

5.1.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration wird photometrisch durch die Messung der Absorption bel 260 nm bestimmt. Um

Verunreinigungen an Protein mit enzukakulieren wird dabe zur Berechnung der Konzentration der
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Quotient der Absorption bei 260 nm und 280 nm gebildet. Als Referenz dient der Puffer, in dem die
Nukleinsduren vorliegen. Der Quotient OD.so/ OD,g Sollte im Bereich von 1,7 bis 2,1 liegen und richtet
Sch unter anderem nach dem verwendeten Puffer.

Eine OD»g = 1 bel einer gemessenen Schichtdicke von d = 10 mm entspricht einer Konzentration von
50 pg DNA/mI oder 40 ug RNA/m.

5.1.13 Reverse Transkription (Foley, 1993)

05 bis 5 pg Gesamt-RNA wird mit RNase-fraem Wasser auf 10 pl verdinnt und mit 1 pl OdT
versetzt. Zur Denaturierung wird fir 10 min auf 70 °C erhitzt und sofort in einem Eis-Wasser-Bad
abgekihlt. Nach Zusatz von 9 pl Mastermix wird fir 1 h be 37 °C inkubiert und zur Inaktivierung 20
min auf 65 °C erhitzt.
IX RT-Magemix: 5 pl RT-Puffer

2ul 01 mM DTT

2l 10 mM dNTP-Mix

1 yl M-MLV-Reverse-Transkriptase

5.1.14 Polymerase-Kettenresktion (Mullis et d., 1986; Bell, 1989; White et a., 1989)

Uber mutagene Oligonukleotide, die als Primer in der PCR eingesetzt wurden, konnten die
gewinschten Mutationen in das zu amplifizierende Produkt eingefiigt werden (mit Pfu-Polymerase oder
Elongase). Die Klonierungsschemata der Deletionsmutanten Sind in Anhang 7 dargestellt. Selektionierte
Einze zd|klone kénnen durch RT-PCR auf Expression der transfizierten cDNAS untersucht werden
(Tag-Polymerase). Als Kontrolle dient hier Aktin.
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Tab.5.1 PCR-Bedingungen fur die verwendeten Oligonuklectide

Amplifikat

Temperatur-Zeit-Profil

Aktin-RT-PCR

mirpIAEWKFAR

mtrp1App

mirp1-RT-PCR

Neomycin-RT-PCR

pBEHPAC18-MCS-

RT-PCR
Puromycin-RT-PCR

A °C (4 min) - {[94 °C (30 sec) - 60 °C (30 sec) - 72 °C (30 sec)] 20 Zyklen} - 72°C (5 min) - 10
°C (0)

A °C (3min) - {[94 °C (30 sec) - 50 °C (30 sec) - 68 °C (60 sec)] 10 Zyklen} - {[94 °C (30 sec) -
+0,3 °C (30 sec) - 68 °C (60 sec)] 25 Zyklen} - {[94 °C (30 sec) - 58 °C (30 sec) - 68 °C (60 sec)]
10 Zyklen} - 68 °C (5min) - 12 °C (O), Elongase-Polymerase

A °C (5min) - {[94 °C (30 sec) - 57 °C (30 sec) - 72 °C (45 sec)] 40 Zyklen} - 72°C (7 min) - 10
°C (O), Pfu-Polymerase

A °C (5min) - {[94 °C (30 sec) - 56 °C (30 sec) - 72 °C (45 sec)] 33 Zyklen} - 72°C (7 min) - 10
°C (0)

A °C (5min) - {[94 °C (45 sec) - 59 °C (45 sec) - 72 °C (60 sec)] 33 Zyklen} - 72°C (7 min) - 10
°C (0)

A °C (5min) - {[94 °C (45 sec) - 55 °C (45 sec) - 72 °C (60 sec)] 33 Zyklen} - 72°C (7 min) - 10
°C (0)

95°C (5min) -

{[94 °C (60 sec) - 53 °C (45 sec) - 72 °C (60 sec)] 5 Zyklen} -

{[94 °C (60 sec) - +0,2 °C °C/Zyklus (45 sec) - 72 °C (60 sec)] 15 Zyklen} -

{[94 °C (60 sec) - 56 °C (45 sec) - 72 °C (60 sec)] 5 Zyklen} -

72°C (10 min) - 12°C (0)

5.1.15 LexA Hefe-Two-Hybrid-System (Clontech-b; Gyuris et d., 1993; Mendolsohn und Brent,
1994; Golemis et ., 1996)

Das Hefe-, Two-Hybrid"-System dient zur in vivo-Anayse von Protein- Protein- Interaktionen. Die zu

untersuchenden Proteine werden as Fusonsproteine in Hefezdlen zur Expresson gebracht. Das ene

Protein i an LexA (Bindungsdoméne, BD, ,bait*) fusoniert, eénem bakteridlen Repressor, das an

LexA-Operatoren binden kam. Das zweite Protein ist an B42, einer bakteriellen Aktivierungsdoméne

(AD, ,prey“), fusoniert und wird konditiondl unter der Kontrolle des GAL 1-Promotors exprimiert.

Durch diese konditionelle Expresson auf galactosehdtigem Nahrmedium ist es moglich, die Aktivierung

des Reportergens (LEU2 oder lacZ) schndl und direkt auf die Expresson des AD-Fusionsproteins

nech dessen Interaktion mit dem BD-Fusonsprotein zurtickzufiihren.

5.1.15.1 Kultivierung und Lagerung von Hefen

Fir Hussgkulturen werden 1 bis 5 Kolonien in 1 ml geagnetem Medium gut resuspendiert,
anschliel}end in 30 bis 40 ml Uberfihrt und Uber Nacht bei 30 °C und 150 bis 250 rpm kultiviert.
Die Kultivierung auf Agarplatten dauert bei 30 °C etwa 3 bis5 Tage.
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Fur eine Glycerinkultur wird einer o/n-Kultur 25 % (v/iv) Glycerin zugesetzt und diese bei -70 °C
gelagert.

5.1.15.2 Hergdlung chemisch kompetenter Hefen und deren Trandformation nach der LiOAc-
Methode

Es wird ene Hefe-o/n-Kultur in 40 ml Medium (YPD oder SD-Minimamedium) angesstzt. Am
nachsten Tag wird diese mit ca. 400 ml Medium auf eine ODgqo = 0,2 eingestellt und bis zu einer ODsyo
=05 bis 1,0 kultiviert. Die Kultur wird be 2000x g fur 5 min zentrifugiert und das Pdllet je enmd mit
20 ml gerilem Wasser und mit 5 ml LIOAC/TE gewaschen. Die Zdlen werden abschliel3end in 2 ml
LiOAC/TE resuspendiert.

Fur die Transformation werden je 100 ng DNA und 100 pg Lachssperma-DNA (, Carrier-DNA*)
vorgelegt und mit 100 pl einer kompetenten Hefezdll suspension versetzt. Es werden 70 ul DM SO und
600 pul PEG 4000/LiOAC/TE zugesetzt und das Reaktionsgefal3 invertiert. Es erfolgt eine Inkubation bei
30 °C fur 30 min (Schiitteln nicht notwendig) und ein Hitzeschock bei 42 °C fir 15 min. Nach einer
kurzen Inkubation auf Eis werden die Zdlen pdletiert, in 200 bis 500 ul sterilem Wasser resuspendiert
und zur Selektion ein geeignetes Aliquot auf entsprechende SD-Minima medienplatten ausgestrichen.

5.1.15.3 Vortests
Vor dem Interaktionstest wird das BD-Fusionsprotein auf Autoaktivierung des LEU2- und lacZ-Gens,
sowie auf Kernlokadiserung und die Bindung an die LexA-Operatoren getestet.
5.1.15.3.1 Autoaktivierungstest
P drel HIS3-Kontrollplasmide werden verwendet:
pSH17-4; pPREFHM1; pEG202
a) Aktivierung des LEU2-Gens

Der Hefestamm EGY 48 wird mit pSH18-34 transformiert, selektioniert (SD Ura) und anschlielend
mit dem HIS3-BD-Plasmid oder den Kontrollplasmiden transformiert und sdektioniert (SD Ura
His). Je vier individudle Klone werden in Hissgmedium bis zu einer ODspo = 0,5 kultiviert (aus

einer o/n-Kultur frisch angezogen).
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Es werden je 10 pl ener 1:10-, 1:100- und 1:1000-Verdinnung auf folgende Platten aufgetragen
(Test- und Kontrollplasmide zum direkten Vergleich auf ener Plette):
Gd/Raf Ura His
Gd/Raf Ura His Leu
Das Zdlwachstum wird fir mehrere Tage beobachtet.
Das Ergebnis muld wie folgt aussehen, um enen efolgrechen Einsaiz des BD-Proteins zu
gewdhrleigen:
kein Wachstum auf Gal/Ref Ura His Leu
auf Ga/Raf Ura His Wachstum entsprechend der Positivkontrolle

b) Aktivierung deslacZ-Gens
Die vier Klone aus @) werden zur Untersuchung der lacZ- Expression auf Glu Ura His' X-Gd-Platten
ausgestrichen und bel 30 °C inkubiert.
Folgendes Ergebnisist zu erwarten:
die Pogtiv-Kontrolle wird o/n blau
die Negativ-Kontrolle und die zu testenden Hefeklone bleiben mehrere Tage farblos

Fals ene LEU2-, jedoch keine lacZ-Genaktivierung erfolgt (wurde verschiedentlich beobachtet), so
kann auf den Interaktionstest durch Sdektion verzichtet werden.

5.1.15.3.2 LexA-Bindungs- und Kernlokaliserungstest

BD-Proteine, die nicht das LEU2-Gen aktivieren, missen aif Kernlokdiserung und Bindung an die
LexA-Operatoren getestet werden.

P asReporterplasmid dient pJK101

P drel HIS3-Kontrollplasmide werden verwendet:

pSH17-4; pPREFHM1; pEG202

Der Hefestamm EGY 48 wird mit pJK101 transformiert, slektioniert (SD Ura) und anschliel3end mit
dem HIS3-BD-Plasmid oder den Kontrollplasmiden transformiert und selektioniert (SD Ura His). Je
vier individuelle Klone werden auf folgende Platten ausgestrichen:

Glu Ura His X-Gd

Gd/Raf Ura His X-Gal
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Die Platten werden nach 1, 2 und 3 Tagen examiniert. Folgendes Ergebnisist zu erwarten:
Klone ohne LexA-Operatorbindung und ohne Kernlokaiserung (bzw. ohne LexA-Proteing) werden
auf den Ga/Raf-Flaten o/n blau, und nach zwel bisdrel Tagen leicht blaulich auf den Glu-Platten
Klone mit Kernlokaiserung und LexA-Bindung werden langsamer blau ads Hefen ohne LexA-
Proteine

5.1.15.3.3 Nachweis der Proteinexpression

Die Identifizierung der exprimierten Fusonsproteine erfolgt durch SDS-PAGE und Western Blot-
Andyse (Immunblat).

Eswird eine 55 ml Hefe-Kultur bis zu ener ODsy = 0,4 bis 0,6 angezogen und in en zur Hafte mit Eis
gefllltes Zentrifugenréhrchen gegeben. Die pdletierten Zdlen werden eéinmd mit 4 °C kdtem Wasser
gewaschen, in fliissgem Stickstoff schockgefroren und bei -70 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Gesamt-ODggo-Unit wird die ODgoo/ml (d = 20 mm) mit dem Gesamtvolumen der
Kultur multipliziert.

5.1.153.3.1 Hangoff/SDS-Methode (Printen und Sprague, 1994)

Das Zdlpdlet wird in 100 pl auf 60 °C vorgewarmten ,Cracking® Puffer (mit Proteaseinhibitor-
Cocktail) pro 7,5 Unit Gesamt-ODeggo resuspendiert und fir 2 min bei 60 °C inkubiert. Die Suspension
wird mit 80 pl Glasperlen pro 7,5 Unit Gesamt-ODgoo Versetzt und fur 10 min auf 70 °C erhitzt. Eswird
fir 1 min stark gevortext und firr 5 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird in €in
neues Gefal Uberfihrt und das Pellet fir 3 bis 5 min auf 100 °C erhitzt, gevortext und zentrifugiert. Der
erhatene Uberstand wird mit dem ersten vereinigt, fir 5 min auf 95 °C erhitzt und 15 pl pro Spur
aufgetragen

5115332 TCA-Methode

Das Zdlpdlet wird be 4 °C aufgetaut und in 100 pl 4 °C-kaltem TCA-Puffer (mit Proteasainhibitor-
Cocktail) pro 7,5 Unit Gesamt-ODgyo resuspendiert. Es werden 100 pl Glasperlen und 100 pl 4 °C-
kaltes 20 % TCA pro 7,5 Unit Gesamt-ODgq zugesetzt. Die Suspension wird viermd fur je 1 min stark
gevortext (zwischenzeitliches Kuhlen fir mind. 30 sec auf Eis) und nach dem Absetzen der Glasperlen
wird der Uberstand in ein neues Gefal iberfiihrt. Das Pellet wird mit 500 pl einer 1:1-Mischung von
20proz. TCA und TCA-Puffer versetzt und zweimd fir je 1 min gevortext (Kdhlung). Der erhdtene
Uberstand nach Absetzen der Glasperlen wird mit dem ersten vereinigt. Die Proteine werden aus dem
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Uberstand durch Zentrifugation bei 14000 rpm und 4 °C peletiert und in 10 pl TCA-Laemmli-Puffer
pro 1,0 Unit Gesamt-ODgqo resugpendiert. Nach 10 min Erhitzen auf 95 °C und 10 min Zentrifugation
bei 14000 rpm werden 15 pl des Uberstandes pro Spur aufgetragen.

5.1.153.3.3 Lammli-Methode

Das Zdlpdlet einer 1 ml Hefekultur der ODggo = 0,5 wird in 50 pl 2x Laemmli resuspendiert und die
Zdlen durch Einfrieren auf Trockenels oder bel -70 °C sowie Erhitzen fir 5 min auf 95 °C
aufgebrochen. Es werden 15 pl des |6dichen Extraktes pro Spur aufgetragen.

5.1.154 Interaktionstests

Der Hefestamm EGY48 (mit pSH18-34 trandfiziert) wird smultan mit den BD- und AD-Plasmiden
nach der LiIOAc-Methode trandfiziert und auf Ura His Trp Glucose-SD-Agarplaiten selektioniert.
Nach drel Tagen Kultivierung bel 30 °C werden die Zdlkolonien zur Induktion der Expresson des AD-
Proteins mit Hilfe eines sterilen Flterpapiers durch Abdruck auf Gaactose/Raffinose-hdtige Ura His
Trp SD-Agarplatten Ubertragen. Die Platten werden fir ein bis zwel Tage inkubiert und anschlief?end
mit Hilfe von Flterpapier auf folgende Platten fir den Interaktionstest Ubertragen:

Gd/Raf Ura His Trp Leu

Gd/Raf Ura His Trp X-Gd

GluUra His Trp Leu

Glu Ura His Trp X-Gd
Das Wachstum, bzw. die Blauférbung der Zdlkolonien wird Uber enen Zeitraum von bis zu finf Tagen
téglich beobachtet.

5.2 Zellbiologische M ethoden

5.2.1 Bestimmung der Zdlzahl

Zur Bestimmung der Zdlzahl wird eine Neubauer-Z&hlkammer verwendet. Auf die Zahlkammer wird
ein angefeuchtetes Deckglaschen gelegt und leicht angepreld. Anschliel}end wird die Zdlsuspenson
unter das Deckglaschen pipettiet und die vier Groquadrate ausgezahlt. Aus dem Mittelwert der
GroRquadrate ergibt sich wie folgt die Zdlzahl: Zdlzahl/ml = Mittdwert x 10°

5.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zdlen

Die pdletieten, einzufrierenden Zdlen werden in 4 °C kdtem 10 % DMSO enthdtendem
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Kulturmedium ohne Antibiotika resuspendiert und in Einfrierréhrchen diquotiert. Diese werden o/n in
einer geschlossenen Styroporbox fur 24 h bei -70 °C eingefroren, bevor sSe zur Dauerlagerung in
flissgen Stickstoff Uberfuihrt werden.

Zum Auftauen von Zdlen wird die Probe im Wasserbad be 37 °C zligig aufgetaut und sofort in 20 m
des entsprechenden Kulturmediums Uberfihrt. Nach Pelletieren der Zellen werden diese in frischem
Kulturmedium resuspendiert und kultiviert.

5.2.3 Stabile Trandfektion von I1A1.6-Zdlen mittels Elektroporation

Die Transfektion durch Elektroporation (- permeabiliserung oder -trandformation) ist ein Verfahren zum
Einschleusen von DNA in ene Empféngerzdle und beruht auf dem von Zimmermann et d. (1973)
beobachteten Phanomen, dal3 edektrische StromstoRe kurzer Dauer und hoher Intenstét zu
vorribergehender Membranverénderung mit Aushildung von Mikroporen fiihren. Die Methode wurde
ersmas von Neumann et d. (1982) zur Trandformation von Saugerzellen benutzt, ist aber auch bel
anderen eukaryotischen Systemen und Bakterien anwendbar. Ublicherweise werden dabei intakte
Zdlen in Gegenwart von DNA enem oder wenigen kurzen eekirischen Impulsen von Feldstérken
zwischen 1 bis 30 kV/cm unterworfen.

Die fur die Transfektion verwendete DNA wurde linearisert (pcDNA3 und pBEHpAC18 mit Sca l)
und nach einer Phenolextraktion gegen TE didysert.

Zur Transfektion werden 1x10” Zellen in logarithmischer Wachstumsphase zweima mit serumfreiem
Medium (4 °C) gewaschen, in einer Zdldichte von 1x10” Zdlevml aufgenommen und 05 ml der
Zdlsuspenson mit 25 ug DNA versetzt. Nach einer Vorkihlphase von 5 min auf Eis wird in einer
Kvette mit 0,4 cm Elektrodenabstand bei 260 V und 960 uF eektroporiert. Die Zelen werden fir 2 d
in 40 ml Click’ 910 % FCS50 pg Gms/ml kultiviert und anschlief3end sdektioniert.

Selektion von I1A1.6-Zdlen: Puromycin: Sug/ml

5.24 Sabile und trandente Transfektion von HEK293-Zdlen mittds aktivieten Dendrimeren
(Albritton, 1997)

Dendrimere snd hochverzweigte sphérische Makromolekille, deren Verzweigungen von einem
Kernmolekll ausgehend mit pogtiv geladenen Aminogruppen enden. Eine Adsorption der zu
trandfizierenden DNA an die Dendrimere erfolgt durch die negativ geladenen Phosphatgruppen des
DNA-Molekill, die an die postiv gdadenen Aminogruppen der Dendrimere binden. Die so gebildeten
insgesamt positiv geladenen Komplexe lagern sich an die negativ geladene Zelmembran an und werden
durch unspezifische Endocytose in die Zdle aufgenommen. In der Zelle wirken die basischen Gruppen
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der Dendrimere as Puffer, um nach Fusion der Endosomen mit Lysosomen den pH der Lysosome zu
erhodhen, so dald Nukleasesktivitét inhibiert und somit der Degradierung der DNA vorgebeugt wird.

Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete Dendrimer-Reagens ,, Superfect” wurde von Qiagen bezogen
und nach den Herstellerangaben verwendet.

Selektion von HEK 293-Zdlen: 400 pg G418/ml, 2 d nach Transfektion mit plRES2-EGFP-

Konstrukten

525 Transfektion von COS-M6-Zdlen mittds DEAE-Dextran (personliche Mitteilung von Brian
Seed)

P die Zdlen werden einen Tag vor der Transfektion so geteilt, dal3 Se am Tag der Trandfektion zu
etwa 60 bis 80 % konfluent snd

Die Zdlen einer 140 mm Schae werden mit 10 ml Transfektionsmedium (DMEM, 10 % NU-Serum,
400ug/ml DEAE-Dextran, 100uM Chloroquin, 10 bis 20 pg Gesamt-DNA) versetzt und fir 3 h bei 37
°C inkubiert. AnschlieRend efolgt fir 2 min én DMSO-Schock (10 ml PBS, 10 % DMSO). Die
Zdlen werden in Kulturmedium (50 pg Gmsgml) welterkultiviert. Nach 1 d wird das Medium
gewechsdt und nach 2zwe oder dre Tagen die Immunprézipitetion oder die
Immunfluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt.

5.2.6 Immunfluoreszenzenmikroskopie an 11A1.6-Zdlen (Budde et a., 1994)

P die Objekttréger werden mit Poly-D-Lysn vorbehandelt

P dieZdlen werden 1 d vor der Inkubation mit den Antikdrpern ausgeséit
p dlePuffer snd mit PBS/0,5 mM CaCl, angesatzt

p dle Schritte werden bel RT durchgefuihrt

Die Zellen werden einma gewaschen und fir 20 min mit 4 % Formadehyd und 4 % Saccharose fixiert.
Nach dreimaigem Waschen wird fr 30 min mit 2 % BSA geblockt und nach erneutem dreimaigem
Waschen fir 2 min mit 0,2 % Triton X-100 permesbilisert. Die Inkubationen mit dem ersten und
2weiten Antikorper (Tab. 5.2) erfolgt jeweils nach dreimaligem Waschen fir 1 h. Nach den
abschliel¥enden drel Waschschritten werden die Zellen in Mowiol 4-88-L.6sung e ngebettet.

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen werden nach dem Trocknen der eingebetteten Zdlen
gemacht (ein biszwe Tage), wobe dle Bilder, die verglichen werden sollen, mit den gleichen
Eingelungen aufgenommen werden.
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5.2.7 Immunfluoreszenzenmikroskopie an HEK293- und COS-M6-Zdlen (Engelke, 1999)

P die Objekitréger werden fir HEK293- Zdlen mit Poly-D-Lysin vorbehanddt
P dieZdlen werden 1 bis2 d vor der Inkubation mit den Antikorpern ausgesét
p dlePuffer and mit PBS0,5 mM CaCl, angesetzt

p dle Schritte werden bei RT durchgefiihrt

Die Zdlen werden enma gewaschen und fir 20 min mit 2,5 % PFA (frisch angesetzt und pH-neutrd)
fixiert. Nach enmaigem Waschen wird fir 30 min mit 200 mM Glycin geblockt und eénma mit 1,5 %
BSA gewaschen. Anschliellend werden die Zdlen 30 min mit 1,5% BSA/0,2% Sgponin
permeabilisert. Die Inkubationen mit dem ersten und zweiten Antikorper (Tab. 5.2) erfolgt fur je 45
min in sdbigem Puffer. Zwischer und Abschlu3waschschritte erfolgen je dreimd fir 5 min mit
Permesbiliserungspuffer. Nach einmdigem Waschen mit PBS werden die Zdlen in Mowiol 488-
L dsung engebettet.

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen werden nach dem Trocknen der eingebetteten Zelen
gemacht (ein bis zwe Tage), wobel dle Bilder, die verglichen werden sollen, mit den gleichen

Eingdlungen aufgenommen werden.

Tab.5.2 Konzentrationen von Antikor pern fir die lmmunfluor eszenzmikroskopie
Primarantikor per Spezifitat Spezies Konzentration Endverdinnung
Oct-A FLAG Ziege 200 pg/ml 1:300
9E10 c-myc Maus 0,4 mg/ml 1:400
3F10 HA Ratte 04 mg/ml 1:400

Sekundéarantikérper Markierung  Konzentation Endverdinnung

Esel-anti-Ziege Cy3 1,2 mg/ml 1:800
Ziege-anti-Maus Cy2 1,5 mg/ml 1:600
Ziege-anti-Ratte TRITC 1,5 mg/ml 1:600

5.2.8 Cddumflu’-Andyse an I1A1.6-Zdlen im Durchflul3zytometer (Budde et d., 1994)

5.2.8.1 Bdadung der Zdlen mit Huo-3

1x10° Zellen werden zweimad mit Click's Medium/5 % FCS gewaschen und in 1 ml dessdben
Mediums aufgenommen. Anschliel3end werden die Zdlen mit 1uM Fuo-3-AM, 0,2 uM SNARF-1-
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AM und 0,02 % Pluronic F127 be 30 °C fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Es wird 1 ml Medium
zugesetzt und fir 10 min be 37 °C zum Aktivieren der Esterasen inkubiert. Abschlief3end werden die
Zdlen zweimd mit Krebs Ringer-Ldsung mit 1,5 mM CaCl, gewaschen und in ener Zdldichte von
1x10’ Zdlen/ml in Krebs-Ringer-Lésung mit 1,5 mM CaCl, aufgenommen.

5.2.8.2 Simulation der B-Zdlen

Der BCR der 11AL1.6-Zdlen wird mittels 20 pg/ml des F(ab’),- Fragmentes von Kaninchen anti- Maus-
109G quervernetzt und so der PLC-g- und |Ps-Signdweg initiiert.

Um das biphasische Ca*-Signd in ein intrazelluléres Entleeren der Speicher und den Einstrom Uber die
Plasmamembran aufzul 6sen werden die Zdlen in Caf*-freier Krebs-Ringer-Losung (mit 0,5 pM EGTA)
dimuliert und nach dem Erreichen des Basalwertes wird die extrazellulére [Ca?'] auf 1,8 mM eingestellt.

529 Cddumflu3-Anayse an HEK293-Zdlen am ,,Cadum-Imeaging* - System (Engelke, 1999)

5.2.9.1 Bdadung der Zdlen mit Fura-2

P Die Zdlen werden zwei Tage vor der Messung auf mit Poly-D-Lysin-vorbehandelten Deckglasern
ausgesdht.

Zum Beladen der Zdlen werden diese in Kultivierungsmedium mit 5 uM Fura-2-AM und 0,05 %
Pluronic F127 fir 30 min be 37 °C im Dunkeln inkubiert. Es wird mit dem doppeltem Volumen
Medium verdunnt und fir weitere 15 min ba 37 °C inkubiert. Abschlief3end werden die Zelen zweimd
mit ECS mit 1,8 mM CaCl, gewaschen und in demsdben Puffer im Dunkeln bis zur Messung verwahrt.

5.2.9.2 Stimulation der HEK293-Zdlen

Direkt vor der Messung werden die Zellen einma mit ECS mit 0,5 mM EGTA gewaschen. Be ener
40x VergroRerung werden die Zdlen am ,, Single Cdll Cacium Imaging” - System mit 200 uM Carbachol
dimuliert und nach dem Abklingen des Primérsignals (4 min) die extrazdluléare [Cat*] auf 1,8 mM
eingesdlt.

5.2.9.3 Messung und Berechnung der intrazelluléren [Ca*] von HEK 293-Zdlen

Die Anderungen der intrazellul&ren Fura- 2- Fluoreszenzintensizt an GFP-positiven Zelen wurde mit dem
»angle Cdl Cdcium Imaging® Sysem (T.I.L.L. Photonics) aufgenommen. Detektiert wurde die

Emisson ba 510 nm in Zeitintervallen von 3 bis 4 sec bal dternierenden Extinktionen von 340 nm und
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380 nm. Uber die Verhéltnisse 340/380 wurde die [Ca*] per Software nach Grynkiewicz et a. (1985)
berechnet. Die Signifikanz wurde mit dem Students t-Test berechnet.

5.3 Proteinbiochemische M ethoden

5.3.1 Affinitdtsreinigung von Hiss- Fusonsproteinen an Nickel-NTA-Agarose (Novagen, 2001)

5.3.1.1 Tedexpressonin kleinem Mal3stab

Eine Ubernachtkultur des Expressionsklons BL21(DE3)-pet32a(+)-mtrpICT wird 1:20 in 10 m
LB/Amp (100 pg/ml) verdinnt und bei 37 °C und 250 rpm bis zu einer ODgyo = 0,6 kultiviert. Eswird
eine 1 ml Probe entnommen und das ZdIpellet bei -20 °C eingefroren. Die Kultur wird mit 1 mM IPTG
zur Inkuktion der Proteinexpression versetzt. Zur Ergellung einer Zeitkurve wird jede Stunde eine 1 mi
Probe entnommen.

Zur Proteinaufreinigung werden die Zdlpdlets in 1 ml Lysepuffer (Bindepuffer, 1 % TX-100, 1ug
RNase, 2ug DNase, Proteaseinhibitor- Cocktail) resuspendiert. Die Suspension wird zehnma mit einer
20 G Kanule gescheert und fur 30 min be 4 °C inkubiert. Die Zdltrimmer werden fir 15 min bei 4 °C
und 14000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand mit 50 pl 50proz. Ni**-NTA-Agarose versetzt.
Nach eingtlindiger Inkubation bel 4 °C wird die Agarose viermad mit Waschpuffer gewaschen und das
Protein mit 30 pl Elutionspuffer fir 5min von der Matrix gelést. Das Eluat wird mit 2x Laemmli- Puffer
varsetzt und in enem SDS-PAA-Ge dektrophoretisch aufgetrennt. Die Proteine werden mit einer
Silberférbung des Gels schtbar gemacht.

5.3.1.2 Expresson von Hiss-Fusionsproteinen in groflRem Mal3stab

Eine Ubernachtkultur des Expressionsstammes wird 1:20 in 500 ml LB/Amp (100 pg/ml) verdiinnt und
bei 250 rpm und 37 °C bis zu einer ODgoo = 0,5 bis 0,6 kultiviert. Nach Induktion der Expression mit
1 mM IPTG wird die Kultur fir 3 h kultiviert. Die Bakterien werden bei 2800x g und 4 °C fir 25 min
geerntet und das Pellet in 20 ml eiskdtem Lysepuffer (Bindepuffer, 1 % TX-100, 1 ug RNase, 2ug
DNase, Proteasainhibitorcocktail) inkubiert. In dieser Zeit wird die Suspenson solange mit einer 20 G
Kanile geschert, bis das Lysat nicht mehr viskosist. Die Suspension wird bei 2800x g und 4 °C fir 20
min zentrifugiert und der Uberstand durch eine 0,45 um Membran filtriert. Nach Zusatz von 3 ml einer
50proz. Ni#*-NTA-Suspension wird fir 30 min bel RT inkubiert. Nach 20 min Zentrifugation bei 500x
g bei 4 °C wird der Uberstand abgenommen (ungebundene Proteinlsung) und die feste Matrix in eine
PD-10 Saule mit Bindepuffer gepackt. Eswird mit je 20 ml Waschpuffer und Aquilibrierungspuffer
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gewaschen, bis der Durchlauf eine konstante OD.gy aufweist. Das affinitétsgebundene Hise-Protein wird
mit Strippuffer von der Matrix gel6st und die Konzentration bei OD,gy (OD.,go = 1 entspricht 0,7 mg/ml
bel d =10 mm) oder nach der Bradford-Methode bestimmt. Fir eine andytische SDS-PAGE werden
ca. 500 ng Protein aufgetragen und die Proteine mit einer Silberfarbung schtbar gemacht oder in einer
Western Blot- Andyse mit spezifischen Antikorpern detektiert.

5.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford (Bradford, 1976)

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford ist en chemisch-photometrisches Verfahren
fir Proteinlésungen mit eénem Gesamtproteingehat von 1 bis 10 pg/ml. Als Standard dient eine
Konzentrationsrethe von BSA-L 6sungen, wobel wegen der Empfindlichkeit der Methode auf Stérungen
dets der Puffer der zu bestimmenden Proteinlésung verwendet wird. Zu bestimmende Proben und
Standardl 6sungen werden gleichzeitig bearbaitet.

Die vorliegenden Probenlésungen werden mit 150 mM NaCl-Lésung auf 150 pl aufgeftllt und mit 850
ul Bradford-Reagenz versetzt. Nach 2 min Inkubation bei RT wird die Absorption bei 585 nm

gemessen und die Konzentration Uber eine Eichgerade bestimmt.

5.3.3 Immuniserung eines Kaninchens bal Eurogentec zur Gewinnung polyklonder Antikorper

Zur Immuniserung wurden zweima 500 pg gereinigtes Fusongprotein mTRP1-CT an Eurogentec
(Seraing, Bdgien) fur die Immuniserung eines Kaninchen nach dem Firmenstandardprotokall (mit je
100 pg pro Immuniserung) gesandt. Der Code fir die Immuniserung i DE99259. Die erste
Immuniserung efolgte nach der Abnahme des Prdmmunserums am 14.06.1999. Alle folgenden
Immuniserungen erfolgten nach dem Standardprotokoall.

Es wurden folgende Seren erhaten:

a) ca 2,5ml Prammunserum (14.06.1999)

b) ca 2,5ml “small taking of blood” (22.07.1999)

c) ca 25ml “largetaking of blood” (19.08.1999)

d) ca 25ml “largetaking of blood” (28.10.1999)

€) ca 65ml “fina bleeding” (11.11.1999)

5.3.4 Aufrenigung von IgG-Fraktionen aus Antiseren

200 mg Protein-A-Sepharose werden in 8 ml 140 mM NaHPO, pH 8,0 aufgequollen (entspricht ca. 1
ml Gevolumen), dreima mit demseben Puffer gewaschen und fir 2h mit 1 ml Serum in 8ml des
Phosphatpuffers bel 4 °C inkubiert. Das Gd wird in eine PD-10 Saule gepackt und mit 30 bis 40 ml
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Puffer gewaschen, bis der Durchlauf eine ODs,g £ 0,020/cm aufweist. Die Elution der 1gG-Fraktion
efolgt achtma mit je 650 ul 200 mM Glycin pH 3,0, die direkt in 350 yl 1 M K;HPO, zwecks
Neutralisation gegeben werden.

Die Konzentrationshestimmung erfolgt durch Messung der OD.gy (ODogo = 1 entspricht 70 mg/ml bei d
=10 mm). Die Reinheitskontralle erfolgt durch SDS-PAGE und Silberférbung der Gele. Es werden je
500 ng Protein pro Spur aufgetragen.

5.3.5 Immunprazipitation an sabil trandfizierten HEK293-Zdlen

p dle Schritte werden, soweit nicht anders angegeben, bei 4 °C durchgefthrt

Die Zdlen einer konfluent bewachsenen 10 cm Schae werden einmd mit PBS gewaschen und in 1 ml
RIPA/1 % TX-100/0,5 % NP-40-Ersatz/0,5 % Deoxycholat/0,1 % SDSProteasainhibitor- Cocktall
fur 30 min lysiert und anschlieflend der Zelldebris bei 14000 rpm abgetrennt. Dem Uberstand werden 2
Mg Ziege-anti-FLAG-AK (OctA) zugesetzt und nach 1 h 30 pl 50proz. Protein-G-Sepharose. Nach
zweistindiger Inkubation wird die Sepharose funfma mit Lysepuffer ohne Proteasainhibitoren
gewaschen. Die Proteine werden mit 15 pl 2x Laemmli fir 5 min bel 95 °C von der Sepharose gel6st
und auf ein SDS-PAA-Gd aufgetragen, dektrophoretisch aufgetrennt und im Immunblot die Proteine
mit einer aufgerenigten 1gG-Fraktion des Antissrums gegen den CT von mTRPL nachgewiesen
(Reinkubation mit dem mAk M2 anti-FLAG).

5.3.6 Immunprazipitationen an trandent trandfizierten COS-M6- Zellen

p dle Schritte werden bei 4°C durchgeftihrt

Die Zdlen werden zur Zerstérung der LRD fir 45 bis 60 min mit 20 mM MbCD in PBS be 37 °C
inkubiert und anschliel¥end von der Schale gdost. Nach enmdigem Waschen mit PBS werden die
Zdlen in 1 ml RIPA/1 % NP-40-Ersatz/Proteasainhibitor- Cocktail fir 1 h lysiert und anschlief3end der
Zdldebris bei 14000 rpm abgetrennt. Dem Uberstand wird der Primér-Ak zugesetzt, nach 1 h der
Sekundér-Ak und nach einer weiteren Stunde 30 pil 50proz. Protein-A oder G-Sepharose (siehe Tab.
5.3). Nach o/n-Inkubation wird die Sepharose finfma mit Lysepuffer ohne Protease-Inhibitoren
gewaschen. Die Proteine werden mit 15 pl 2x Laemmli fir 5 min bei 95 °C von der Sepharose gel64t,
auf én SDS-PAA-Gd aufgetragen und im Immunblot nachgewiesen.
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Tab.5.3 Antikor perkonzentrationen fur |mmunpr &zipitationen
Spezifitdt Primar-Ak Spezies Konzentration Sekundér-Ak  Konzentration Sepharose

(Fcg-spez.)

Caveolin  a-Cav Maus 2 pg/mi kam-1gG 1 pg/ml Protein-A
c-myc 9E10 Maus 1 pg/ml kam-1gG 1 pg/ml Protein-A
FLAG Oct-A Ziege  1lpgml Protein-G
FLAG M2 Maus  1ug/ml kam-1gG 1 ug/ml Protein-A
HA 3F10 Ratte 0,5 pg/mil zarat-1gG 0,5 pg/ml Protein-G
PL17 AT10 Maus 1:200 kam-1gG 5ul/ml Protein-A

5.3.7 SDS-Polyacrylamid-Geleektrophorese (Laemmli, 1970)

Zur andytischen Auftrennung von Proteinen werden SDS-Polyacrylamidgele mit diskontinuierlichem
Puffersysem verwendet. Trenn- und Sammelgele werden nach den in der Tab. 5.4 angegebenen
Rezepturen hergestdlt. Die Trenngdldsung wird zwischen zwe Glasplatten, die zunéchgt durch eine
Gummidichtung abgedichtet snd, gegossen und mit etwas Isopropanol zur Verhinderung der Aushildung
eines Meniskus Uberschichtet. Nach Polymerisierung des Gels wird das Isopropanol abgegossen und
mit Wasser gesplilt, bevor das Sammelgel gegossen wird, in das die Probentaschen durch Einfihren
eines Teflonkamms einpolymerisert werden. Die Proteinproben werden vor dem Gellauf in 2x Laemmli-
Probenpuffer fir 5 min auf 95 °C erhitzt. Als Proteingrofenstandard (Marker) wird LMW bzw. HMW
verwendet. Die Elektrophorese efolgt be 10 mA im Sammelge und 20 mA im Trenngd unter
Verwendung von SDS-PAGE-Laufpuffer.

Be den Harngtoffgelen wird eine Endkonzentration von 8 M Harngtoff in den Gelen eingestellt und die
Proben werden fur 3 h in Probenpuffer (mit 8 M Harnstoff) bei 40 °C inkubiert.

Tab.5.4 Rezepturen fur SDS-PAA-Gele
Sammelgel Trenngel
3% 5% | 5% 6% 75% 10% 125%
AA-Stamml ésung/ml 025 042|125 15 188 25 313
H,O/ml 092 075|323 298 26 198 135
1M Tri/HCI pH 8,8/ml 281
0,25M TrigHCI pH 6,8/ml 125
10 % (w/v) SDS/Ul 50 150
10 % (w/v) AMPS/l 30 60
TEMED/l 3 4
Gesamtvol./ml 25 75
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5.3.8 Silbefabung von Proteingeen (modifiziert nach Damervd et d., 1987)

Nach der Geldektrophorese wird das Gd fur 15 min in Fixiererlésung inkubiert und 2 min mit
»Famer's Reducer” behanddt. Anschlief3end wird das Gl durch Waschen mit Wasser vollstandig
entfarbt, 30 min in 0,1 % (w/v) Silbernitratlésung und schliefdich nacheinander je zweimd 30 sec mit
Wasser und 2,5proz. (w/v) NaCOs-Ldsung inkubiert. Die Entwicklung des Ges erfolgt in 2,5proz.
(w/v) NaCOgs, 0,1proz. (v/v) Formadehyd-Losung. Die Farbentwicklung wird durch Waschen mit
10proz. (v/v) Essgsiure abgestoppt. Zur Lagerung und Dokumentation werden die geférbten Gele zum
Entfernen der Essgsiure dreimd fir 5 min mit Wasser gewaschen und anschliel®end 15 min in
Gdtrocknunglosung inkubiert. Die s0 behandeten Gele werden in einen Rahmen zwischen zwel
Cellophanfolien gespannt und o/n getrocknet.

5.3.9 Elektrodution von Gdbanden aus einem SDS-PAA-Gd

Die Gelbanden werden aus dem dektrophorierten Gel ausgeschnitten und in einen Didyseschlauch
(Ausschluf3porengrolie 3 bis 8 kDa) gdegt und mit moglichst wenig Puffervolumen bedeckt (100 bis
200 pl). Die Schlauche werden in eine normae Kammer fiir DNA- Elektrophoresen gelegt und fir 3 h
bel 100 mA dektrophoriert. Anschlief3end wird der Puffer aus dem Didyseschlauch entnommen und die
euierten Proteine unter Vakuum getrocknet. Der Rickstand wird in 20 pl 2x Laemmli (b-
Mercaptoethanol und 200 mM DTT) aufgenommen und fir 10 min auf 95 °C erhitzt und wiederum auf
en SDS-PAA-GH aufgetragen.
Folgende Elektrod utionspuffer wurden verwendet:

1. normder 1x SDS-PAGE-Laufpuffer und 125 mM TrigHCI pH 6,8 ds Didysepuffer,

2. Elektrodutionspuffer nach Sa-Pereira et d. (2000) (15 g/l Tris, 72 ¢/l Glycin pH 8,3) und PBS

as Didysepuffer.

5.3.10 Trocknung von Gelbanden

Die auggeschnittene Gelbande wird zwischen zwei Cellophanfolien gelegt und unter Vakuum getrocknet.
Nach kurzem Aufquellen und Agilibrieren in 125 mM TrigHCI pH 6,8 wird das Gelstiick fir 30 min
in 2x Laemmli (b-Mercaptoethanol und 200 mM DTT) inkubiert. Anschlief3end werden die Gelbanden
in die Taschen des Sammelgel's geschoben und die Elektrophorese gestartet.

5.3.11 Reduktion von Proteinen im Gd

Die Oberkante des Trenngds wird auf einer Lange von 5 mm Uber die gesamte Breite abgeschnitten
und kurze Zet in 125 mM TrisgHCIPuffer pH 6,8 &quilibriert. Anschlief?end wird das Gd fir
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verschiedene Zeten in Reduktionspuffer unter leichtem Schwenken inkubiert und dreima mit 125 mM
Tris/HCI-Puffer pH 6,8 gewaschen, um das Reduktionsmittel best mdglich zu entfernen. Das Gd wird
an die Oberkante der Glasplatten gelegt und mit enem Trenngd sowie einem Sammelgel unterschichtet
und norma eektrophoriert.
Folgende Reduktionsbedingungen wurden verwendet:
1. 2xLaemmli (mit 30 % (v/v) Glycerin gegen die Diffuson) be RT fur 2 h
2. 2xLaemmli (mit Glycerin) bei 37 fir o/n
3. 8 M Hangoff mit 200 mM DTT und 2 % (w/v) SDSin 125 mM TrigHCI-Puffer pH 6,8 bel
RT fur 20 min oder 90 min (modifiziert nach einer personlichen Mitteilung von M. Schlee, GSF
Minchen)

5.3.12 Western Blot

Funf Lagen 3MM-Whatmanpapier in Grofe des au blottenden Gel's werden in Transferpuffer getrankt
und auf die Anode der Graphitblotkammer gelegt. Dartiber wird die mit Methanol vorbehandelte und in
Tranderpuffer aquilibriete PVDF-Membran blasenfre aufgdegt. Das ebenfdls in Transferpuffer
aquilibrierte SDS-PAA-Gd und funf wetere Lagen getrénktes Whamanpapier werden auf die
Membran gelegt und mit der Graphitkathode abgeschlossen. Der Transfer erfolgt bei 175 mA/pro Gel
(55 cnf) fir 1,5 h unter Eiskiihlung. Die Membran wird 2 min in Ponceau-S-Lésung inkubiert und
anschlieRend mit Wasser gewaschen bis klare Proteinbanden sichtbar werden. Nach digitaliseren der
gefarbten Membran zur Dokumentation wird diese in 0,1 M NaOH-L6sung entfarbt, mit PBS und
Wasser gewaschen und zum Schlief3en der Poren nach 30 sec Methanolbehandlung fur 20 min bei RT
getrocknet. Die Membran kann in trockenem Zustand und in Celophanfolie eingeschweil bel -20 °C
gelagert werden.

5.3.13 Western-Blot- Anayse (immunologischer Nachwel's, Immunblot)

Zur weiteren Abséttigung freier Bindungsstdlen der PVDF-Membran wird diese 1 h bel RT oder o/n
bel 4 °C mit entsprechendem Blockpuffer inkubiert. Anschlief3end erfolgt der immunol ogische Nachwels
durch Inkubation mit dem spezifisch bindenden Primé&rantikorper (Tab. 5.5) in Blockpuffer fir 1,5 h bel
RT, dremdiges Waschen fir 5min und Inkubation fir 1 h ba RT mit dem zweten
peroxidasemarkierten Antikorper (Tab. 5.5). Nach neunmdigem Waschen fir je 5 min mit PBS-T
bzw. TBS-T erfolgt die Detektion mittels der ECL- bzw. Lumi-Light- (ggf. plus) Resktion.
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Tab.5.5 K onzentrationen und Pufferbedingungen flir den Einsatz von Antikorpern in der Immundetektion
Spezifitdt  Primér-Ak Spezies Konzentration Endkonzentration/E Block - und
ndver diinnung I nkubationspuffer

Aktin 10A5 Maus Ascites 1:1000 PBST
HA 3F10 Ratte 0,4 mg/ml 50 ng/ml TBS/1%BSA
c-myc 9E10 Maus 04 mg/ml 2 pg/ml PBS/10 % MP
PL17 I11A5 Maus Hybridom 15 PBST

tiberstand
FLAG® a-Octapeptid Kaninchen 05mgml 2,5 pg/ml PBS/10 % MP
FLAG® M2 Maus 4.4 mg/ml 4 pgml PBS/10 % MP
Caveolin a-Cav-1 Kaninchen 250 pg/ml 50 ng/ml PBS/10 % MP
mMTRP1-CT  a-mTRPL-CT-FP  Kaninchen ger. 1gG 5 pg/ml PBS/10 % MP

Fraktion
Hise 13/45/31-2 Maus 200 pg/ml 2 pg/ml PBS/10 % MP
per oxidasemarkierte Sekundarantikor per Konzentration Endverdinnung I nkubationspuffer
Ziege-anti-Kaninchen 0,8 mg/ml 1:50000 PBST
Ziege-anti-Maus 0,8 mg/ml 1:50000 PBST
Ziege-anti-Ratte 0,8 mg/ml 1:50000 TBST

5.3.14 Stripping von Western Blot-Membranen

Zur Entfernung von auf Membranen gebundenen Antikdrpern, wird der Blot 30 min mit Stripping- Puffer
bel 70 °C unter leichtem Schitteln inkubiert. Nach intensvem Waschen mit PBS-T oder TBS-T (mind.
sechamd 15 min) kann ene erneute immunol ogische Detektion durchgeftinrt werden.
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6 Ergebnisse

6.1 Klonierungvon mTRP1b-FLAG und Mutanten

Die cDNA von mTRP1b wurde anhand der Genbank-Accession-Nummer U95167 aus [|A1.6-Z€len,
ena Maus-B-Zdlinie mit Hilfe dar RT-PCR kloniet. Um das exprimiete TRP-Protein von
endogenem TRP zu unterscheiden, wurde ein FLAG- oder ¢-myc-Epitop ebenfalls Uber PCR an das
C-terminae Ende angehangt.

Zu Interaktions- und Funktionsstudien wurde eine in vitro-Mutagenese durchgefuhrt, um bestimmte
Regionen aus mTRP1b zu deletieren (Abb. 6.1). Dabe wurden die vorhergesagten cytosolischen
Doménen von mTRP1b, die dre Ankyrin-&hnlichen Wiederholungen und die Coiled-Coil Regionim N-
terminalen Bereich sowie die Dystrophin-ahnliche Doméane am G Terminus deletiert (Engelke, 1999).
Desweteren wurden die Uber fast ale bekannten TRP-lIsoformen hoch konservierte Sequenz
EWKFAR (AS von 641 bis 646 fur mTRP1b) sowie die potentielle Porenregion, die finfte und
sechate Transmembranregion sowie die Porenschieife, deletiert.

A) mTRP1b-Epitop
B) mTRP1bDank-Epitop

C) mTRP1bDcc-Epitop

D) mTRP1bDpp-Epitop

Abb.6.1 in vitro-Mutagenese von mTRP1b

Die cDNA von mTRP1b wurde per RT-PCR aus der Maus-B-Zéllinie [1A1.6 kloniert und mit einem
Epitop versehen (FLAG oder c-myc). Durch ene in vitro-PCR-Mutagenese wurden die
Deletionsmutanten von mTRP1b generiert. ank: drei Ankyrin-ghnliche Wiederholungen, cc: Coiled-Cail
Region, pp: potentielle Porenregion einschliefdich der 5. und 6. Transmembranregion, EWKFAR: hoch

konservierte Sequenz, dys: Dystrophin-&hnliche Doméne.
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6.2 Generierung und Charakteriserung eines mTRP1-spezifischen Antiserums

Im Rahmen der vorliegenden Arbet wurde ein mTRP1-spezifisches Kaninchent Antiserum erzeugt.
Dazu wurde der cytosolische C-Terminus in den prokaryotischen Expressonsvektor pET32a(+)
kloniert (Sehe Klonierungsschema Anhang 4 (B)), der neben einem N-terminden Hiss- Epitop noch ein
N-termindes TRX-Epitop enthdlt. Da TRX en E. coli eigenes, in hohen Leveln exprimiertes, 16diches
Protein ist, werden die mesten Fusonsproteine ebenfdls I6dich in E. coli exprimiert und kdnnen nativ
aufgereinigt werden (Novagen, 2001).

6.2.1 Rekombinante Expresson von mTRP1-CT

Zur Generierung eines Antiserums gegen mTRPL wurde der C-terminade Bereich, AS 646 bis 776, ds
Hiss-Epitop-Fusiongprotein in E. coli BL21(DE3) exprimiert und Uber NF*-NTA-Agarose
affinitdtschromatographisch nativ aufgereinigt. Die hochgte Expressonsrate wurde dabel nach 3 h
erreicht, wobel jedoch nur ein geringer Antell des exprimierten Fusionsproteins nativ aufgereinigt werden
konnte. Das 33 kDa grof3e Fusionsprotein, das sich aus dem 15,5 kDa C-Terminus und dem 17,5 kDa
Epitop zusammensetzt, konnte in der Silbefabung (Abb. 6.2 (A)) sowie im Immunblot durch
Immunregktion mit einem anti-Hiss- Ak (Abb. 6.2 (B)) nachgewiesen werden.

6.2.2 Charakteriserung des anti-mTRP1-CT Kaninchenantiserums

Um die Eignung des Antissrums zur Western Blot Andyse zu untersuchen, wurden verschiedene
Mengen an rekombinantem Fusionsprotein auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Nachweisgrenze
der gerenigten 1gG-Fraktionen des Antiserums fir de Detektion des 33 kDa Proteins im Immunblot
liegt bei unter 1 ng (Abb. 6.3 (A)).

Das Fusongprotein 1&% sch sowohl im Western Blot detektieren ds auch mit den gereinigten 1gGs
prézipitieren (Abb. 6.3 (B)). Im Gegensatz dazu |&% sch mTRP1b-FLAG aus transent trandfizierten
COS-M6-Zdlen nur detektieren aber nicht prazipitieren (Daten nicht gezeigt). Als Kontrolle diente eine
Immunprézipitation mit dem monoklonaen Antikdrper M2, der gegen das FLAG-Epitop gerichtet ist.
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Abb. 6.2

Silberférbung einer Expression desmTRP1-CT-Fusionsproteinsund anti-Hisg-Blot

(A) Das Fusionsprotein wurde in BL21(DE3) exprimiert und affinitatschromatographisch tiber Ni%'-
NTA-Agarose nativ aufgereinigt. Die analytische Auftrennung erfolgte in einem 12,5proz. SDS-PAA-
Gel. Die Silberfarbung des Gels zeigt die Aufreinigung einer Kulturprobe vor (0 h) und drei Stunden
nach (3 h) der Induktion der Expression. GL: Gesamtlysat, unldsl.: unldslicher Rickstand, 169l.: 16slicher
Anteil des Gesamtlysates, US: ungebundener Uberstand nach der Inkubation mit der Ni**-NTA-
Agarose, Eluat: von der Agarose eluiertes Protein. (B) Die Eluate der Expression wurden von einem
12,5% SDS-PAA-Gd auf eine PYDF-Membran transferiert und diese mit einem anti-Hiss-Ak inkubiert.
Die detektierten Proteinbanden wurden mit einem peroxidasemarkierten Sekundéar-Ak und ECL sichtbar

gemacht.

(A) (B) Q Q

Abb. 6.3

Charakterisierung desanti-mTRP1-CT-Antiserums

(A) Western Blot Analyse von mTRP1-CT zur Bestimmung der Nachweisgrenze des Antiserums. Es
wurden die angegebenen Mengen Fusionsprotein im SDS-PAGE aufgetrennt und im Immunblot mit
dem Antiserum und einem peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der ECL detektiert. (B)
Immunprézipitation des mTRP1-CT-Fusionsproteins mit dem Antiserum und Detektion im Immunblot

mit dem Antiserum und einem peroxidasemarkierten Sekundéar-Ak in der ECL.
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6.3 Interaktionsstudien

Die Untereinheitenstruktur der potentidlen Ca*-Kanéle der TRP-Proteine ist bis dato ungeklart. In
Andogie zu den spannungsabhéngigen Ca*-Kanden, die aus vierma sechs Transmembrandoménen
2uziglich der Porenregion innerhab einer Proteinkette aufgebaut sind, wird eine Tetrameriserung zur
Aushildung eines funktiondlen Kands podtuliert (Sehe Einletung Kap. 1). Bisher wurde eine Interaktion
von endogen in Drosophila exprimiertem dTRP und dTRPL in den verschiedenen Kombinationen sowie
for hTRP1 und hTRP3 durch transente Uberexpresson in HEK293-Zdlen durch Co-
Immunprézipitation nachgewiesen (Xu et d., 1997; sehe auch Einleitung Kap. 1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl die cytosolischen Doménen von mTRP1b, mTRP2 und
hTRPC3? im LexA-Hefe-Two-Hybrid-System (Gyuris et d., 1993; Mendolsohn und Brent, 1994;
Golemis et al., 1996; Brentlab, 2001-a Clontech, 2001-b) eingesetzt (Kap. 6.3.1) ds auch die TRP-
Proteine durch transente Uberexpresson in COS-M6-Zdlen auf die Fahigkeit der Co-
Immunprézipitation hin untersucht (Kap. 6.3.2).

6.3.1 Hefe-Two-Hybrid-System

Um cytosolische TRP1, 2 und 3-Doménen zu identifizieren, die fir eine Interaktion, Homo- und
Heterodi- bzw. -oligomeriserung, verantwortlich sein konnten, wurden zunéchst Studien mit den
cytosolischen N- und C-terminalen Regionen der verschiedenen TRP-Proteine sowie den N-terminden
Mutanten von mTRP1b im LexA-Hefe- Two-Hybrid- System durchgeftihrt. Die LexA-BD- und GAL4-
AD-Fusiongproteine (Klonierungsschemata sehe Anhang 5und 6) wurden zunéchst in Vortests auf
Autoaktivierung der Sdektionsmarkergene LEU2 und lacZ sowie im Fal der BD-Proteine aufgrund des
fehlenden Sgnds auf Kernlokdierung und Bindung an die LexA-Operator-Sequenzen vor dem lacZ-
Gen getestet (Tab. 6.1). Alle getesteten Proteine reprimierten im Kernlokdisgerungstest die
b-Gaaktosdase-Aktivitét, was auf das Vorhandensein von LexA-Proteinen im Kern und dessen
Bindung an die entsprechenden Operatoren hinweist. Bel den Autoaktivierungstest stellte Sch heraus,
dal3 lediglich der NT von mTRP1b as BD-Fusonsprotein auf das LEU2-Gen aktivierend wirkt.
Dadurch entfdlt dieses Gen ds Sdektionsmarker. Interaktionsstudien sind jedoch aufgrund der
negativen lacZ-Aktivierung durchfiihrbar und aussagekréftig. Bel dlen anderen eingesetzten BD-

! Bisher wurden vier Isoformen von mTRP2 publiziert. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Sequenz entspricht
der Genbank Acc. No. AF11107 (Vannier et a., 1999) und wurde aus der Maus-B-Zédllinie 11 A1.6 per RT-PCR kloniert.
2 Die cDNA von hTRPC3 wurde freundlicherweise von Prof. Dr. A. Liickhoff (Institut fir Physiologie, UK RWTH
Aachen) zur Verfigung gestellt (Zitt et al., 1997).
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Fusionsproteinen konnten beide Selektionsmarker verwendet werden. Die AD-Fusionsproteine wirken
weder auf das LEU2- noch auf das lacZ-Gen aktivierend. Somit muld lediglich bel Einsatz des BD-
MTRP1b-NT-Fusongproteins auf das LEU2-Markergen verzichtet werden.

Tab.6.1 Kernlokaisierungs- und Autoaktivierungsvortests der verwendeten Fusionsproteine fir das Hefe-

Two-Hybrid-System

Da die BD-LexA-Fusionsproteine im Gegensatz zu den Ga4-AD-Fusionsproteinen kein
Kernlokalisierungssignal besitzen, wurden diese auf Kernlokalisierung nittels des Repressionsassays
auf Reprimierung der lacZ-Genexpression getestet. Sowohl der Repressionsassay als auch die
Autoaktivierungstests wurden stets im Vergleich zu Positiv- und Negativkontrollen durchgefihrt
(Ergebnisse nicht dargestellt). + positiv, - negativ, nd not determined (nicht untersucht), in Klammern
ist der jeweilige AS-Rest angegeben.

Fusion Kern- LEU2- lacZ-

lokalisierung  Autoaktivierung — Autoaktivierung

BD-mTRP1b-NT (1-331) + + ;
BD-mTRP1-CT (646-775) + - -
BD-mTRP2-NT (1-492) + - -
BD-mTRP2-CT (820-1072) + - -
BD-hTRPC3-NT (1-340) + - -
BD-hTRPC3-CT (669-848) + - -
AD-mTRP1b-NT (1-331) nd - -
AD-mTRP1b-NTDank (1-60/177-331) nd - -
AD-mTRP1b-NTDcc (1-212/267-331) nd - -
BD-mTRP2-NT (1-492) nd - -
AD-mTRPL-CT (646-775) nd - -
AD-mTRP2-CT (820-1072) nd - -
AD-hTRPC3-NT (1-340) nd - -
AD-hTRPC3-CT (669-848) nd - -

Die Expression des C-Terminus von mTRP1b ds BD-Fusonsprotein wurde mit Hilfe des anti-CT-FP-
Antissrums im Western Blot nachgewiesen (Abb. 6.4). Dazu wurden die Hefezdlkulturproben
(vektortrandfiziert ds Negativkontrolle) auf drei verschiedene Arten lysert: Laemmli-, TCA- und
Harnstoff/SDS  (ureg)-Methode. In  dlen drei Proben konnte, im Gegensatz zu den
Negativkontroll proben, eine spezifische Bande des entsprechenden Molekulargewichts von 43 kDa im
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Western Blot detektiert werden, womit nachgewiesen wurde, dal3 das Protein in voller Lange exprimiert

worden is.
NRCIING
%9'& $ égdi (éQho‘ é\gQg
X ; Y ;
| a-CT-FP |
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43 — - - -— 4—
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Abb.6.4 Nachweisder Expression desL exA-BD-mTRP1-CT-Fusionsproteinsim Western Blot

Hefe-Zellysate wurden nach drei Methoden hergestellt: Laemmli- (L&), TCA- und Harnstoff/SDS (urea)-
Methode. Die Lysate wurden in einem 12,5proz. SDS-PAA-Ge dektrophoretisch aufgetrennt, auf eine
PVDFMembran transferiert und mit anti-CT-FP-IgG  und enem Ziege-anti-Kaninchen
peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der ECL detektiert.

Fir die Interaktionsstudien wurden die Kongtrukte in verschiedenen Kombinationen smultan in den
Hefestamm EGY 48(pSH18-34) trandformiert und die Transformanden auf His,, Ura, Trp-SD-Patten
sdektioniert. Die konditiondlle Expresson der AD-Fusionsproteine wurde durch Ubertragung der
Klone mit Hilfe enes Flterpapiers auf Galactose/Raffinose-Platten induziert und anschlie3end auf b-
Galactosdasesktivitst und Wachsum auf zusdizlich Leu-Platten gescreent. Kontrollexperimente
wurden durch Einsatz von Negativ-Kontrollvektoren durchgefiihrt, die weder eine LEU2- noch ene
lacZ- Genaktivierung aufweisen (Tab. 6.2).

Pogitive Interaktionen konnten bel Einsatz der N-terminalen Doménen der verschiedenen TRP-Proteine
festgestd|t werden. Es lielfen sch sowohl Homodimeriserungen ds auch Heterodimeriserungen n
verschiedenen Kombinationen nachweisen. Durch Verwendung der N-terminden Mutanten von
MTRP1b konnte die fir die Homo- as auch die fir die Heterodimeriserung verantwortliche Coiled-
Coil Doméne identifiziert werden (Tab. 6.2). Beispidhaft ist in Abb. 6.5 die b-Galactos daseektivitét
bei der Co-Expresson von mTRP1b-NT mit Sch salbst und den Mutanten gezeigt.
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Eine Interaktion zwischen den Gterminaden Regionen konnte weder in homo- noch in heteromerer
Form detektiet werden. Auch eine Interaktion zwischen N- und C-terminden Regionen in
verschiedenen Kombinationen war nicht zu beobachten (Tab. 6.2).

Tab.6.2 Identifizierung der N-terminalen I nteraktionsdomanein mTRP1b

Die BD- und AD-Fusionsproteine der N- und C-terminalen cytoplasmatischen Regionen von mTRP1b,
MTRP2 und hTRPC3 sowie die mTRP1-Mutanten wurden auf Interaktion im Hefe-Two-Hybrid-System
getestet. Positive Interaktion wurde durch Wachstumsselektion auf Leucin-defizienten Platten und

LacZ-Genexpression identifiziert. + positiv, - negativ
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Kontrollvektor - - - - - - - - -
BD-mTRP1b-NT - + + - - + - + -
BD-mTRP1b-CT - - - - - - - - -
BD-mTRP2-NT - + + - - + - + -
BD-mTRP2-CT - - - - - - - - -
BD-hTRPC3-NT - + + - - + - + -
BD-hTRPC3-CT - - - - - - - - -

Abb.6.5 b-Galactosidaseaktivitét bel der Dimerisierung von mTRP1b-NT

und den N-terminalen Deletionsmutanten (links)

Die Hefezellen wurden simultan mit den BD- und AD-Konstrukten

transfiziert und selektioniert. Doppelt positive Klone wurden

anhand des Wachstums identifiziert und anschlief3end auf X-Gal-
©) haltiges Nahrmedium Ubertragen, um auf eine mégliche Interaktion,

d. h. lacZ-Expression, zu testen.

(A)  BD-mTRP1b-NT + AD-mTRP1b-NT

(B) BD-mTRP1b-NT + AD-mTRP1b-NTDank

(C) BD-mTRPLb-NT + AD-mTRP1b-NTDcc
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6.3.2 Co-Immunprézipitationen

Um die Untereinheitengtruktur des potentiellen TRP-Ca®*-Kanals néher zu charakterisieren, wurden
zusdizlich zu dem Hefe-Two-Hybrid-System Co-lmmunprézipitationsstudien an trandent trandfizierten
COS-M6-Zdlen durchgefiinrt. Die einzelnen cDNAS, die C-termind fir eén FLAG-, c-myc- oder HA-
Epitop codieren, wurden in den Expressonsvektor pcDNA3 kloniet und in verschiedenen
Kombinationen in die Zdlen trandiziet. Die exprimierten Protene konnten so mit Hilfe

epitopspezifischer Antikdrper immunprézipitiert und im Immunblot detektiert werden.

6.3.2.1 Pasmamembranlokaiserung von mTRP1b und Mutanten, mTRP2 und hTRPC3 in COS-
M6-Zdlen

Vor den Co-lImmunprézipitationsstudien wurden dle engesstizten TRP-Protene auf
Plasmamembranlokaiserung  mittdds  Immunfluoreszenzmikroskopie hin  untersucht.  Aufgrund  der
Einsatzfahigkeit der Antikdrper wurden dazu die Proteine mit einem ¢-myc- und HA-Epitop fusioniert.
Der mAk M2 anti-FLAG zegt leider in der Immunfluoreszenzmikroskopie enen zu hohen Hintergrund
und ist daher fir diese Methode denkbar ungeeignet.

Als Plasmamembrankontrollprotein wurde LAT-c-myc (Linker for Aktivation of T-Cells) verwendet.
LAT ig en tranamembranes Adapterprotein, das aus einer kurzen extrazellul&en Region, ener
Transmembrandomane und ener tyrodnreichen cytosolischen Region besteht. LAT igt fur die T-
Zdlaktivierung essentid und liegt hauptsichlich in der Plasmamembran vor (Gilliand et d., 1992; Buday
et a., 1994; Sieh et d., 1994; Trib et d., 1997; Weber et al., 1998; Zhang et d., 1998-a) und zwar
vorwiegend in den Lipid- Raft-Doménen (LRD) (Zhang et d., 1998-b). LAT it bisher in T-Zellen, NK-
Zdlen und Madizdlen identifiziert worden, wurde aber auch schon in anderen Zdllen, z. B. B-Zdlen,
nachgewiesen (Engelke, 2001).

Wiein Abb. 6.6 erkennbar, it hTRPC3-HA mit LAT-c-myc in der Plasmamembran co-lokalisert.
Dies weis auf en mogliches Adapterprotein fir TRP hin, was auch durch Co-
|mmunprézi pitationsstudien bestétigt werden komte (Kap. 6.3.2.3). Eine Immunfluoreszenzmikroskopie
zur Co-Lokdiserung von LAT mit mTRP1b oder mTRP2 konnte aufgrund der verwendbaren
Antikorper nicht durchgefiihrt werden. Einzebildaufnehmen von mTRP1b-c-myc und Mutanten,
MTRP2-c-myc, hTRPC3-HA und -c-myc und LAT-c-myc and in Anhang 1 gezeidt.
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Abb. 6.6 Co-Lokaliserungvon LAT und hTRPC3in der Plasmamembran von COS-M6-Zéellen

Die COSM6-Zellen wurden mittels DEAEDextran transient transfiziert und die
Immunfluoreszenzmikroskopie nach 2 d durchgefihrt. LAT-c-myc wurde mit dem mAk 9E10 und einem
Cy2-markierten Ziege-anti-Maus-Sekundar-Ak (a und g), hTRPC3-HA mit dem mAk 3F10 und einem
Cy3markierten Ziege-anti-Ratte-Sekundar-Ak (e und h) sichtbar gemacht. Die deckungsgleich
Ubereinander gelegten Fluoreszenzbilder sind in ¢, f undi gezeigt. In Bildi ist durch die gelbe Farbung
deutlich die Co-Lokalisation von LAT und hTRPC3 in der Plasmamembran zu sehen. Inb und d sind die

Negativkontrollen der Einzeltransfektanden bezliglich der zweiten Fluoreszenz gezeigt.

Duch Co-Transfektion von COS-M6- und HEK293-Zdlen mit den mTRP1b-c-myc-Mutanten bzw.
von mTRP2-c-myc und hTRPC3-HA konnte gezeigt werden, dal3 mTRP1b und mTRP2 mit hTRPC3
in der Plasmamembran co-lokaisert vorliegen Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abb. 6.7 belegen endeutig die Plasmamembransténdigkeit und Co-Lokaisation von mTRP1b-c-myc
(@, mMTRP2-c-myc (g) und hTRPC3-c-myc (h) mit hTRPC3-HA in mit Sgponin permegbiliderten
COS-M6- (A) und HEK293-Zdlen (B). Diese Lokaiserung bleibt durch Deletion einzelner Doménen
in mMTRP1b unbeeinfluss (b) bis (f). Die Einzebildaufnahmen der Immunfluoreszenzenmikroskopie snd
in Anhang 2 und 3 gezeigt. Um ene eventudle extrazdluldre Lokaiderung des C-Terminus
auszuschlief3en, wie se etwa durch Deletion der 5. bis 6. Transmembrandomanen zustande gekommen

sn  konnte, wurden  entsprechende  immunfluoreszenzmikroskopische  Aufnaéhmen  an  nicht
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permegbiliserten und nicht fixierten Zelen durchgefiihrt. Hierbei konnte keine Huoreszenz der
trandfizierten Zellen beobachtet werden.

(A)

Abb. 6.7

Immunfluor eszenzenmikroskopische Aufnahmen von mTRP1b und Mutanten, mTRP2 sowie
hTRPC3in COS-M6- (A) und HEK 293-Zdlen (B) zur Plasmamembran- und Co-L okalisierung

Die COSM6-Zellen (A) wurden mittels DEAEDextran, HEK293-Zellen (B) mit ,Superfect”
(aktivierte Dendrimere) transient transfiziert und die Immunfluoreszenzmikroskopie nach 2 d
durchgefiihrt. MTRP1b und Mutanten sowie mTRP2 sind mit einem ¢-myc-Epitop und hTRPC3 auch
mit einem HA-Epitop versehen. Die Fusionsproteine wurden mittels der monoklonalen Antikorper
9E10 Maus-anti-c-myc bzw. 3F10 Ratte-anti-HA und der Sekundérantikorper Ziege-anti-Maus-Cy2
bzw. Ziege-anti-Ratte-Cy3 sichtbar gemacht. (8) mTRP1b-c-myc + hTRPC3-HA; (b) mTRP1bDank-
c-myc + hTRPC3-HA; (c) mTRP1lbDcc-c-myc + hTRPC3-HA; (d) mTRP1bDpp-c-myc + hTRPC3-
HA; (6 mTRP1bDEWKFAR-c-myc + hTRPC3-HA; (f) mTRPlbDdys-c-myc + hTRPC3-HA; (Q)
MTRP2-c-myc + hTRPC3-HA; (h) hTRPC3-c-myc + hTRPC3-H
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Die Plasmamembranlokdiserung und die richtige Orientierung der C-terminden cytosolischen Regionen
dler eingesetzten TRP-Proteine und Mutanten konnte somit fir COS-M6 und HEK 293- Zdlen gezeigt
werden, was die Vorraussetzung fur den Einsatz weiterer Interaktions- und Funktionsstudien in diesen

Zd|systemen dargdlt.

6.3.2.2 Interaktionen von mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3

Die Lokdiserung von TRPL in Lipid- Raft-Doménen (Lockwich et al., 2000, Sehe auch Einletung K ap.
1) macht es fur Immunprézipitationen erforderlich, diese zu zerstoren und so die verankerten Proteine
fraizusetzen.

Im Rahmen diesr Arbat wurde efolgreich Methyl-b-cyclodextrin (MbCD) verwendet, um das
Cholesterol aus den Rafts zu entfernen (Klein et d., 1995; Hooper, 1999; Lockwich et a., 2000).
Dadurch werden die Rafts zersttrt und die Proteine zuganglich fir die Immunprézipitation. Ohne die
Behandlung der Zdlen mit MbCD war es nicht moglich, mTRP1b-FLAG oder die Mutanten
reproduzierbar zu prazipitieren.

Um eine unspezifische Co-Immunprézipitation durch transiente Uberexpression auszuschlief3en wurde
das membrangténdige Protein FcgRIIb (CD32, cDNA-Klon PL17 (Engdhardt et a., 1990)) ds
Negativkontrolle eingesetzt.

Die Immunprézipitation nach Co-Trandfektion von FcgRIlb (PL17) und mTRPlb-FLAG bzw.
hTRPC3-HA weist auf keine Interaktion oder unspezifische Co-Prézipitation hin (Abb. 6.8). Nach der
Prézipitation des Fc-Rezeptors mit dem mAKk AT10 (Greenman et d., 1991) sind mit den mAk M2
anti-FLAG oder 3F10 anti-HA weder mTRP1b noch hTRPC3 im Immunblot detektierbar (Abb. 6.8
(A)). Auch be der Kreuzprobe, Prézipitation der TRP-Proteine durch Epitop-pezifische mAk und
Detektion im Immunblot mit dem mAk 111A5 (pan FcgRIl, Weinrich et a., 1996), ist keine Co-
Prézipitation nachweisbar Abb. 6.8 (B)). Zum Nachweis der erfolgreichen Prézipitation wurden die
Blots mit dem zur Pr&zipitation verwendeten Ak ein zweites Md inkubiert (Abb. 6.8 (C)). Die
gpparente Molmasse von mTRP1b nach Auftrennung in einer SDS-PAGE ist jedoch ca. 10 % bis
15 % geringer d's das berechnete, was von hTRP1 und anderen TRPs bereits bekannt ist (Sinkinset d.,
1998; Bobanoviee e d., 1999) und ig wahrschenlich auf die viden gak hydrophoben
Tranamembranregionen zurtickzufUihren.

Die Immunprézipitationen nach Co-Expresson von mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3, versehen mit
verschiedenen Epitopen, belegt eindeutig die Fahigkeit zur Homo- as auch zur Heteromeriserung (Abb.
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6.9). Durch Prazipitation von mTRP1b-FLAG I&s sch im Immunblot nicht nur mTRP1b-c-myc
sondern ebenfals hTRPC3-HA nachweisen (Abb. 6.9 (A), (B) und (C)). Ebenso eindeutig ist die Co-
Pré&zipitation von mTRP2-c-myc sowie von hTRPC3-HA durch mTRP2-FLAG (Abb. 6.9 (D) und
(E)) und die Homomeriserung von hTRPC3 (tber HA- und cmyc-Epitope) (Abb. 6.9 (F)). Die
Negativkontrollen fir die Co-Prézipitation, vektortrandfizierte Zdlen bzw. Einzdtrandektanden, zeigen
im Immunblot keine Banden entsprechender Molmasse. Die Heterodimeriserung von mTRP1b und
MTRP2 wurde bereits von C. Schéfer (2001) nachgewiesen.
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Abb. 6.8 Immunpr &zipitation von mTRP1b-FLAG und hTRPC3-HA und FcgRI b (PL17) alsNegativ-Kontrolle

Um eine unspezifische Co-Immunprézipitation auszuschliefen, wurde als Kontrollprotein der
membranstandige Fc-Rezeptor FcgRllb (cDNA-Klon PL17) verwendet, der mit dem mAk AT10
prézipitiert und dem mAKk 111A5 im Immunblot detektiert werden kann. (A) Aus den Zellysaten wurde
PL17 mittels des AT10-Ak préziptiert und auf Co-Prézipitation von mTRP1b-FLAG und hTRPC3-HA im
Immunblot detektiert, (B) prézipitiert wurden die TRP-Proteine, detektiert auf Co-Préazipitation von PL17
mit [11A5, (C) Detektion im Immunblot auf Prézipitation.

Um den Einflul’ der énzelnen Doménen von mMTRP1b auf die Interaktion néher zu untersuchen, wurden
MTRP1b-FLAG und Mutanten (Dank, Dcc, Dpp, DEWKFAR, Ddys) mit mTRP1b-c-myc oder
hTRPC3-HA in COS-M6-Zdlen co-exprimiert und die FLAG-Proteine mit dem mAk M2 anti-FLAG
immunprézipitiert. Nach dem Western Blot wurde auf der PV DF-Membran mit den mAk 9E10 anti-c-
myc bzw. 3F10 anti-HA auf die entsprechenden co-prézipitierten Roteine detektiert (Abb. 6.10).
Sowohl mTRP1b-c-myc (Abb. 6.10 (A)) ds auch hTRPC3-HA (Abb. 6.10 (B)) konnten ds Co-
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Immunprézipitate bel dlen mTRP1b-Mutanten nachgewiesen werden (Reinkubation der Membranen

mit dem mAk M2 anti-FLAG wies dle Mutanten in quivaenten Mengen nach). Fir eine Interaktion

scheint ene enze ne diesar ddetierten Doménen demnach nicht dleine verantwortlich zu sain.
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Abb.6.9 Homo- und Heter o-Co-Il mmunpr azipitationen von mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3

Die Proteine wurden, versehen mit verschiedenen Epitopen, transient in COS-M6-Zdlen exprimiert und nach 2 d die

Immunprazipitation (IP) mit den angegebenen mAk M2 anti-FLAG, 9E10 anti-c-myc und 3F10 anti-HA durchgefihrt.

Nach einer 10proz. SDS-PAGE wurde im Immunblot auf Co-Prazipitation mit den angegebenen mAk (WB) und einem

peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der ECL detektiert. Co-Immunprézipitationen von (A) und (B) mTRP1b-FLAG
und mTRP1b-c-myc, (C) mTRP1b-FLAG und hTRPC3-HA, (D) mTRP2-FLAG und mTRP2-c-myc, (E) hTRPC3-HA und
MTRP2-FLAG, (F) hTRPC3-HA und hTRPC3-c-myc. Die Pfeile zeigen die spezifisch erkannten TRP-Proteinbanden.



Ergebnisse 71

(A) (8)

N v
N Q(,;D*?‘
o < ©
S S AR
@oqog®o@$® ngdb(b% Qié@‘é;f?
S LIS S E FELEL© &
SELELTE &QC?’OXQ LR
@‘é Q\YO v@\yc’x QVQZ\Y@(, S f?’vqf@@yo@:@?
S S S S S LS
P FEF S E 5 ;S ST S
P LELLLL L & EELEL ,\@/\é&
N\
NEPSEORSIESIFSIROIRS AR R R A
P M2 [9E10] P M2 [3F10]
WB | 9E10 | WB | 3E10 |

67 — 9 e o s s o | ——MTRPID-C-MYC 2 ™) e s e gy s o 8 | +—NTRPC3-HA

Abb. 6.10 Homo- und Heter o-Co-l mmunprézipitationen von mTRP1b-FLAG und Mutanten mit mTRP1b-c-myc
und hTRPC3-HA

In QOS-M6-Zellen wurden mTRP1b-FLAG und Mutanten und mTRP1b-c-myc oder hTRPC3-HA co-
exprimiert. Die FLAGProteine wurden mittels des mAk MZ2-anti-FLAG préazipitiert (IP) und im
Immunblot (WB) auf Co-Prézipitation von mTRP1b-c-myc mit dem mAk 9E10 (A) bzw. auf hTRPC3-HA
mit 3F10 (B) und einem peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der ECL detektiert.

Um den Einflufl3 von Disulfidbriicken auf die Assoziation der homomeren TRP-Kande zu untersuchen,
wurden die Immunprézipitate nicht reduzierend in einer SDS-PAGE aufgetrennt und nach Western Blot
auf eine PYDF-Membran mit den Epitop-spezifischen mAKk detektiert (Abb. 6.11). Dabel zeigte sich
bel dlen spezifischen Immunprézipitationen, dald im Immunblot neben den Antikorpern ba ca 160 bis
180 kDa nur ein hochmolekularer Komplex nicht zuzuordnenden Molekulargewichts detektiert wird.
Sowohl nach der Immunprézipitation von mTRP1b as auch mTRP2 sowie hTRPC3 sind, unabhédngig
ob mit FLAG-, c-myc- oder HA-Epitop versehen, nur diese Komplexe rechweisbar. Entsprechende
Vektorkontrollen zeigen diese Bande nicht. Nach der Préazipitation der mTRP1b-Mutanten Gber das
FLAG-Epitop ig in dlen Fdlen ebenfdls nur diese Bande detektierbar. Einzige Ausnahme bildet die
Dpp-Mutante, bei der zusétzlich noch das Monomer bel ca. 76 kDa nachweisbar ist (Abb. 6.11 (A)).
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Abb.6.11 Immunblot nach ener nicht reduzierenden SDS-PAGE der Immunprazipi tationen von mTRP1b-

FLAG und Mutanten, nTRP2-FLAG sowie hTRPC3-HA

COS-M6-Zellen wurden transient mit den cDNAstransfiziert (DEAEDextran) und die Proteine nach 2 d
mit den angegebenen mAK immunprazipitiert. Die Proben wurden nicht reduziert in einem 5Sproz. (A)
bzw. einem 7,5proz. B und C) SDS-PAA-Gel aufgetrennt. Im Immunblot wurde mit den gleichen Ak
und einem geeigneten Sekundar-Ak in der ECL detektiert. Die Pfeile zeigen die spezifisch detektierten
Banden (M Monomer der Dpp-Mutante, K hochmolekularer Komplex).

Nach nicht reduzierender Aufarbeitung homomerer mTRP1b- oder hTRPC3-Co-Immunprézipitate

bzw. heteromerer mTRP1b- und hTRPC3-Co-Immunprézipitate i im Immunblot eine Co-

Immunprézipitation in dlen Falen eindeutig nachweisbar. Mit den verschiedenen epitopspezifischen

mAK lassen sch die hochmolekularen Komplexe aus beiden Prazipitationsrichtungen detektieren (Abb.

6.12).

Abb. 6.12

Nicht reduzierende SDS-PAGE der Co-lmmunprézipitationen von mTRP1b-c-myc mit mTRP1b-
FLAG oder hTRPC3-HA (nachste Seite)

COSM6-Zellen wurden mit den cDNASs in den angegebenen Kombinationen transient transfiziert
(DEAEDextran) und die Proteine nach 2 d mit den angegebenen mAKk immunprazipitiert (IP) und nach
Auftrennung in einem 7,5proz. SDS-PAGE im Immunblot mit den angegebenen Ak (WB) und einem
geeigneten Sekundar-Ak in der ECL detektiert. (A) und (B) Co-Ilmmunprézipitation von mTRP1b-FLAG
und MTRP1b-c-myc, (C) und (D) Co-Immunprézipitation von hTRPC3-HA und hTRPC3-c-myc, (E) Co-
Immunprézipitation von hTRPC3-HA und mTRP1b-c-myc. Die Pfeile zeigen die neben den Ak
spezifisch detektierten Banden.
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Dieses Ergebnis des hochmolekularen Komplexes lésst zwe Schllisse zu:

1. Die prézipitierten Proteine snd tber Disulfidbriicken miteinander verbriickt, unabhéngig davon,
ob es sch um Homooligomere handdlt oder unbekannte Proteine mit den TRP-1soformen
verbunden sind. Die Dpp-Mutante nimmt dabel eéne Sonderstdlung ein, da die enzigen dre
extrazdluldren Cydene, die zwischen der 5. Transmembrandoméne und der Porenschleife
liegen, hier deletiert Sind.

2. Be dem Losen der Immunkomplexe von der festen Sepharose-Matrix durch Erhitzen auf 95 °C
agoregieren die viden Transmembranregionen so schndl miteinander, dass eine SDS-
Denaturierung diese Aggregate nicht wieder aufzulésen vermag.

Um die zweite Moglichkeit, die der hitzeaggregierten Transmembranregionen, ausauschlief3en, wurden
die Immunprézipitate von mTRP1b-FLAG und Mutanten mit 8 M Harnstoff fir 3 h bel 40 °C von der
Sepharose gddst und auf en ebenfdls 8 M Harngtoff enthdtendes SDS-PAA-Gd aufgetragen (Abb.
6.13). Die Verwendung von 8 M Harngtoff fuhrt hierbel zu so stark denaturierenden Bedingungen, dass
eine Aggregation auszuschlief3en ist (Creighton, 1979; Gentile et ., 1997).

Der Vergleich von reduzierten zu nicht reduzierten Proben bestétigt die obigen Ergebnisse, die durch
normae Laemmli-Aufarbeitung der Immunprézipitate erhdten wurden. Unter nicht reduzierenden aber
extrem sak denaturierenden Bedingungen jedoch ohne Aufkochen der Proben wird be dlen
Prézipitaten der hochmolekulare Komplex im Immunblot mit den mAk detektiert (Abb. 6.13 (B)). Im
reduzierten Zustand werden die Monomere der TRP-Proteine erhdten, wobe sich eine andere
Molmasse von mTRP1b und dessen Mutanten ds im normaen SDS-PAA-Gd ergibt: fir mTRP1b-
FLAG ~90 kDa, fur mTRPlbDank-FLAG ~70 kDa, fur mTRPlbDcc-FLAG ~76 kDa fur
MTRP1b DEWKFAR-FLAG ~80 kDa, fur mTRP1bDdys-FLAG ~73 kDa; fir mTRP1b Dpp-FLAG
bleibt die Molmasse bei ~76 kDa (Abb. 6.13 (A)). Eine normae Laemmli-Aufarbeitung ohne
Harngtoff scheint demnach eine Aggregation der 5. bis 6. Transmembrandoméne nicht aufzulésen,
wodurch das Laufverhadten beeinfluf® und eine geringere M olmasse vorgetauscht wird.
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Die Frage der Zusammensatzung des hochmolekularen Komplexes von mTRP1b ist entscheidend fir
die Aufklarung der Kandstruktur. Zur Lésung wurden verschiedene Experimente durchgefthrt, um den
Komplex nach der Auftrennung im SDS-PAGE nachtréglich zu reduzieren. Nach der Isolierung des
hochmolekularen Komplexes aus dem Gel, konnte jedoch mit keiner der folgenden Methoden dieser
Komplex erfolgreich reduziert werden:
Reduktion im Gd (mit Glycerin gegen die Diffusion) in:
a) 2x Laemmli bel RT fir 2h
b) 2x Laemmli bei 37 °C a/n
¢) Harngtoff mit DTT ba RT fur 20 min.
Elektrodution in zwe verschiedenen Puffersysemen mit anschlief3ender Trocknung und
Aufnahmein 2x Laemmli (b-Mercaptoethanol und DTT)
Ausschneiden der Gelbanden und Trocknen unter Vakuum, kurzes Aquilibrieren des Puffers
und Reduktion in 2x Laemmli
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Abb.6.13 Immunblot eines8 M Harnstoff-SDS-PAA-Gels mit mTRP1b-FLAG und Mutanten

COS-M6-Zéellen wurden mit den cDNAs fur mTRP1b-FLAG und Mutanten transient transfiziert und die
Proteine mit dem mAk M2 prézipitiert. Die Prazipitate wurden reduzierend (A) und nicht reduzierend (B)
mit 8 M Harnstoff bei 40 °C fur 3 h von der Prazipitationsmatrix gelést und in einem 8 M Harnstoff
enthaltenden 7,5proz. SDS-PAA-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach dem Western Blot wurde mit
dem mAk M2 anti-FLAG und einem Ziege-anti-M aus peroxidasemarkierten Ak in der ECL detektiert.
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Das anschliel¥ende Auftragen der Proben auf en SDS-PAA-Gd und Western Blot-Andyse, Detektion
mit dem mAk M2 anti-FLAG, fuhrte nur zum Nachweis des Monomers der Dpp-Mutante sowie zur
erneuten Detektion der hochmolekularen Komplexe, inklusve der Dpp-Mutante (beispiehaft ist das
Ergebnis einer Elektroglution mit normalem Elektrophoresepuffer in Abb. 6.14 gezaqt).

Dal3 dieser Komplex TRP-Proteine enthdt ist somit zumindest fir die Dpp- M utante nachgewiesen und
solite auf die anderen Proteine Ubertragbar sein. Eine nachtrégliche Reduktion im Ge oder nach
Extraktion ist aber nicht moglich.
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Abb.6.14 Immunblot nach einer SDS-PAGE unter (A) nicht reduzierenden und (B) reduzierenden
Bedingungen

Die hochmolekularen Komplexe von mTRP1b-FLAG und den Deletionsmutanten wurden aus dem Gel
(A) ausgeschnitten, die Proteine elektrogluiert, mit Laemmli (mit b-Mercaptoehtanol und DTT) in
L6sung reduziert und erneut einer SDS-PAGE unterworfen. Nach dem Western Blot wurde mit M2 und

einem peroxidasemarkierten Ziege-anti-M aus Ak in der ECL detektiert (B).

Die Reduktion von Immunprézipitaten von mTRP1b-FLAG und Mutanten unter suboptimaden
Bedingungen zeigte im Immunblot mehrere Banden, die mit zwe verschiedenen Antikorpern
detektierbar waren (Abb. 6.15). Im Gegensatz zu der leeren Spur der Vektorkontrolle wurden bel
MTRP1b-FLAG und Mutanten Dimere, Tetramere und wohl auch Hexamere erkannt. Einzige
Ausnahme stdlt die App-Mutante dar, bei der nur das Dimer detektierbar war. Das ist in der Hindcht
interessant, da bel diesr Mutante die einzigen drei extrazdlul&en Cyseine deetiert snd. Eine
Vernetzung Uber Disulfidbriicken in einer extrazdluldren Region ist somit nicht mehr maglich.
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Abb. 6.15

6.3.2.3

Immunblot nach ener SDS-PAGE unter suboptimalen Reduktionsbedingungen der
Immunpr azipitationen von mTRP1b-FLAG und Mutanten

COS-M6-Zéellen wurden mit den cDNAs fur mTRP1b-FLAG und Mutanten transient transfiziert und die
Proteine mit dem mAk M2 prézipitiert. Die Immunprézipitate von mTRP1b-FLAG und Mutanten wurden
mit 100 mM DTT versetzt und fir 10 min auf 95 °C erhitzt. Nach elektrophoretischer Auftrennung in
einem 5proz. SDS-PAA-Gel wurde im Immunblot mit dem pAk Zymed-anti-Octa-Peptid (anti-FLAG) und
einem peroxidasemarkierten Ziege-anti-Kaninchen Ak in der ECL detektiert (eine zweite Inkubation mit

dem mAk M2 anti-FLAG zeigt ein identisches Ergebnis).

Interaktionen von mTRP1b, mTRP2 und hTRPC 3 mit LAT

Wiein Kap. 6.3.2.1 beschrieben, wurde LAT as Kontrollprotein in der Immunfluoreszenzmikroskopie

eingesetzt, wobel eine Co-Lokaiserung mit hTRPC3 in der Plasmamembran beobachtet wurde. Die

Frage der in vivo-Interaktion sollte nun duch Co-Immunprézipitationen geklért werden. Dazu wurden

MTRP1b und mMTRP2 ds FLAG- und hTRPC3 as HA-Epitop-Proteine eingesetzt, LAT war G

termind mit enem ¢ myc-Epitop fusoniert. Wie in Abb. 6.16 gezeigt, co-préazipitiert LAT mit dlendre

TRP-1soformen (Abb. 6.16 (A)) und aufgrund des hohen Expressondevels in den COS-M6-Zdlen

(Abb. 6.6) und der extrem guten Prézipitierbarkeit von LAT lassen sich umgekehrt auch dle drel TRP-

Proteine co-prézipitieren (Abb. 6.16 (B)).
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Abb.6.16 Co-Prézipitation von LAT-c-myc mit mTRP1b- und mTRP2-FLAG sowie mit hTRPC3-HA

LAT-c-myc und die TRP-Isoformen wurden in verschiedenen Kombinationen mit entsprechenden
Kontrollen transient in COS-M6-Zellen exprimiert, mittels der angegebenen mAk (IP) prézipitiert und
den entsprechenden Ak im Immunblot (WB) mit Hilfe der peroxidasemarkierten Sekundéar-Ak Ziege-
anti-Maus bzw. Ziege-anti-Ratte detektiert. @A) Co-Prézipitation von LAT Uber TRP1-3, (B) Co-
Prézipitation von TRP1-3 Uber LAT, ) Immunprézipitaion von LAT zur Expressionskontrolle, D)

Immunprézipitaion der TRP-Proteine zur Expressionskontrolle.

Die Kontrollreinkubation zeigt die Detektion der prézipitierten Proteine nach Hybridiserung mit den
Prézipitations-Ak (Abb. 6.16 (C) und (D)). Damit ig en mogliches Adapterprotein, LAT, das
urspringlich as T-Zdl-spezifisch gdt, jedoch inzwischen in ener Anzahl anderer Zdlen nachgewiesen
wurde, identifiziert.
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6.3.24 Interaktionen von TRP1 mit Caveolin

Die publiziete Asozigtion mit Cavedlinrl in HSG-Zdlen und die magliche vorhergesagte
Interaktionssequenz EWKFAR (Lockwich et al., 2000, sehe auch Einlatung Kap. 1) konnte im
Rahmen dieser Arbeit fir HEK293- Zdlen nicht bestétigt werden. Es konnte zwar endogen exprimiertes
Caveolin immunprézipitiet und auch im Immunblot detektiert werden, eine Co-Prazipitation mit
MTRP1b war jedoch aus keiner Richtung nachwei shar (Abb. 6.17).

(A) (B)
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Abb.6.17 Versuch der Co-Prézipitation von in HEK 293 endogen exprimiertem Caveolin mit mTRP1b-FLAG

MTRP1b-FLAG wurden transient in HEK293-Zellen exprimiert. Caveolin (Cav) wurde mit dem pAk
Kaninchen anti-Cav prézipitiert und im Immunblot mit einem peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der
ECL detektiert, mTRP1b-FLAG mit dem mAk M2 Maus-anti-FLAG, in der jeweils flinften Spur wurde al's
Positivkontrolle Caveolin aufgetragen. (A) Detektion auf Caveolin, (B) Detektion auf mTRP1b-FLAG.

6.3.25 Interaktion von mTRP1b mit Aktin

Sowohl Ankyrin-dhnliche ds auch Dysrophin-dhnliche Doménen sind daftir bekannt, Proteine ans
Cytoskdlett zu verankern (dehe auch Einletung Kap. 1). Durch Co-Prézipitation von Aktin mit
MTRP1b-FLAG und Mutanten konnte im Rahmen dieser Arbeit erssmals gezeigt werden, dal3 erstens
MTRP1b mit dem Aktincytoskelett direkt oder indirekt assoziiert ist und zweitens nicht eine einzelne
Doméane flr die direkte Interaktion verantwortlich ist (Abb. 6.18). Es |&% dch jedoch nicht
ausschlief3en, dal? assoziiertes endogen exprimiertes TRP oder andere TRP-assoziierte Proteine mit den
Deetionsmutanten, die eventudl keine direkte Cytoskelett-Assozigion mehr ausbilden konnen,
wechsgwirken und so eine Verbriickung zu Aktin hergellen.
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Abb.6.18 Co-Prazipitation von Aktin mit mTRP1b-FLAG und Mutanten aus COS-M6-Zellen

MTRP1b-FLAG und Mutanten wurden transient in COS-M 6-Zellen exprimiert und mittels des mAk M2
anti-FLAG préazipitiert. Aktin wurde im nicht reduzierten Immunblot mit dem mAk 10A5 detektiert und in

der ECL mittels eines peroxidasemarkierten Sekundar-Ak sichtbar gemacht.

6.4 Calciumioneneinstrom in stabil mTRP1b und -Mutanten exprimierenden HEK 293-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses der einzelnen Doménen von mTRP1b auf den Cat*-Einstrom ber die
Plasmamembran wurden die entsprechenden cDNAS in plRES2-EGFP kloniert und stabil in HEK293-
Zdlen trandiziert. Durch die Verwendung des bicistronisch fir EGFP codierenden Vektors konnten
positive Klone schnell anhand der Expresson des EGF-Proteins erkannt und fir die Auswertung der
[Caf*]-Messungen herangezogen werden. Das Zdlsystem wurde gewéhlt, da sich HEK 293-Zdlen gut
Uber den endogenen muscarinischen Acetylcholinrezeptor stimulieren lassen, wodurch ein PLC-
Signaweg im Cytosol angeschaltet wird, der zur Entleerung intrazellulérer Cat*-Speicher und Offnung

von C&*-Kanden in der Plasmamembran fiihrt.

6.4.1 Proteinexpressonin HEK293-Zdlen

In den stabil MTRP1b oder Deletionsmutanten exprimierenden HEK 293-Klonen konnten sowohl durch
Immunprézipitationen as auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie die Proteine nachgewiesen werden.
Letzteres bedtédigte be dlen Klonen die Plasmamembranlokdiserung sowie den Erhdt der
cytoplasmatischen Lokaiserung des G Terminus der entsprechenden Mutante (Abb. 6.19), wie dies
auchin Kap. 6.3.2.1 ba trangenter Expresson in COS-M6- und HEK293-Zdlen gezeigt wurde.
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Die gabil in HEK293-Zdlen exprimierten TRP-Proteine konnten mit Hilfe des polyklonaden anti-
FLAG-Antikorpers OctA immunprazipitiert und mit dem anti- TRP1- CT-FP-Antiserum bzw. dem mAk
M2 anti-FLAG im Immunblot detektiert werden. Auch hier zeigte Sch, wie ba COS-M6-Zdlen, eine

scheinbar geringere Molmasse a's berechnet.

A B C
D E F

Abb. 6.19 Immunfluor eszenzmikr oskopische Aufnahmen zur Plasmamembranlokalisierung von mTRP1b und

Mutanten in stabil transfizierten HEK 293-Zellen

Die stabilen HEK293-Klone wurden nach PFA -Fixierung mit Saponin permeabilisiert und mit dem pAk
Ziegen-Ak OctA anti-FLAG inkubiert, der mit einem Cy3markierten Esel-anti-Ziege Sekundar-Ak
sichtbar gemacht wurde.

(A) Vektor-, (B) mTRP1b-, (C) mTRP1bDank-, (D) mTRP1bDcc-, (E) mTRP1bDpp-, (F)
MTRP1bDEWKFAR-, (G) mTRP1bDdys-exprimierende Zellen.
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Abb. 6.20 Immunpr &zipitationen von mTRP1b und Mutanten aus stabil transfizierten HEK 293-Zellen

Nach Immunprézipitation mit dem polyklonalen Ziegenantikdrper OctA anti-FLAG und 10proz. SDS-
PAGE wurden die Proteine auf eine PV DF-Membran transferiert und einer gereinigten |gG-Fraktion des

anti-CT-FP-Antiserums sowi e eines peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in der ECL detektiert.

6.4.2 [Ca’*]-Messungen an stabil mTRP1b- oder Mutanten exprimierenden HEK 293-Zdlen

Um den EinfuR? der einzelnen Doménen von mTRP1b auf den Ca*-Einstrom zu untersuchen, wurden
wt-mTRP1b sowie die Ddetionsmutanten stabil in HEK293-Zdlen exprimiert. Uber den endogen
exprimierten muscarinischen Acetylcholinrezeptor lassen dch diese Zdlen mit Carbachol (CCh)
dimulieren, was zu einer erhdhten cytosolischen [Caf*] fiihrt. Dieses Ca*-Signdl setzt sich aus der
Entleerung intrazellulérer Speicher, wie dem ER, und dem Einstrom von extrazeluldrem Ca* tber die
Plasmamembran zusammen. Um dieses biphasische Caf*-Signa aufzutrennen und beide K omponenten
getrennt voneinander zu beobachten, werden die Zdlen zunéchst in Abwesenheit von extrazelulérem
ca’* dimuliert. Nach dem Abklingen des Primérsignals auf den Basdwert, wird die EGTA-hdltige
extrazellulére Losung (ECS) auf 1,8 mM CaCl, eingedtelt.

Die am ,, Cacium-Imaging’* - System durchgefiihrten Einzelzdl-[Ca?*]-Messungert an Fura-2-beladenen
HEK 293-Klonen zeigen deutlich das aufgetrennte biphesische Ca2*-Signa (Abb. 6.22). Das erhatene
Primérsgnd, die Entleerung intrazellulérer Speicher, liegt bel alen Messungen in eénem Bereich von 500
bis 800 nM. Die Expresson von mTRP1b und Mutanten fihrt demnach zu kener sgnifikanten
Anderung dieses Signals.

Das Sekundérsignal, Einstrom von C&* (iber die Plasmamembran, bei mTRP1b -exprimierenden Zellen
deigt auf 399 nM (Abb. 6.22 B und Abb. 6.21), signifikant Gber dem Kontrollwert von 300 nM (Abb.
6.22 A und Abb. 6.21). Die Mutantenklone zeigen keine sgnifikante Erhéhung des Eingromsignas

® Die[Ca?"]-Messungen wurden in enger Zusammenarbeit gemeinsam mit M. Engelke und Dr. P. Budde durchgefihrt.
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gegentiber den Kontrollzdlen (Abb. 6.22 C bis G und Abb. 6.21) aber eine sgnifikante Erniedrigung
gegentiber mMTRP1b-Zdlen. Ein Problemfdl stellen die Mel¥daten von mTRP1b-DEWKFAR dar, die
weder dgnifikant Uber den Kontroll- noch ggnifikant unter den mTRP1b - Mel¥daten liegen (Abb. 6.22
F und Abb. 6.21).

(A) (B)
450 Klon [Caz+]max + SE.
; T* Vektor 300,0 40,0
4001 mTRP1b 398,8* 26,3
S w0 I mTRPLbDank 2900 371
= s ]' T mMTRP1bDcc 287,1 539
8 300+¢ MTRP1bDpp 2822 309
os0 £ [ MTRP1IbDEWKFAR  326,0 48,0
S G I I A - I - N - B mTRP1bDdys 311,3 31,3
200 c = = c c e =
& $ & O R & P
é(& N é& Q@d/ @
é\Q.
Abb.6.21 M odulation des Ca**-Einstroms liber die Plasmamembran
Vektor, mTRP1b-FLAG und Mutanten exprimierende HEK 293 Zellen wurden mit 200 pM CCh in Ca?*-
freler ECS stimuliert. Durch Erhthung der extrazelluldren [Ca®'] auf 1,8 mM wurde der Ca*-Einstrom
ermoglicht. Die maximale cytosolische [Ca?'|ma (+ S.E.) des Sekundérsignals ist tiber eine Zeitspanne
von 60 sec gemittelt. (A) graphische (B) tabellarische Darstellung. n = Anzahl der Experimente mit je
mindestens 15 bis 20 Zellen pro Experiment, * signifikant verschieden zur V ektorkontrolle (p < 0,05).
Abb. 6.22 Einzelzell-[Ca®]-Messungen an stabil mTRP1b oder Mutanten exprimierenden HEK293-Zellen

(folgende Seite)

Die Anderungen der cytosolischen [Ca?'];

mMTRP1b (B), mTRPlbDank (C), mTRPlbDcc (D), mTRP1bDpp (E), mTRP1bDEWKFAR (F),
MTRP1bDdys (G) als FLAGProteine stabil exprimi eren. Als Kontrolle dienten vektortransfizierte Zellen

wurde an Fura-2 beladenen HEK293-Zellen gemessen, die

(A). Jede Kurve stellt einen reprasentativen Mittelwert aus mindestens sieben unabhangigen
Messungen mit mindestens je 15 gemessenen Zellen dar (siehe auch Abb. 6.21). Die Zellen wurden in
Ca’*freier Lésung, 0,5 mM EGTA-enthaltend (schwarzer Balken), gemessen und nach 30 sec mit
200 uM CCh stimuliert (grauer Balken). Der Ca?*-Einstrom wurde durch Zugabe von extrazellularem Ca®*

zu einer Endkonzentration von 1,8 mM ermdglicht (weilRer Balken). n = Anzahl der Experimente.
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Um auszuschlief?en, dal3 die mTRPlb-enthdtenden Kande Uber das Plasmamembranpotentia
gesteuert werden, wurden Messungen in eined ECS (150 mM KClI und 5 mM NaCl)
durchgefiihrt, bei denen das Membranpotentia depolarisert war. In Abb. 6.23 (A) und B) snd
Einzdzdlmessungen von vektor- und mirplb-trandizieten Zdlen gezeigt. In (C) snd die
[Ca*|max (+ SE.) des Sekundarsignas dargestellt. Auch hier ist ein deutlicher Anstieg des Caf*-
Eingrom bel Expresson von mTRPlb zu verzechnen. Der Mittdwert seigt in stabil mTRP1b-
exprimierenden  Zdlen von 160nM auf 340nM. Diese Werte liegen vor dlem fir die
Kontrollzellen deulich unter den oben beschriebenen Messungen. Endogene Ca*-Kande
scheinen in HEK293-Zdlen zumindest zum Tel vom Membranpotenia beanflu® zu werden.
Eine Abhéngigkeit des mTRP1b -enthaltenden Kanals vom Potentid liegt jedoch nicht vor.
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Abb. 6.23 Einzelzell-[Ca”]-Messungen und Modulation des Ca“*-Einstroms (iber die Plasmamembran

nach Depolarisierung des Membranpotentials

Vektor- und mtrplb-transfizierte HEK293-Zellen wurden mit 200 pM CCh in Ca**-fréier ECS
Losung (150 mM KCl und 5 mM NaCl zum Depolarisieren des Plasmamembranpotentials) stimuliert.
Durch Erhéhung der extrazelluldren [Ca®*] auf 1,8 mM wurde der Ca®*-Einstrom erméglicht. Die
maximale cytosolische [Ca?"|max (£ S.E.) des Sekundarsignals ist tiber eine Zeitspanne von 60 sec
gemittelt. (A) Vektortransfizierte Zellen, B) mMTRP1b-FLAGexprimierende Zellen, () graphische
Darstellung der Mittelwerte des Ca?*-Einstroms, (D) tabellarische Darstellung. n = Anzahl der
Experimente mit je mindestens 15 bis 20 Zellen pro Experiment, * signifikant verschieden zur

Vektorkontrolle (p < 0,05)
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6.5 Expresson von mTRP1b in [1AL1.6-Zellen

Mégliche Kandidaten firr die auf molekularer Ebene bisher nicht charakteriserten Ca#*-Kanéde in B-
Zdlen konnten die TRP-Proteine sain. Bisher konnten in verschiedenen Zdlinien diverse TRP-
Isoformen identifiziert werden, so z. B. fur 11A1.6 mTRPL, 2 und 3 (Engelke, 2001; sehe auch
Einleitung Kap. 1). Um ene mdgliche Beteligung von mTRP1b an dem BCR-gesteuerten Caf*-
Einstrom zu untersuchen wurde dieses Protein, sowie die App-Mutante as Kontrollg, in 11A1.6-Zdlen
exprimiet. Dabel ewies sch die stabile Uberexpresson von mTRPlb in diessr Zdlinie ds
problematisch. Die Sdlektion nach Elektroporation der Zellen mit lineariserter DNA fihrte im Fal von
MTRP1b-FLAG, kloniert in den Expressionsvektor pBEHpACIS8, erst beim dritten Versuch zu dre

Klonen, die nicht nur in der RT-PCR sondern auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie pogtiv waren
(Abb. 6.24 (B) bis(D)).

Die Ca?*-Fux-Anadyse am DurchfluRzytometer nach Simulation der Zdlen durch Quervernetzung der
B-ZdI-Rezeptoren mittels F(ab'),-Fragmenten von Kaninchen-anti-Maus 1gG (Budde et a., 1994)

zeigt bl den mTRP1b-exprimierenden Zdlen eine Uber einen l&ngeren Zeitraum hohere cytosolische
[Ca&*] im Vergleich zu den den Vektorkontrollzdlen. Bei Zdlen, die die App-Mutante stabil
exprimieren, ist diese hthere cytosolische [Ca?*] nicht zu beobachten (Abb. 6.24 (A)). Die Expression
des mTRP1b in voller Lange war im Gegensatz zu der der Dpp-Mutante jedoch nicht stabil. Nach
mehreren Passagen der Klone konnte das Protein weder in der Immunfluoreszenzmikroskopie noch im
Immunblot nachgewiesen werden. Auch der langeranhaltende hohere Caf*-Eingrom war nicht mehr
mefar. Im Gegensatz zu den Dpp-Klonen scheint eine stabile Expresson von mTRP1b in den 11A1.6-
Zdlen nicht méglich zu sain.
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Abb. 6.24 [Ca®],e-Messungen und immunfluor eszenzmikroskopische Aufnahmen an mTRP1b- und App-

exprimierenden [1A1.6-Z€llen

(A) Die Anderung der cytosolischen [Ca®'], wurde an Fluo-3/Snarf-1-beladenen Zellen am FACS
gemessen. Die Zellen wurden in 05 mM EGTA-hatiger Lésung mit dem F(ab’),-Fragment von
K aninchen-anti-Maus 1gG stimuliert und nach dem Abklingen des Primérsignals die extrazellul&re [Ca®*]
auf 1,8 mM eingestellt. Es wurden vektortransfizierte, mTRP1b-FLAG und mTRP1bDpp-FLAG
exprimierende Zellen gemessen und entsprechende immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit

dem pAk OctA anti-FLAG durchgefuhrt ((B) Vektor, (C) mTRP1b, (D) mTRP1bDpp).
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7 Diskussion

B-Zdlen ezeugen nach Rezeptorsimulation ein biphasisches cytosolisches Ca&2*-Signa. Nach
Aktivierung der Tyrodnkinase-gekoppelten B-Zdlrezeptoren (BCR) wird ua en PLC-g
abhangiger Signdweg engdetet, woraufhin auch 1P; generiert wird. Dieses bindet an 1Ps-
Rezeptoren im ER und 16st so die Freisstzung von C&* aus den intrazeluléren Speichern aus.
Nach diessm Primasignd werden die auf molekularer Ebene bisher noch unbekannten C&*-
Kande in der Plasmamembran gedffnet, durch die C&* aus dem Extrazdlularaum in die Zdle
ensromt. Dieses fiihrt zu enem langer anhatenden erhthten Caf*-Spiegel im Cytosol der Zdle,
der ds en Sgnd zur Einletung der spezifischen Gentranskription dient (Berridge, 1993). Die
Entleerung der intrazdluldren Speicher mit  Thapsgargin  fihrt ebenso wie die BCR-
Quervernetizung mit Antikbrpern zu der Aktivierung dieser Kande. Mdagliche Kandidaten far
diese speicheregulieten Kande konnten deshdb aus der neuen Proteinfamilie der TRP-
Isoformen sammen. Bisher snd verschiedene Isoformen bekannt, die je nach molekularer
Struktur  unterschiedliche Ca?*-Sendtivitéten und Steuerungsmechanismen aufweisen. Fir dnige
TRP-1soformen, wie TRP1, 4 und 5, gibt es Hinwese auf eine Specheregulierung, andere
scheinen von der cytosolischen [Ca'] oder dem Ca’*-Spiegd im ER unebhangig zu sein (Sehe
Enlatung Kap. 1). In B-Zdlinien werden verschiedene diesr TRP-lsoformen exprimiert, von
denen das TRP1 ubiquitér i (Engelke, 2001). Die bisherigen Daten weisen darauf hin, dal3
TRP1 en spechergesteuerter nicht sdektiver Kationenkand ist (Zitt et d., 1996; Tomita et d.,
1998, Wu et d., 2000). Die dafir verantwortlichen proteinbiochemischen Eigenschaften sind
jedoch unklar. In Andogie zu den spannungsabhangigen Kanden wird ene Homo- oder
Heterotetrameriserung  von  TRP-Proteinen  zur  Bildung enes  funktiondlen  Kands
angenommen. Die einzigen Hinwese dafir liefern Studien Uber dTRP und dTRPL, von denen
gezeigt wurde, dald se sowohl Uber den cytosolischen N-Teminus ds auch Uber die
Transmembrandoménen miteinander wechsdwirken. Eine Co-Expresson diesr beiden TRP-
Isoformen fuhrt zu verdanderten Kandegenschaften gegenlber der Expresson der Einzd-TRP-
Proteine (Gillo et a., 1996; Xu et d., 1997). Ebenso wurde fir hTRP1 und hTRP3 ene
Interaktion festgestdlt (Xu et d., 1997) und auch deren Co-Expression é@nderte die mef3baren
Kandeigenschaften deutlich (Lintschinger et d., 2000). Durch Deletion des cytosolischen C-
Terminus von hTRP1 konnte ein hoherer Ca*-Einstrom gemessen werden ds beim kompletten
hTRP1; dies weis auf enen regulatorischen Einflul des C-Terminus auf die Kandaktivitét hin
(Singh et d., 2000).

Aus der Aminosduresequenz von TRP1  werden fir die Domanendruktur  sechs
Transmembransegmente  abgeleitet, wobe zwischen dem flinften und sechden Segment die
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potentielle Porenschleife liegt. Im cytosolischen N-Terminus exisieren dre Ankyrin-dnliche
Wiederholungen sowie ene Coailed-Coil Struktur. Am Ende des cytosolischen C-Terminus liegt
ene Dydrophin-dhnliche Domédne (Wes et d., 1995). Die Eigenschaften diessr Doménen von
MTRPL oder anderer TRP-Isoformen sind bisher noch nicht néher charakterisert worden.

Im Rahmen diesr Arbet wurde die Untereinhetenstruktur des Kandproteins mTRP1b néher
charakterisert. Die Frage nach der Bildung von Homo- oder Heterooligomeren wurde geklart
und der Einfluld der einzenen Doménen auf die Assoziation ist untersucht worden. Es wurden
edmas Dddionsmutanten von mTRP1b engesetzt, um die Interaktionsdomédnen néher zu
lokdiseren und deren Einflul auf die Kandeigenschaften experimentdl zu untersuchen. Die
postulierten Doménen (Wes e d., 1995), die drei Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen, die
Coiled-Coil Doméne im cytosolischen N-Terminus, die hoch konserviete EWKFAR-Sequenz
und die Dysrophin-ghnliche Doméne im cytosolischen C-Terminus, wurden mit Hilfe der PCR
deetiert'. Zusitzlich wurde die posulierte Porenregion, enschlieflich der finften und sechsten
Transmembransegmente, deletiert (Abb. 6.1).

7.1 Expresson und Plasmamembranlokaliserung von mTRP1b und Mutanten, mTRP2
sowie hTRPC3 in COS-M 6- und HEK293-Z ellen

Die wichtigge Vorraussstzung fur die Aussagekraft der Interaktions- und Funktionsstudien it
die Lokdiserung der Deetionsmutanten von mTRP1b in der Plasmamembran und die richtige
Orientierung  der terminden Regionen in  den vewendeten Zdlsystemen. Fur die
Interaktionsstudien wurden COS-M6-, fir die Funktionsuntersuchungen HEK293-Zdlen
vewendet. Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in den Abb. 6.6, Abb. 6.7 und
im Anhang 1 bis 3 zeigen, dal3 sowohl mTRP1b und die Mutanten sowie mTRP2 und hTRPC3,
die mit einem e¢myc- oder HA-Epitop am GTerminus versehen waren, in beiden Zdlinien in der
vollen Lange trandent exprimiet werden und in der Plasmamembran lokdisert snd. Die
Co-Lokdistion mit LAT (Linker for Activaiion of T-Cdls) oder hTRPC3 ds
Pasmamembranprotein  snd en weteer Beeg fur die Plasmamembranliokaiserung. Eine
Co-Lokdisation mit dem  cytosolischen  EGF-Proten liegg nicht  vor.  Die
Immunfluoreszenzbilder an nicht permegbiliserten und nicht fixieten Zdlen zeigen die richtige
cytosolische Lokdiserung des C-Terminus dler mTRPlb-Mutanten, einschliefdich der Dpp-
Mutante, in der zwel Transmembransegmente sowie die Porenschleife ddetiet sind. Auch in
dabil mTRP1b und Mutanten exprimierenden HEK?293-Zedlen, die fir die Untersuchung der

! Einige der Deletionsmutanten wurden von M. Engelke im Rahmen seiner Diplomarbeit kloniert: Aank, Acc, Adys
(Engelke, 1999).
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Ca’*-Kandeigenschaften verwendet wurden, werden die mit enem FLAG-Epitop versehenen
Proteine in der Plasmamembran lokdisert. EGFP, das von dem pIRES2-EGFP-Vektor
bicisronisch co-exprimiert wird, diente hier as cytosolisches Markerprotein (Abb. 6.19). Eine
Co-Lokdiserung mit EGFP  konnte  kirzlich  durch  konfokd aufgenommene
Immunfluoreszenzbilder ausgeschlossen werden. Die dabilen Klone exprimieren demzufolge die
MTRP1b-Mutanten entsprechend den trandent trandfizierten Zelen und trangportieren diese in
die Plasmamembran. MTRP1b und die Mutanten snd folglich unabhéngig davon, ob in COS-
M6- oder in HEK293-Zdlen trandent oder stabil exprimiert, in der Plasmamembran lokdisert
und weisen die richtige cytoplasmatische Orientierung der C-terminden Region auf. Dies is eine
entscheidende  Voraussetzung fir die  weteren  Interaktions- und  Funktionsstudien  dieser
Proteine.

Durch die Lokdiserung von TRPL in Lipid-Raft-Doméanen (LRD) (Lockwich et d., 2000), ist es
nicht moglich mTRP1b oder dessen Mutanten reproduzierbar ohne Zerstérung dieser Doménen
Zu immunprézipitieren. Diese LRD gdlen entschedende Membranmikrostrukturen, z. B. in T-
Zdlen, fur die zdlaktivierenden Sgnadkomplexe dar. Nach Stimuletion der Zdlen werden die T-
Zdlrezeptoren in den LRD lokaiset und mit den entscheidenden cytosolischen oder
plasmamembranlokaiserten Sgnd- und Adaptermolekilen, wie z. B. Tyrosnkinasen der Sc-
Familie und LAT, komplexiet und im aktiven Zustand gehdten. Dadurch wird das fir die
vollgdndige Zdlaktivierung ndtige langeranhdtende Sgnd et madglich (Zhang et d., 1998-g
Clements et d., 1999; Gross et a., 1999; Leeuwen und Samelson, 1999; Lin et a., 1999; Pasquet
et d., 1999; Pivniouk und Geha, 2000). LAT ist an zwe cytosolischen Cysteinen (AS 26 und 29)
pamityliert, wodurch es in den LRD lokaisert wird (Zhang et al., 1998-b). Durch Behandliung
der Zdlen mit z. B. Methyl-b-cyclodextrin (MbCD), das das Cholesterol aus den Rafts 64,
werden diese zerstort und die darin lokaiserten Proteine freigesetzt (Klein et a., 1995; Hooper,
1999). Die nach MbCD-Behandlung immunprézipitieten C-termind mit einem FLAG-Epitop
fusonieten MTRP1b-Mutanten zeigen im Immunblot ein nicht der berechneten Molmase
entsprechendes Laufverhdten. Die einzige Ausnahme bildet die Dpp-Mutante, die mit ca. 76 kDa
die erwartete Molmasse aufwelst. Alle anderen Mutanten und das Protein in voller Lénge weisen
ene deutlich reduziete gpparente Molmasse auf (um 10 bis 15%). Eine entsprechende
Beobachtung wurde auch bel hTRP1 und XTRP gemacht (Sinkins et a., 1998; Bobanovieeet d.,
1999). Da die Dpp-Mutante en der berechneten Molmasse entsprechendes Laufverhdten
aufwelds, konnen die Transmembransegmente fir diese Beobachtung verantwortlich gemacht
werden, die in diesr Mutante fehlen. Dad dieses Laufverhdten an ener unvollsgandigen
Denaturierung der  Transmembransegmente liegt, zeigt der Immunblot von mTRP1b-Proteinen,
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die in énem 8 M Handoff-SDS-PAA-Gd dekirophoretisch aufgetrennt wurden. Hier wird ene
deutlich bessere Auftrennung dler Mutanten ereicht (Abb. 6.13). Das Laufverhdten von
MTRP2 und hTRPC3 zeigt nach normder Laemmli-Aufarbeitung die berechnete Molmasse. Die
Transmembransegmente von mTRP1b snd demnach besonders stark miteinander assoziiert und
nur durch extreme Bedingungen vollsdndig zu denaiurieren. Diese Vermutung wird durch die
Tatsache bedtétigt, dal3 der prozentuale hydrophobe Aminosdureantell nur um ca 2 % niedriger
liegt ds bea dlen anderen mTRP1b-Mutanten oder dem mTRP1b in voller Lange (ca 30 %; bel
eénem Veglech de Transmembranssgmente nur 1,6 % niedriger). Die Verdnderung der
Hydrophohizitdt kann demnach nur enen geringen Einflud auf das verdndete Laufverhaten
ausiben.

7.2 Homo- und Heterooligomerisierung von TRP1, 2und 3

Die egen Untersuchungen zur Homo- und Heterooligomeriserung wurden im Rahmen dieser
Arbet mit Hilfe des LexA-Hefe-Two-Hybrid-Sysems durchgefihrt. Die cytosolischen
Doménen von mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3 wurden dazu ds DNA-Bindungsdoménen (BD)
oder Aktivierungsdoménen (AD) Fusonsproteine eingesetzt. Die Vortests zeigen, dal3 dle BD-
Fusionsproteine in den Kern transportiert werden, dort an die LexA-Operatoren binden und die
lacZ-Genexpresson induzieren. Dies is die wichtigde Voraussetzung fir den Two-Hybrid-
Interaktionstest. Der N-Terminus von mTRP1b erwies sich ds autoaktivierend in Bezug auf das
LEU2-Gen. Ein Interaktionstest ist aufgrund des zwelten, nicht autoaktivierten Markers, lacZ,
dennoch mdglich und aussagekréftig. Die Ergebnisse des Assoziationstests zeigen ergmals, dal3
die N-Temini der engesstzten Sauger-TRP-Isoformen, TRP1, 2 und 3, sowohl
homodimeriseren ds auch heterodimeriseren konnen. Eine Interaktion Uber die C-Temini
konnte in keiner Kombination nachgewiesen werden. Durch Déetionen im N-terminden Bereich
von mTRP1b konnte die essentidle Bedeutung der Coiled-Coil Doméne fir diese Interaktionen
gezeigt werden. Die dre  Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen haben auf die Interaktionen im
Two-Hybrid-System keinen Einflud (Tab. 6.2). Die drei verschiedenen Sduger- TRP-lsoformen
konnen folglich ebenso wie dTRP und dTRPL von Drosophila (Xu et a., 1997) uber die N-
Termini mitenander asoziieren. Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Gegensatz dazu jedoch
egmds die fir diese Asoziation verantwortliche Doméne, die Coiled-Coil Region, identifiziert
werden.

Co-Immunprézipitationsstudien  an  trandent trandizieten COS-M6-Zdlen bdegen die
Asoziationdfahigkeit der drei mit verschiedenen Epitopen versehenen TRP-Isoformen. MTRP1b
homomerisert und zwischen mTRP1b und hTRPC3 werden Heteromere ausgebildet. Auch in
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dem fir die [Ca®*]-Messungen verwendeten HEK293-Zdlsystem gibt es Hinweise af dne
Asoziation von hTRP1 und hTRP3 (Xu et d., 1997). Im Rahmen dieser Arbeit wurden
edmdig Hinwese auf ene Homomeiderung von mTRP2 und ene Heeromeriserung mit
hTRPC3 gefunden. Die Fahigkeit von mTRP1b mit mTRP2 zur Heteromeriserung ist schon
gezeigt worden (Schédfer, 2001). Fir hTRPC3 konnte ebenfadls die Homomeriserung ersmas
auf Proteinebene nachgewiesen werden (Abb. 6.9). Durch den Einsatiz der Deetionsmutanten
von MTRP1b in Co-lImmunprézipitationsstudien konnte gezeigt werden, dal3 eine einzene der
postulierten Doméanen von MTRP1b keine essentidle Bedeutung fUr die Homomeriserung von
MTRP1b oder eine Heteromeriserung mit hTRPC3 besitzt. Die Vewendung der mTRPl1b-
Mutanten fuhrte in dlen Fdlen zu Co-Pré&zipitaten mit mTRP1b und hTRPC3 (Abb. 6.10). Eine
enzdne diesr Doménen ig demnach nicht fir eine Gesamtassoziation der TRP-Proteine
verantwortlich. Eine Assoziaion Uber die N-Termini igt jedoch fir eine Interaktion ausreichend,
was nicht nur aus den Daen des Two-Hybrid-Sysems deutlich wird, sondern inzwischen auch
durch Co-Immunprézipitationen bestétigt wurde (Schéfer, 2001). Eine Assoziation der N-
Temini i¢ demnach ausreichend aber nicht essentidl, um ene Multimeriserung von TRP-
Proteinen herbeizufiihren. Diese Resultate ergdnzen sch sehr gut mit den oben genannten Daten,
die Uber dTRP und dTRPL bekannt sind und vollsténdigen diese.

Das im Rahmen dieser Arbet erhdtene Ergebnis, wonach der komplette C-Terminus keine fir
die Asoziaion entscheidende Rolle spidt, wird von den Ca&*-Messungen an HSG-Zdlen
bestétigt, wonach die Expresson ener hTRP1IDCT-Mutante einen hoheren Eingrom zur Folge
hat ds das Protein in voller Lange (Singh et d., 2000). Eine Interaktion Uber den G Terminus zur
Bildung eines funktiondlen Kanals exigtiert demnach auch in vivo nicht.

Durch nicht reduzierende SDS-PAGE und Wedern Blot-Andyse von Co-lmmunprézipitaten
konnte ersmads gezeigt werden, dald en hochmolekularer, wahrscheinlich Uber Disulfidbriicken
vernetizter Komplex exidiert, der be mTRP1b und den Mutanten, sowie auch bei mTRP2 und
hTRPC3 nachweisbar i (Abb. 6.11). Auch in diesen Komplexen konnten Homo- und
Heteromere Uber verschiedene Epitope mit Hilfe spezifischer Antikorper nachgewiesen werden
(Abb. 6.12). Dies ig en deutlicher Hinwes auf die Bedeutung von Disulfidbriicken zur
Aushildung von TRP-Proteinkomplexen.

Eine Reduktion der mTRPlb-Mutantenrimmunprézipitate unter suboptimalen Reduktions-
bedingungen zeigt ein Bandenmugter, das Dimere, Tetramere und evtl. auch Hexamere erkennen
|&%. Nur die Dpp-Mutante zeigt neben dem Monomer ausschliefdich ein Dimer (Abb. 6.15).
Dies i der erge proteinbiochemische Hinwels auf eine Tetra bzw. Hexameriserung von TRP-
Proteinen. Das Ergebnis der Dpp-Mutante ist in dieser Hinscht besonders interessant, da die drei
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extrazdlul&ren Cydeine zwischen der funften Transmembranregion und der Porenschieife liegen
und be diessr Mutante ddetiet Snd. Se snd die enzigen extrazdlul&ren Cystene in mTRP1b
und die essentidle Bedeutung dieser Aminosauren wird dadurch bestéigt. Be mTRP2 und
hTRPC3 liegen im eden Fdl zwe extrazdlul&re Cydene zwischen der dritten und vierten
Transmembranregion und im letzteren ig en extrazdluldes Cysein zwischen der ersen und
zweiten Transmembranregion lokdiset. Eine gezidte Punktmutation diesr Cydene olite
deren Beteligung an der Ausldung funktiondler TRP-Komplexe zeigen. Da? extrazelulére
Cydeine bel der Bildung funktiondler Kande entscheidend beteiligt sind, ist z. B. schon fir die
K*-Kande Kir2.3 und TWIK-1 gezeigt worden. Durch Subgtitution der entsprechenden Cysteine
des Kir2.3-Kands wurde die Kandaktivitét deutlich reduziert, die Assoziation der enzelnen
Untereinheiten wurde dadurch jedoch nicht beeinfluld (Bannister et d., 1999). Dagegen ist ene
dabiliserende Disulfidoricke fur die Untereinheitenassoziation des TWIK-1-Kands sogar
entscheidend (Lesage et d., 1996).

7.3 Adapterproteinevon TRP

Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnehmen von COS-M6-Zdlen zdgen ene Plasma
membran-Co-Lokdigerung von hTRPC3 und LAT (Linker for Activation of T-Cells) (Abb 6.6).
Durch Co-Immunprézipitationen konnte in der vorliegenden Arbeit ersdmas gezeigt werden, dal3
sowohl mTRP1b ds auch mTRP2 und hTRPC3 mit LAT assoziiert Snd (Abb. 6.16). LAT i
urspringlich  ds  plasmamembraniokaisertes, T-Zdl-spezifisches Adapterprotein  charakterisert
worden, das in LRD lokdigert is und fir die Aktivierung von T-Zdlen essentidl i, Es
rekrutiet verschiedene Signdmolekile und ig unter anderem an PLC-g und verschiedene
Tyrosnkinasen asoziiert, die entscheidende Bindeglieder zwischen der Aktivierung der Zdle
und dem C&*-Einstrom Uber die Plasnamembran sind (Zhang et d., 1998-a; Clements et 4.,
1999; Gross et d., 1999; Leeuwen und Samelson, 1999; Lin et a., 1999; Pasquet et a., 1999,
Pivniouk und Geha, 2000). LAT ig in Madzdlen mit Oberflachenmolekilen wie Fc-Rezeptoren
asoziiert (Saitoh et d., 2000) und auch in anderern Zdlen wie NK-Zélen (Zhang et d., 1998-a)
und in enigen B-Zdlinien (Engelke, 2001) nachgewiesen worden. Durch die Assozigion der
TRP-Kandle mit LAT, oder dessen evtl. noch nicht identifizieten Homologen in anderen
Zdlinien oder Geweben, konnte somit en madglicherweise wichtiges Bindeglied fir die Bildung
des essentidlen Aktivierungskomplexes gefunden werden. Die direkte Interaktion der TRP-
Proteine mit LAT, die unter Umsténden erst nach einer Aktivierung der Zele ausgebildet werden
konnte, kahn z. B. am T-Zdlsysem Jurkat gezeigt werden, in denen verschiedene TRP-

Isoformen sowie LAT endogen exprimiert werden.
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Die vermutete Verankerung der TRP-Proteine an das Cytoskelett ist bisher nicht gezeigt worden.
Da sowohl Ankyrin vermittdte ads auch Dydrophin  vermittdte Assozigtionen mit  dem
Cytoskdett bekant snd (sehe Einletung Kap 1), wurde diese sets ads wahrschenlich
angenommen. Im  Rahmen dieser Arbeit war e eagmads moglich, durch Co-
Immunprézipitationen die direkte Asozigtion von mMTRP1b und dessen Ddetionsmutanten mit
Aktin auf Proteinebene im Immunblot zu zegen (Abb 6.18). Ein Einflud ener enzenen
Doméne auf diese Interaktion wurde nicht beobachtet. Daraus ergeben sch mehrere mogliche
Erklarungen: (1) ene Assoziation findet Uber mehrere Doménen von TRP1b datt, (2) die
interagierende Region liegt nicht innerhadb der deetieten Doménen oder (3) Uber endogen
exprimierte TRP-Proteine oder andere Adapterproteine in COS-M6-Zdlen, die wiederum mit
den MTRP1b-Mutanten assoziieren, wird eine Verbriickung zum Aktincytoskelett vermittelt. Da
ene Asoziaion mehrerer TRP-Proteine Uber Disulfidoriicken oder die Transmembransegmente
durch die Deetionen der cytosolischen Domanen nicht beainflu® wird, ist die letzte Annahme,
Verbriickung Uber endogene TRP-Isoformen, die wahrscheinlichste.

Eine direkte Assoziation von Aktin mit lonenkanden ist z. B. fir den CI-Kanal CIC-2 gezegt
worden. Der cytosolische N-Terminus, der das Aktin-Bindungamotiv (Sehe Einletung Kap. 1)
nicht enthdlt, assoziiert in vitro mit Aktin, das in Xenopus Oocyten einen inhibierenden Effekt
auf die Kandfunktion ausibt (Ahmed et da. 2000). Auch fir andere lonenkarde und
-trangporter gibt es Hinweise auf ene essentidle Interaktion mit dem Aktincytoskdlett (Levitan
et a., 1995; Matthews et a., 1997; Kurashimaet a., 1999)

Fir ene Asozigion von mTRP1b und Caveolinnl konnte in HEK293-Zdlen ken
expaimentdler Hinweis gefunden werden, wahrend in HSG-Zdlen diese Interaktion
nachgewiesen wurde (Lockwich et a. 2000). Zwar konnten aus HEK293-Zdlen jewels
MTRP1b und auch Cavedin-1 immunprézipitiert werden, eine Interaktion war aber nicht zu
beobachten (Abb. 6.17). Auch Caveolin-1 ig wie LAT en in LRD-lokdisertes Protein und
eventudl ig in bestimmten Zdlinien eine Stimulation ndtig, damit eine Asozigion zu den TRP-
Proteinen ausgebildet wird.

7.4 Einflu@ der podgulierten funktionedlen Domanen von mTRPlb auf den
Calciumioneneinstrom in stabil transfizierten HEK 293-Zellen

Um die Auswirkung der Deetion ener der podulieten funktiondlen Doménen auf die
Kandaktiviti von mTRP1b zu untersuchen, wurden mTRP1b-FLAG und die
Deetionsmutanten  stabil  in  HEK293-Zellen exprimiert. Die Fura-2-[Ca’*]-Messungen an
MTRP1b-FLAG und Mutanten exprimierenden Einzelzelklonen ergeben fir das Primé&sgnd,
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die Entleerung intrazelul&rer Speicher nach Stimulation des G-Protein-gekoppelten PLC-b-
Signaweges mit Carbachol, keine signifikante Verdnderung des cytosolischen [Ca']-Angtieg
gegentber den Vektorkontrollzellen. Die Entleerung der Speicher wird durch die Expresson von
mTRP1b oder den Mutanten somit nicht beeinfluf. Die [Caf*]-Messungen des Sekundérsignals,
das dem rdativen Eintrom von C&* aus dem Extrazdlularaum iber die Plasmamembran
entspricht, zeigen eindeutig ene signifikante Erhéhung der cytosolischen [C&'] bel den stabil
MTRP1b-exprimierenden HEK293-Zellen gegentiber den Vektorkontrollzellen von ca. 300 nM
auf knapp 400 nM (Abb. 6.21 und 6.22). Um den Einflul3 des Plasmamembranpotentids auf die
Aktivierung von mTRP1b auszuschlief?en, wurden Messungen durchgefiihrt, bel denen dieses
Potentidd durch Anderung der extrazdluldren Natrium- und Kaiumsazkonzentrationen zum
Kollabieren gebracht wurde. Aus den Ergebnissen wird deutlich, dal3 das Potentid einen Einfluf
af endogen exprimiete Ca*-Kande audibt. Die gemittdte cytosolische [C&'] des
Sekundérsgnds liegt dgnifikant unter dem Kontrollwert (160 nM gatt 300 nM), gemessen in
ene physologischen extrazdlul@en Losung (Abb. 6.21 und 6.22). Der Mittdwert des
Sekundérsgnads von stabil mTRP1b-exprimierenden Zdlen liegt um ca 60 nM niedriger ds der
Vergleichswert. Diessr Wert liegt innerhdb der Fehlergrenzen beider Werte und so kann nicht
von ener endeutigen Erniedrigung des Signds ausgegangen werden. Das Kollabieren des
Pasmamembranpotentids fihrt dso zu enem deutlicheren Andieg des Sekundarsgnas bel
MTRP1b-exprimierenden Zellen gegentiber den Kontrollzdllen.

Eine shnliche Beobachtung beziiglich des moderaten Ca’*-Einstroms Uber die Plasmamembran
wurde be trandent hTRP1-exprimierenden COS-M6-Zdlen gemacht. Nach Stimulation des 1Ps-
Signdweges erhbhte sich die cytosolische [C&*] um ca 75% gegeniber Kontrollzellen,
wohingegen be hTRP3-exprimierenden Zellen die Konzentration um Uber 200 % andtieg (Zhu et
a., 1996) und die Co-Expresson beder hTRP-Isoformen in HEK293-Zdlen flhrt zu
verénderten Kandeigenschaften gegenlber den Einzd-TRP-Isoformen. Der  heterooligomere
hTRP-Kand wies eine PLC-Abhangigkeit und eine bedeutende Caf*-Senstivitét auf, die fir die
negaive Kontrolle der TRP-Kandfunktion entscheidend sain konnte  (Lintschinger et d., 2000).
Auch in §9-, CHO-Zdlen und Xenopus Oocyten war nach Expresson der humanen Isoform
TRPC1 en hoherer Ca*-Einstrom zu beobachten, wobei jedoch je nach Zelltyp Unterschiede in
der kondiutiven Kandaktivitdt und der Abhdngigkeit von simulierenden Agonisten beobachtet
wurde (Zitt et a., 1996; Sinkins et d., 1998). Die Ergebnisse dieser Arbeit ergénzen somit die
bisher bekannten Eigenschaften der  TRP1-Isoform  bezlglich der  zelunabhéngigen
Kandaktivitdt und die Reslltate der Interaktionsstudien geben enen Hinwes auf den
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entscheildenden  Einflu von endogen exprimieten TRP-Isoformen auf die Kandegenschaften
der jeweils untersuchten Proteine.

Um den bisher unbekannten Einflul? der postulierten funktiondlen Doméanen von mTRP1b auf
die Kanaaktivitdt zu untersuchen, wurden auch die Deetionsmutanten dieser TRP-Isoform sabil
in HEK293-Zdlen exprimiert. Nach Deetion der drel Ankyrin-dnlichen Wiederholungen ist be
Einzdzdl-[Ca®*]-Messungen  kein  erhdhtes  Sekundérsignd (290 nM)  gegeniber  den
Vektorkontrollzellen (300 nM) zu beobachten und das Sgnd bleibt Sgnifikant unter dem von
MTRP1b (400 nM). Die Funktion dieser Doméne ist bisher noch nicht néher charakterisert
worden, jedoch ist von Ankyrin bekannt, dal3 es mit den |Ps;-Rezeptoren assoziiert (Bourguignon
et d., 1993) und eine Verankerung zum Cytoskdett aushildet (Sehe Einleitung Kap. 1). Da ene
Asoziaion von TRPL mit [Ps-Rezeptoren beobachtet wurde (Rosado und Sage, 2000), die
eventud!l nicht Uber den C-Terminus von TRPL vermittelt wird (Lockwich et da., 2000), und die
Aszigion zum Aktincytoskelett ersdmals in dieser Arbet gezeigt wird, konnte die ank-Doméne
die entscheidende Rolle spiden. Ein Einflud endogen exprimierter TRP-Proteine auf die Co-
Immunprézipitationen des C-temind verkirzten TRPL mit IPs-Rezeptoren kann nach den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit nicht mehr ausgeschlossen werden. Eine Assoziation des G
Terminus endogener TRP-Proteine mit den |Ps-Rezeptoren konnte die indirekte Interaktion zu
dem C-termind verkirzten TRPL hergelen, z. B. Uber extrazdlulére Disulfidbriicken oder den
N-Terminus. Dies wird in weteren Studien zu untersuchen sain. Interessanterwelse sind Proteine
bekannt, in denen mehrere Ankyrin-Wiederholungen globulére Strukturen bilden, be denen die
Untereinheiten aus je sechs Einzdregionen bestehen (Michady und Bennett, 1993). Demnach
konnte auch ene Assozigion der N-Temini Uber die Ankyrin-dhnliche Doméne vermittelt
werden, um so funktiondle Strukturen zu bilden, die mit den IPs-Rezeptoren oder dem
Cytoske ett wechselwirken.

Die beobachtete Dimeriserung der N-Temini im Two-Hybrid-Sysem ist nach Deetion der
Coiled-Coil Region nicht mehr zu beobachten und die [C&?*]-Messungen nach stabiler
Expresson diessr Mutante in HEK293-Zdlen bedétigt die essentidle Bedeutung dieser
Doméne. Das Sekunddrsgnd liegt mit 290 nM ggnifikant unter dem Wert von 400 nM fir die
MTRP1b-Klone und im Bereich der Vektorkontrollzellen (300 nM). Ein essentidler Einflul3 der
Coiled-Coil Doméne auf de Bildung von TRP-Oligomeren konnte be den Co-
Immunprézipitationsstudien nicht  beobachtet werden, doch assoziieren wie oben diskutiert
mdglicherwese mehrere Regionen miteinander, um enen funktiondlen TRP-enthdtenden Kand
zu bilden. Die Interaktion Uber den N-Terminus ig fir ene Dimeriserung ausreichend und die
Coiled-Coil Domédne ha auf diese Asoziagion zur Bildung ener funktiondlen globuldren
Struktur in diessm cytosolischen Bereich enen entscheidenden Einflul? Durch Deletion dieser
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Doméane is ene Ausbildung dieser Struktur nicht mdglich und der N-terminae cytosolische
Bereich kann sane regulatorische Funktion nicht mehr ausilben. Ein funktiondler TRP-Kand
kann nicht mehr gebildet werden und der Ca?*-Einstrom iber die Plasmamembran wird nicht
erhoht.

Die Srukturvorherssgen  fir  TRP1  zeigen zwischen dem  fiunften  und  sechdten
Transmembranssgment  eine  potentidle  Porenschleife,  d@nlich  den  spannungsabhéngigen
Kanden. Die dabile Expresson ener Ddetionsmutante, die die Porenregion einschlieldich der
se umgebenden Transmembransegmente deetiert, fuhrt zu keinem dgnifikenten Andieg des
Ca?*-Sekundarsignals in HEK293-Zdlen. Auch wenn dies kein endgliltiger Bewes dafir ist, daf3
hier die Porenregion deletiet wurde, so entspricht dieses Ergebnis doch den Erwartungen, dal
keine funktiondle Pore mehr gebildet wird. Durch eine Assozigion mit endogen exprimierten
TRP-Protenen, z B. hTRP3, konnte diese Mutante auch deren Kanadegenschaften
beeinflussen, was den leicht reduzierten Mittelwert des Sekundérsignals erkléren konnte.

Im Gegensatiz zum N-Terminus scheint der C-Terminus weder fUr eine direkte Interaktion von
TRP-Proteinen entscheidend zu sein, noch fir die Ausbildung von assoziierten Untereinheiten
des Kands. Die Ddetion der Dystrophin-ghnlichen Doméne reduziet den Ca’*-Einsrom
gegentiber mMTRP1b um etwa 88 nM und liegt signifikant unter dessen Wert von 400 nM. Im
Gegensatz dazu fihrt die Deetion ener langeren C-terminden Sequenz &b dem EWKFAR-
Motiv zu einer Erhohung des Caf*-Einsroms um das 1,5 bis 2fache und ene Verlangerung der
C-taminden Ddetion um wetere 15AS ergab keine weitere Verdnderung des Ca*-Signds
(Sngh et d., 2000). Ein entscheidender negativ regulierender Einflu3 des cytosolischen C-
Terminus auf die Kandaktivitdt konnte postuliet werden. Durch die Ergebnisse diessr Arbeit
kann diese Region auf den Bereich vor der Dysrophin-hnlichen Doméne lokaisert werden.
Anzunehmen i<, dal3 be der Ddys-Mutante z. B. die Interaktion mit Adapterproteinen, wie dem
Cytoskelett oder den IPs-Rezptoren, inhibiert wird. Die negativ regulierende Doméne, die N-
teemind von der Dysrophin-dhnlichen Doméne lokdigert i und mdglichewese et durch
gine konformative Anderung nach Stimulation des Kands aktiviet wird, ist durch die Deletion
der dys-Doméne leichter fir Signdmoleklle ereichbar und eventudl sogar konditutiv aktiv.
Dies resultiet in dem beobachteten grof3en Einflud dieses Elements auf die Kamdegenschaften
von TRP1 und fuhrt so die Reduktion des Einstroms herbe. It auch diese Doméne ddetiert,
fehlt das negativ regulierende Element und es folgt die Erhéhung des Ce’*-Einstroms, wie es
durch Singh et d. (2000) beobachtet wurde. Somit kann die negetiv regulierende Region neu auf
die Sequenz vor der Dysrophin-dhnlichen Doméne lokdiset werden. Ein Alignment dler
MTRP-Isoformen (1 bis 8) liefet eine Konsensussequenz ab dem hdchst  konservierten
EWKFAR-Motiv. mit 35 Aminosiuren (641 bis 675) (Abb. 7.1). Die weiteren deben
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Aminosauren bis zur Dystrophin-dhnlichen Doméane (676 bis 682) und Aminosiuren, die vor
dem Motiv liegen, lifern keine Ubereingimmung. Auch TRP-1soformen anderer Spezies, wie
Human, Drosophila, Xenopus oder auch Rind lifern eine hohe Ubereingtimmung mit dieser
Konsensussequenz. Fir dTRP und dTRPL wird z.B. eine Identitét fir die ersten 31 AS dieser
Konsensussequenz  erhdten. Eventudl liegt in diessm Berech sogar ene Bindungsstele fir
dnen Ca*-Sensor, der die cytosolische [Ca&*] mift und die Kande reguliet. Eine neue
Deddionsmutante, die diese Region auschlidfd, sollte die gleiche Tendenz zeigen, wie die C-
terminade Deletionmutante von Singh et d. (2000).

nrRP1b (U95167) 641 EVKFARAKLW.SYFDDKCTLPPPFNI | PSPKTI CY 675
nrRP2  (AF111107) 834 ...... S..YL...REGL...V..NL....AAF. 869
nNrRP3  ( AF190645) 672 ...... S..W...DDGK...P..SLV....SFV. 706
nrRP4  ( AF011543) 634 ...... T..W ..EEGG .. T..NVI....SLW 668
nMrRP5  ( AF060107) 638 ...... T..WM ..DEGG. ..P..NI....SFL. 672
nrRP6  (U49069) 740 ... .. A .WF .. EEGR ..V..NLV....SLL. 774
nrRP7  ( AF139923) 686 ...... A .W....DEGR ..A .NLV....SFY. 720
nrRP8 (AF139923.1) 686 ...... A .W....DEGR ..A .NLV....SFY. 720
Konsensussequenz EVWKFARXKLWKSYFDEGXTLPPPFNI | PSPKSXXY
(Y) EDKC V SLL TC
(R T W (A
(A
Abb.7.1 Alignment einer Sequenz aller acht bekannten mTRP-Isoformen im Gterminalen cytosolischen
Bereich

Das Alignment der mTRP-1soformen fuihrt zu einer Konsensusseguenz ab dem EWKFAR-Motiv mit
35 Aminoséduren, in der eine neu postulierte negativ regulierende Doméne liegt. Zwei nur in mTRP1
vorkommende Cysteine sind rot hervorgehoben.

() Genbank Acc. No. der zugehérigen cDNA -Sequenzen

(O gilt nur fir mTRP2 bzw. mTRP7 und 8

C nur in mTRP1b vorkommende Cysteine (AS 658 und 674)

Ene Sondergdlung nimmt be diesem Homologievergleich mTRP1b en. Aufgrund der zwe
Cydteine (AS 658 und 674), die in keiner anderen TRP-Isoform vorkommen, kénnte TRPL eine
besondere Funktion bei der Ausbildung heteromerer Ca&f*-Kandle besitzen. Von LAT ist z B.
bekannt, dal3 es an zwe cytosolischen Cystenen pamityliert ist, wodurch es in LRD lokdigert
wird (Zhang et d., 1998-b). Durch ene Lipidverankerung dieser eventudl negativ regulierenden
Doméne von TRPL in den LRD, konnte diese eine andere Funktion as die der anderen TRP-
Isoformen bestzen. Ersde Hinwese auf ene besondere Funktion, ene generdl negativ
regulierende, von mTRPlb auf die Ca*-Kande wurden bereits von M. Engeke gefunden
(2001).
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Widersprichliche Hinweise gibt es auf die Interaktionsdoméne von TRP-Proteinen mit den I1Ps-
Rezeptoren. Im Gegensatz zu den Co-Immunprézipitationen von 1Ps-Rezeptoren mit dem C-
termina deletierten TRPL von Sing e d. (2000) steht die von Boulay et d. (1999) beobachtete
in vitro-Interaktion zwischen ener in der Dysrophin-dhnlichen Doméne lokdiseten TRP-
Konsensussequenz von TRP3, die mit dem |Ps-Rezeptor wechsadwirkt. Die Expresson der
Interaktionssequenzen von TRP3 und IPs-Rezptoren in HEK293-Zdlen fihrt zu enem
erniedrigten  speicherregulierten Ca?*-Einstrom. Demnach ist eine direkte Interaktion von TRP
Uber diese Konsensussequenz und [Ps-Rezeptoren bei Deletion des C-Teminus nicht méglich
und wird as Resultat dieser Arbeit z. B. Uber endogen exprimierte TRP-Proteine vermittelt.

Die dlenige Ddetion des EWKFAR-Mativs in mTRP1b fuhrt zu keinen sgnifikant verdnderten
[Ca®*]-Melwerten gegeniiber den Vektorkontroll- oder den mTRP1b-Daten. Aufgrund des
grol3en Fehlerbereichs der Mef3werte kann Uber dieses Motiv keine Aussage gemacht werden.

Die in Kooperaion mit Prof. Dr. A. Luckhoff (RWTH Aachen) durchgefihrten
elektrophysologischen Messungen an den dabilen HEK293-Einzdzelklonen bedtétigen den
Einflud enzdner Doménen auf de Bildung enes funktiondlen TRP-Kands (Daten nicht
gezeigt). Die Expresson von mTRP1b in der vollen Lange fihrt zu enem konditutiv aktiven
loneneingtrom  Uber die Plasmamembran, der wahrscheinlich hauptsichlich durch Na  zustande
kommt. Eine &hnliche Beobachtung wurde nach Expresson von hTRPCI1A in CHO-Zdlen
gemacht (Zitt et d., 1996). Nach Deletion der potentiellen Porenregion oder der Dystrophin-
dhnlichen Doméne ig dieser Strom nicht mehr mef3ar. Diese Daten ergdnzen und bestétigen die
im Rahmen dieser Arbeit erhdtenen Ergebnisse Uber die Funktion der postulierten Doménen von
MTRP1b und der konditutiv aktive loneneinstrom erklat auch das im Gegensatz zu hTRPC3
und mTRP2 geringe Expressondeve von mTRPlb, da ene erhohte konditutive Kandaktivitét
toxisch fir die TRP1- Uberexprimierenden Zdlen sain kdnnte.

7.5 Expression von mTRP1b in11A1.6-Zellen

Obwohl eine Relhe von Eigenschaften der C&*-Kande in B-Zdlen, die nach
Rezeptorstimulation aktiviert werden, gut untersucht snd, i die molekulare Strukiur dieser
Kande bisher unbekannt. Nach der Isolierung der esten Sauger-TRP-Proteine snd in
verschiedenen B-Zdlinen af RT-PCR-Bass verschiedene TRP-lIsoformen  nachgewiesen
worden (Engelke, 2001). In [1ALl6-Zdlen werden endogen mTRP1, mTRP2 und mTRP3
exprimiet. In Andogie zu Ergebnissen in Ltk-Zdlen (Zhu e d., 1996) wurden im Rahmen
dieser Arbet anti-sense Experimente an 11A1.6-Zdlen durchgefihrt (Daten nicht gezeigt).
Sequenzen, die die potentidle Porenregionen von mTRPL, 2, 4 und 6 umfassen, wurden in anti-
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sense Orientierung dabil in der Zdlinie exprimiert, sowohl enzen ds auch in Kombination.
Postive Klone wurden auf RT-PCR-Ebene idertifiziet. Eine Auswirkung auf den Ca&*-
Eindrom war im Gegensatz zu den Ltk’-Zdlen, be denen es zu enem vollsandigen Erliegen des
Ca’*-Eindroms kam, nicht zu beobachten, weder nach Thapsigarginbehandiung  zur
Speicherentleerung  noch  nach  B-Zdlrezeptor-Quervernetizung  zur  Aktivierung des PLC-g
Signdweges. Da das endogene TRP-Expressonsmugter in den Ltk -Zdlen nicht gezeigt wurde
und dle vier anti-sense Kondrukte gleichzetig trandfiziet worden sind, ist nicht bekannt,
welche TRP-Isoformen den Kand in diesen Zelen entscheidend beeinflussen. Sicher ist nur, dal
mindestens ein anti-sense Konstrukt die Expressonsrate der entsprechenden TRP-1soform senkt.
Ob dle vier anti-sense Sequenzen die Expressonsrate dler vier TRP-Proteine beeinflussen,
wurde nicht gezeigt. Somit it es moglich, dad bestimmte Kongrukte die ihr zugeschriebene
Funktion, Hybridiserung mit der endogenen TRP-mRNA, nicht eflllen. In [1AL16-Zdlen
konnten folglich andere TRP-lsoformen ds in Ltk-Zdlen aktiv sain, be denen die sense-anti-
sense-Hybridigerung  durch  Ausbildung  von  Sekundarstrukturen  jedoch nicht  erfolgreich
verlauft. Da in 1IALl.6-Zdlen zusitzlich mTRP3 exprimiert wird, kénnte auch diese Isoform fir
den Ca’**-Einsrom verantwortlich sein, bzw. die wichtigge Untereinheit des Kands stellen. Die
Ergebnisse von den Ltk -Zdlen waren auf die [1A1.6-Zdlen nicht Ubertragbar.

Der Versuch, mTRP1b in der Maus-B-Zdlinie 11A1.6 gabil zu exprimieren, flhrte erst nach
mehreren  Trandektionen zu wenigen, zundchst in der RT-PCR, Immunfluoreszenzmikroskopie
und im Immunblot positiv getesteten, selektionierten Klonen. Die relativen [Ca’*]-Messungen
anm FACS zegten be den edgen Messungen en deutlich langer anhdtendes erhohtes
Sekundarsigna und somit eine Kanalaktivitt nach der Uberexpresson von mTRPIb in den
Zdlen nach BCR-Simulation. Doch wa der Unteschied zu Kontrollzdlen nach enigen
Passagen nicht mehr zu beobachten; auch der Proteinnachweis war nicht mehr mdglich. Die
stabile Uberexpresson von mTRP1b in [IA1.6-Zdlen scheint demzufolge nicht moglich zu sein.
Im Gegensatiz dazu ist die Expresson der Dpp-Mutante stabil und die Proteinexpression dieser
Mutante hat keinen Einflud auf den Ca*-Haushdt der Zdlen (Abb. 6.24). Die sabile
Uberexpresson von mTRP1b in voller Lénge ig folglich in diesr Zdlinie nicht moglich und
konnte sogar toxisch sein. Diese Interpretation wird durch die Beobachtung an Daudi-Zédlen,
ener humanen B-Zdlinie, gedtiitzt, bal denen ebenfdls ene dabile Expresson von mTRP1b
nicht moglich i (Engelke, 2001). Doch zeigen diese Ergebnisse erstmas, dal? mTRP1b an der
Bildung eines C&*-Kands in B-Zdlen betdligt sein kénnte und dal? dieser mTRP1b-enthatende
Kand durch Stimulation des B-Zdlrezeptors aktivierbar is. Durch Vewendung enes
reguliercbaren Systems, z. B. Te&-On/Off, kann durch konditiondle Expresson von TRP-
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Isoformen in kurzer Zeit ein hohes Protenexpressondevel ereicht und so das Problem der
Toxizitdéd umgangen werden (die Etablierung einer Te-regulieten Expresson in ener B-Zdlinie
wird derzeit von M. Engelke bearbeitet, 2001) .

7.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend ergeben sch folgende neue Fakten Uber mTRP1b, mTRP2 und hTRPC3, die

ersmalsim Rahmen dieser Arbeit erarbeitet wurden:
dle drel TRP-1soformen bilden Homo- und Heterooligomere;
ene interagierende Doméne ig die cytosolische N-terminde Coiled-Coil Doméne, die
ausreichend aber nicht essentiell fur die Assoziation it;
es weden warschanlich  Disulfidoricken zwischen  mehreren TRP-Proteinen
ausgebildet, wodurch ein hochmolekularer Komplex gebildet wird;
dle drea TRP-Isoformen assoziieren mit dem in LRD-lokdiserten LAT-Protein, das fir
die Zdlaktivierung entschedend i und mit 0 essentidlen Signdmolekilen wie PLC-g
und verschiedenen Tyrosnkinasen assoziiert vorliegt (in anderen Zdlinien kénnten auch
bisher unbekannte Homologe von LAT dessen Funktionen Gbernehmen);
MTRP1b und die Deeionsmutanten snd an das Aktincytoskelett direkt oder indirekt
asoziiat;
dle posulieten Doménen (ank, cc, pp, dys) snd essentidl fur die Funktion von
mTRP1b und filren bei Deletion zu einer Reduktion des Caf*-Eingroms iber die
Plasmamembran;
die Aminosiuren 641 bis 675 bilden ene Konsensussequenz Uber dle acht bekannten
MTRP-Isoformen  (Abb.  7.1) und bedtzen hochswahrscheinlich ene  negativ
regulierende Funktion auf die Kandaktivitdt der TRP-Protene. Eventudl liegt hier ene
Bindungsstelle fiir einen cytosolischen Ca?*-Sensor;
die zwe nur in der Konsensussequenz von mTRPL vorkommenen Cysene konnten fur
ene Veankerung in den LRD verantworlich sein, wodurch diese TRP-Isoform ene
Sondergtellung erhdlt;
es gibt erdmds Hinweise auf die Betaligung von TRP-Proteinen an der Ausbildung von
BCR-gesteuerten Ca?*-Kanden in B-Zdlen.

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit wird das in Abb. 7.2 gezeigte Modell podtuliert, das sich aus
der Erweiterung des Modells von Lockwich et d. (2000) ergibt.
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Agonist Agonist
TRP-Hetero-
oder Homooligomer
"
Caveolin
Abb.7.2 ErweitertesModell fur die Assoziation von TRP1 in Lipid-Raft-Domanen

TRP-Proteine bilden Homo- und Heterooligomere, die in Lipid-Raft-Doméanen (LRD) lokaisiert sind.
Diese Assoziation wird N-terminal Uber die Coiled-Coil Doméne (cc) sowie extrazellular Uber
Disulfidbriicken vermittelt. Die Ankyrin-dhnliche Doméne (ank) und/oder die Dystrophin-ghnliche
Doméne (dys) interagieren hdchstwahrscheinlich mit 1Ps-Rezeptoren (IPsR) des Endoplasmatischen
Retikulums (ER). Die Assoziation an das Aktincytoskelett wird ebenfalls Gber cytoplasmatische
Domaénen vermittelt. Das transmembrane ebenfalls in LRD-lokalisierte LAT (oder bisher unbekannte
LAT-Homologe) ist mit TRP assoziiert und kann die Interaktion zu anderen Proteinen wie
Oberflachenrezeptoren oder cytoplasmatischen Signalmolekilen wie Phospholipase C (PLC) oder
Tyrosinkinasen (TK), evtl. erst nach Stimulation der Zelle, vermitteln. Dieses Modell ergibt sich aus
der Erweiterung des Modells von Lockwich et al. (2000) und die neuen Ergebnisse sind farbig
hervorgehoben. Auf die Darstellung einiger Transmembransegmente wurde verzichtet.

@ neu postulierte negativ regulierende Region mit einer Konsensussequenz tiber alle bekannten

mTRP-Isoformen (A S 641 bis675 in mTRP1b)
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8 Ausblick

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit ergeben sch mehrere Ansdtze fir weitere hochst interessante

sowie wichtige Fragestellungen:

1.

Der hochmolekulare Komplex, der nach nicht reduzierender Aufarbeitung im Immunblot
detektiert wird, sollte néher charakterisert werden. Dazu konnten Punktmutationen an
extrazdlul@en Cydenen durchgefihrt sowie endogen exprimiete  TRP-Proteine
untersucht werden.

Eine mogliche Asoziation der Sduger-TRP-Isoformen Uber Transmembransegmente ist
durch Co-Immunprézipitationsstudien an den Transmembranregionen zu untersuchen.

Die Betaligung der Coailed-Coil Doméane an der Dimerigerung der N-Termini mul3 durch
Co-Immunprézipitetionsstudien an  den N-Termini  belegt werden, sowie dessen
ausreichende aber nicht essentidle Bedeutung flr die Asoziation mit anderen TRP-
Proteinen (erste Experimente werden derzeit von C. Schéfer durchgefiihrt, 2001).
Punktmutationen in der Porenregion sollten die fir die Caf*-Bindung entscheidenden und
die im Kand waterleitenden Aminosiuren identifizieren lassen. Hierfir snd  eventudl
eektrophysologische Messungen ndtigp, da mit ihnen der  Eindrom endeutiger
identifiziert werden kann.

Die cytosolischen mMTRPlb-Mutanten sowie die enzdnen N- und C-teminden
cytosolischen Regionen miissen fur in vitro- und in vivo-Interaktionsstudien mit den drel
Typen von IPs-Rezeptoren eingesstzt  werden, um  endglltig die Lage der
Assoziationsdomane(n) zu lokdigeren.

Eine neue Deetionsmutante von mTRP1b, die die Aminosauren 641 bis 675 ausschlied,
sllte diee Region ds ene negativ regulierende Doméne identifizieren. Eventudl liegt
hier d@ne Bindungsstelle fir enen Caf*-Sensor. Hierbei konnte mTRPL durch die zwei
Cysteine (AS 658 und 674) eine Sonderstellung unter den TRP-Proteinen ennehmen.

Alle gezeigten Protein-Protein-Assoziationen missen auf endogen exprimierte Proteine
Ubertragen werden, um deren phys ologische Bedeutung eindeutig belegen zu konnen.

Da die hohe Uberexpresson von mTRP1b in [IA1.6-Zdlen toxisch zu sein scheint, sollte
en regulierbares Sysem verwendet werden, um kurzfristig ein hohes Expressondeve zu
erhdten (z. B. Tet-On/Off, wobel dieses fir B-Zdlen noch etabliet werden muss, wird
derzeit von M. Engelke bearbeitet, 2001).

Experimente mit verschiedenen arti-sense ¢cDNAs fir mTRP3 sollten den Einflufd dieses
Vertreters der TRP-Familie auf den Caf*-Haushalt von 11A1.6-Zdlen néher kldren.
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10. Die Vewendung einer TRP-knock out Zdlinie konnte den Einflu der entsprechenden
Mutanten, nach dabiler (Re-) Expresson in diesr Zdlinie aif den Ca&'-Kand

eindeutiger charakteriseren lassen.
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Anhang 1

Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zur Plasmamembranlokalisierung von mTRP1b,
MTRP2, hTRPC3 und LAT in transient transfizierten COS-M6-Zellen (folgende Seite)

COS-M6-Zellen wurden mittels DEAEDextran transient transfiziert und die
Immunfluoreszenzmikroskopie nach 2d durchgefuhrt. mTRP1b, mTRP2 sowie LAT sind mit einem ¢
myc-Epitop und hTRPC3 auch mit einem HA-Epitop versehen. Die Fusionsproteine wurden mit den
monoklonalen  Antikérpern 9E10 Maus-anti-c-myc  bzw. 3F10 Rate-anti-HA und den
Sekundérantikérpern Ziege-anti-Maus-Cy2 bzw. Ziege-anti-Ratte-Cy3 sichtbar gemacht. EGFP, das
nach Transfektion mit pIRES2-EGFP exprimiert wird, dient as cytosolisches Markerprotein. (@)
EGFP; (b) mTRP1b-c-myc; (c) mTRP2-c-myc; (d) hTRPC3-c-myc; () hTRPC3-HA; (f) LAT-c-myc.
Die erste Spalte zeigt die Cy2-Fluoreszenz (b bis f) oder EGFP (@), die zweite die Cy3-Fluoreszenz
und die dritte Spalte die deckungsgleich Ubereinandergelagerten Fluoreszenzbilder. In der vierten

Spalteist dasjeweilige Durchlichtbild zu sehen.
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Anhang 2

Plasmamembran-Co-Lokalisation von mTRP1b-c-myc und Mutanten mit hTRPC3-HA an
transient transfizierten COS-M6-Zellen (folgende Seite)

COSM6-Zellen wurden mittels DEAEDextran transient transfiziert und die immunfluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen nach 2 d durchgeftihrt. mTRP1b und Mutanten sind mit einem cmyc-
Epitop und hTRPC3 auch mit einem HA-Epitop versehen. Die Fusionsproteine wurden mittels den
monoklonalen  Antikérpern  9E10 Maus-anti-c-myc  bzw. 3F10 Rate-anti-HA und den
Sekundérantikorpern Ziege-anti-Maus-Cy2 bzw. Ziege-anti-Ratte-Cy3 sichtbar gemacht. (8) mTRP1b-
c-myc + hTRPC3-HA; (b) mTRPlbDank-c-myc + hTRPC3-HA; (c) mTRP1lbDcc-c-myc + hTRPC3-
HA; (d) mTRP1bDpp-c-myc + hTRPC3-HA; (e) mTRPIbDEWKFAR-c-myc + hTRPC3-HA; (f)
MTRP1bDdys-c-myc + hTRPC3-HA; (g) hTRPC3-c-myc + hTRPC3-HA. Die erste Spalte zeigt die
Cy2-Fluoreszenz, die zweite die Cy3-Fluoreszenz und die dritte Spalte die deckungsgleich
Ubereinandergelagerten Fluoreszenzhilder. In der vierten Spalte ist das jeweilige Durchlichtbild zu

sehen.
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Anhang 3

Co-Lokalisation von mTRP1b-c-myc und Mutanten mit hTRPC3-HA in de Plasmamembran
von transient transfizierten HEK 293-Zellen (folgende Seite)

HEK293-Zellen wurden mit ,Superfect” transient transfiziert und die immunfluoreszenz-
mikroskopischen Aufnahmen nach 2 d durchgefihrt. mTRP1b und Mutanten sind mit einem cmyc-
Epitop und hTRPC3 mit einem HA-Epitop versehen. Die Fusionsproteine wurden mit den
monoklonalen  Antikérpern  9E10 Maus-anti-c-myc  bzw. 3F10 Rate-anti-HA und den
Sekundarantikorpern Ziege-anti-Maus-Cy2 bzw. Ziege-anti-Ratte-Cy3 sichtbar gemacht. (a) mTRP1b-
c-myc + hTRPC3-HA; (b) mTRPlbDank-c-myc + hTRPC3-HA; (c) mTRP1lbDcc-c-myc + hTRPC3-
HA; (d) mTRP1bDpp-c-myc + hTRPC3-HA; (€) mTRPIbDEWKFAR-c-myc + hTRPC3-HA; (f)
mMTRP1bDdys-c-myc + hTRPC3-HA. Die erste Spalte zeigt die Cy2-Fluoreszenz, die zweite die Cy3-
Fluoreszenz und die dritte Spalte die deckungsgleich Ubereinandergel agerten Fluoreszenzbilder. In der

vierten Spalte ist dasjeweilige Durchlichtbild zu sehen.
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(A)

Kpnl Xba |

*

gotacc-cac---atg —{ [ 1 | Bl NEN N ?@; taa-agatct
\/
42 bp amH

(B)
pBluescript KS pBluescript KS-mtrplb
(Sal 1/Xba l) l (Xhol/Xbal)

pBluescript KS-mtrp1-CT

Xha Xbal

BanH | Not!

l BamH I/Not |

pET32a(+)-mtrpl-CT

Anhang4  Klonierungsschemata von mtrplb-Epitop und pET32a(+)-mtrp1-CT
(A) Klonierung von mirplb-FLAG und der Deletionsmutanten Uber Kpn | und Xba | in die
verwendeten Expressionsvektoren pcDNA3, pBEHpAC18 und plRES2-EGFP (Uber Sma | und
Klenowbehandlung des mtrp1b-FLAG). * Stopcodon
(B) Klonierung von mtrplb-CT (ohne FLAG) Uber pBluescript KS in den Expressionsvektor
pPET32a (+) mit den angegebenen Restriktionsendonukleasen zur rekombinanten Expression in
E.coli BL21(DE3). Das aufgereinigte Fusionsprotein diente zur Generierung spezifischer

polyklonaler Kaninchenantikérper. * Stopcodon
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(A) pcDNAS3-mtrplb oder NT-Mutanten

Nco | BstE | Xho | Xba |

*
ggtace-cac--—-ccatgg mtaﬁ—a{gﬂd
~_—

mtrplb-NT: Ncol/BsE I1/Klenow mtrplb-CT: Xhol/Xba I/Klenow

PEG202 oder pJG4-5: EcoR I/Klenow

pPEG202-mtrplbNT pPEG202-mtrplbCT

pJG4-5-mtrplbNT oder Mutanten pJG4-5-mtrplbCT

(B) htrpc3-Konstrukt von Prof. Dr. A. Luckhoff (RWTH Aachen)

Nco | Eco8L1 | Vspl Dral
ccatgg ﬂ“:lilm]ﬂlj:ktm---tttm
vV
122 bp
htrpc3-NT: Nco 1/Eco81 I/Klenow htrpc3-CT: Vsp I/Dra I/Klenow

PEG202 oder pJG4-5: EcoR I/Klenow

PEG202-htrpc3NT PEG202-htrpc3CT
pJG4-5-htrpc3NT pJG4-5-htrpc3CT

Anhang5 Klonierungsschemata der cytosolischen N- und C-Termini von mtrplb und htrpc3in die Hefe-
Two-Hybrid System Expressionsvektoren pEG202 und pJG4-5

(A) Klonierung von ntrplbNT und Mutanten Uber Kpn I/BstE Il und Klenow-Behandlung in pEG202
und pJG4-5 (EcoR | und Klenowbehandlung), CT Uber Xho I/Xba | und Klenow-Behandlung

(B) Klonierung von hrpc3NT Uber Nco 1/Eco81 | und Klenow-Behandlung in pEG202 und pJG4-5
(EcoR I und Klenowbehandlung), CT uber Vsp I/Dra | und Klenow-Behandlung
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pBluescript KS-mtrp2NT pBluescript KS-mtrp2CT

Kpn | Sal | Bel | Not |

Hire 1y Hircll *
ooteccatg —{ I W |- - OO0 W i |- taa---gcggeege
A4
\/ \Gt)@

mtrp2-NT: Kpn | (Klenow)/Sal |

mtrp2-CT: Bcl 1/Not |
pPEG202 oder pJG4-5
EcoR | (Klenow)/Xho | pEG202
BanH I/Not |

PEG202-mtrp2NT

0JGA-5-mirp2NT pEG202-mtrp2CT

EcoR 1/Xho |

pJG4-5
EcoR I/Xho |

pJG4-5-mtrp2CT

Anhang 6 Klonierungsschemata der cytosolischen N- und C-Termini von mtrp2in die Hefe-Two-Hybrid

System Expressionsvektoren pEG202 und pJG4-5

Die Klonierung von nirp2NT erfolgte Gber Kpn | (Klenow) und Sal | in die EcoR | (Klenow) und
Xho | restringierten Vektoren pEG202 und pJG4-5.

Die Klonierung des CT von ntrp2 erfolgte Giber Bcl | und Not | in pEG202 BanH | und Not 1). Aus
dem gebildeten Konstrukt wurde mtrp2CT Uber EcoR | und Xho | in pJG4-5 kloniert.

mtrplbDpp-Epitop
(mtrp1Dpp-5/mtrplDpp-3) N

N_pPal
mrplbDEWKFAREpitop [N B DO I D
(MtrplDEWKFARS/

t\'Ed I
mMirplDEWKFAR-3 )

Anhang7 PCR-in vitro-Mutageneseschemata der mtrplb-Deletionsmutanten
Die Deletionsmutanten wurden durch PCR-in vitro-Mutagenese mit den in Klammern angegebenen

Oligonukleotiden generiert und nach Sequenzierung in die nrplb-cDNA Uber die angegebenen
Restriktionsschnittstellen kloniert. Die Deletionsmutanten Aank, Acc, Adys wurden von M. Engelke
kloniert (1999).
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