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Einleitung 1

1 Einleitung

Ein in London vor etwa 120 Jahren durchgefuhrtes Experiment, das aus
nachvollziehbaren Grinden heutigen Standards kaum genlgen wirde, bildet den
Anfang der seither flr die Biowissenschaften immer bedeutenderen Geschichte des
Ca**-lons. Sidney Ringer (Ringer, S. (1883) J. Physiol. 45, 29-43) untersuchte die
Kontraktion von isolierten Rattenherzen. In ersten Experimenten hatte Ringer die
Herzen in einer Kochsalzlésung resuspendiert, fur die er, wie er zugab, Londoner
Leitungswasser von hoher Harte verwendete. Die Herzkontraktion war dauerhaft und
deutlich zu erkennen. Als er in weiteren Experimenten das Leitungswasser durch
destilliertes Wasser ersetzte, machte Ringer die Beobachtung, dass die
Kontraktionen zunehmend schwacher wurden und nach etwa 20min aufhorten. Er
fand heraus, dass zur Aufrechterhaltung der Kontraktionen die Zugabe von Ca®'-
Salzen erforderlich war. Auf diesem Weg wurde erstmals gezeigt, dass Ca®*, das
ursprunglich als rein strukturbildendes Element angesehen wurde, physiologische
Aktivitat in einem Gewebe zeigte, das weder mit Knochen noch mit Zahnen in
Zusammenhang steht. Erstaunlicherweise entstanden in den folgenden Jahrzehnten
nur wenige Arbeiten auf diesem Gebiet und kaum jemand hatte die Vision, die grofl3e

physiologische Bedeutung des Ca®* vorherzusehen (Carafoli, 2002).

Seit den sechziger Jahren des 20. Jahrhunderts wird die Rolle von Ca?* als
Ubermittler von Signalen intensiv erforscht. Calciumionen spielen eine zentrale Rolle
in vielen zellularen Prozessen, wie etwa Muskelkontraktion, Freisetzung von
Neurotransmittern, Zellproliferation, Gentranskription und Apoptose (zur Ubersicht
Berridge et al., 2000).

Die Eignung von Ca?* als Botenstoff resultiert neben der guten Bioverfiigbarkeit aus
den gunstigen koordinativen Eigenschaften dieses lons. Wahrend die Komplexierung
von M92+ mit organischen anionischen Strukturen, wie z.B. Aminosaureresten, im
Vergleich zum gréReren Ca?* sterisch ungiinstig ist, sind die elektrostatischen
Wechselwirkungen von Liganden mit Ba®* und Sr**, die zudem schlechter
bioverfiigbar sind, aufgrund der gréReren lonenradien im Vergleich zu Ca** kleiner.
Eine weitere, flr die Funktion als SignalUbertrager glinstige Eigenschaft ist die grol3e
Flexibilitat der Ligandensphare von Ca?*. Diese erlaubt einen schnellen Austausch

von Liganden, der bei Mg®* nicht beobachtet wird (Eigen, 1960).
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Der grundsatzliche Mechanismus von Ca?*-Signalen ist die Erhdhung der
cytosolischen freien Ca”—Konzentration, die im Ruhezustand etwa 50-100nM
betragt, auf bis zu 10uM. Die erhdhte cytosolische Ca?*-Konzentration fiihrt zur
Aktivierung von diversen Enzymen uber prinzipiell zwei Mechanismen. Zum einen
gibt es Enzyme die direkt durch Bindung von Ca®* beeinflusst werden, wie z. B. die
Phospholipase A2 (White et al., 1990) oder die Protein Kinase C (PKC) (zur
Ubersicht Dekker und Parker, 1994; Newton, 1997; Oancea und Meyer, 1998). Zum
anderen werden Enzyme (ber Ca®*-bindende Proteine reguliert (zur Ubersicht
Carafoli und Klee, 1999). Eine zentrale Rolle spielt dabei Calmodulin, das zur Familie
der EF-Hand Proteine gehdrt. An zwei gegentberliegenden Helix-Schleife-Helix-
Motiven konnen je zwei Ca?*-lonen binden. Dieser Calmodulin-Ca?*-Komplex kann
eine Vielzahl von Proteinen regulieren (zur Ubersicht Weinstein und Mehler, 1994;
Ikura, 1996).

Zur Anhebung der cytosolischen Ca®*-Konzentration stehen der Zelle generell zwei

Quellen zur Verfugung.

Zum einen ist das extrazelluldre Millieu eine schnell verfiigbare Quelle fiir Ca®*, da
bei einer extrazelluldren Ca?*-Konzentration von etwa 1,5mM ein steiler Gradient
Uber der Plasmamembran besteht. Dieser Gradient wird unter ATP-Verbrauch durch
Ca”-Pumpen in der Plasmamembran (PMCA) und im endoplasmatischen
/sarcoplasmatischen Retikulum (SERCA) sowie durch den mitochondrialen Ca®'-
Uniporter, der seinen Antrieb aus dem negativen Membranpotential von -180mV in
der Matrix von Mitochondrien bezieht, aufrecht erhalten (Gunter und Gunter 1994;
Pozzan et al. 1994). Kombiniert mit dem negativen inneren Plasmamembran-
potential, das typischerweise bei -60mV in ruhenden Zellen betragt, resultiert eine
groRe Triebkraft fir den passiven Eintritt von Ca?* nach Depolarisation oder

rezeptorvermittelter Stimulation der Zelle (Berridge, 1993; Carafoli und Klee, 1999).

Die zweite Quelle sind intrazelluldre Ca*-Speicher, wie das ER sowie in
Muskelzellen, das SR (Berridge, 1993; Berridge et al. 2000). Die Ca**-Freisetzung
aus intrazellularen Speichern ist im allgemeinen transient und reicht nicht aus, den
cytosolischen Ca?*-Spiegel (iber mehrere Minuten anzuheben.

Eine wichtige Eigenschaft von Ca®*-Signalen ist die Tatsache, dass diese Signale in
den Dimensionen Raum und Zeit differenziert wird. Dazu gehéren neben der Dauer
des Signals auch die Frequenz und Amplitude von Ca?*-Oszillationen, die einen

erheblichen Einfluss auf die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren haben (zur
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Ubersicht Berridge, 1997; Dolmetsch et al., 1998; Berridge et al. 2000). Insbesondere
in Zellen des Immunsystems spielen diese Eigenschaften eine zentrale Rolle. In B-
und T-Lymphozyten hat die Aktivierung Uber den BCR oder TCR in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien vollig unterschiedliche Konsequenzen fur die Zelle. Fir eine
vollstandige Aktivierung einer T-Zelle ist ein bis zu 20h anhaltendes Ca®*- Signal
erforderlich. Kiirzere Signale fuhren zu Anergie oder Apoptose (lezzi et al, 1998). Die
Co-Quervernetzung von BCR und FcyRIIb auf reifen naiven B-Zellen fuhrt zu einer
zeitlichen Verkiirzung des Ca®*-Signals im Vergleich zur BCR-Quervernetzung allein
und somit zur nicht Aktivierung der Zelle (Choquet et al., 1993; Budde et al., 1994).
Eine in Abhéngigkeit von der Form des Ca?*-Signals modulare Gentranskription wird
in B-Lymphocyten beobachtet. So werden der Transkriptionsfaktor NF-kB und JNK
(,Jun N-terminal-kinase“) durch einen grofRen transienten Ca?*-Einstrom ins Cytosol
aktiviert, NFAT hingegen durch ein niedriges aber lang anhaltendes Plateau
(Dolmetsch et al. 1997). Untersuchungen in T-Lymphocyten ergaben, das NFAT
effektiv durch repetitive Ca?*-Spitzen aktiviert wird, wohingegen bei Oszillationen mit

niedriger Frequenz nur NF-kB aktiviert wird (Dolmetsch et al. 1998).

Der zusatzliche Einstrom von Ca?* aus dem Extrazellularraum ist demnach eine

aulderordentlich wichtige Komponente der Signaltransduktion Uber diesen Botenstoff.
1.1 Freisetzung von Ca®* aus intrazelluldren Speichern

Die Freisetzung von Ca?* aus dem ER oder SR von elektrisch erregbaren Zellen er-
folgt Uber Ryanodinrezeptoren, wahrend in nicht elektrisch erregbaren Zellen die
Freisetzung aus dem ER aus der Aktivierung von |P;-Rezeptoren resultiert (Berridge,
1993).

Beide Kanaltypen sind in Ihrer Struktur und in einigen physiologischen Eigenschaften
eng miteinander verwandt (Fill und Coronado, 1988; Bootmann und Berridge, 1995;
Mackrill, 1999). Sie bestehen aus vier Untereinheiten mit je acht Transmembran-
domanen und einer langen N-terminalen cytosolischen Sequenz, die 80% des

Proteins ausmacht und wichtig fur die IPs-Bindung ist (Ferris und Snyder, 1992).

Die Aktivierung des IP3-Rezeptors erfolgt durch seinen Liganden IP; (Berridge und
Irvine, 1989). Die zentrale Rolle fur die Bildung von IP3 aus Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphaten (PIP;) spielt die Phospholipase C (PLC). Bislang sind 11 Isoformen

dieses Enzyms bekannt, die gemal ihrer Struktur und Regulationsmodi in die Sub-
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familien B, y, & und & unterteilt werden (zur Ubersicht Rebecchi und Pentyala, 2000,
Rhee, 2001).

1.1.1 Aktivierung von PLC-$ durch heterotrimere G-Proteine

Uber 1000 Rezeptoren, die an heterotrimere G-Proteine gekoppelt sind, stehen fiir
die Signalibermittlung in einer Vielzahl von Zellen zur Verfligung. Sieben
Transmembranregionen sind ein  gemeinsames  Strukturmerkmal dieser
Rezeptorfamilie. In den verschiedenen gekoppelten heterotrimeren G-Proteinen
enthalt jeweils die Untereinheit Ga die Guanin-Nukleotid-Bindungstelle und ist Gber
einen Myristoyl- oder Palmitoylrest in der Membran verankert (Strader et al., 1994).
Nach Bindung des Agonisten an den Rezeptor wird durch eine Konformations-
anderung die Bindung des Heterotrimers, das aus den Untereinheiten o,  und vy
besteht und im Ruhezustand GDP gebunden hat, erméglicht. Die Bindung wiederum
begunstigt den Austausch von GDP durch GTP, was die Dissoziation von Ga und
den Untereinheiten GPBy zur Folge hat, wodurch ein neues Heterotrimer an den
Rezeptor binden kann. Die Untereinheiten Uben unterschiedliche Funktionen im
Rahmen der Signaltransduktion aus (Taylor, 1990). Unterschieden werden Go-
Untereinheiten, die die Adenylatcyclase aktivieren (Gsa), die Adenylatcyclase
hemmen (Gia) oder, wie Gqa, Uber die Aktivierung der PLC-B den IP3-Weg
aktivieren (Sternweis et al., 1992). Die Ga-Untereinheiten sind langsame GTPasen,
die sich nach Hydrolyse des GTP wieder mit den Gpy-Untereinheiten zum
heterotrimeren G-Protein verbinden. Fur die Gpy-Untereinheiten werden diverse
Funktionen beschrieben, zu denen ebenfalls die Aktivierung von PLC-$ zahlen kann
(Morris und Scarlata, 1997). Muscarinische Acetylcholinrezeptoren der Subtypen M1,
M3 und M5 gehoéren zu den Rezeptoren, die mit Ggapy koppeln (Lechleiter et al.,
1989). Ein muscarinischer Acetylcholinrezeptor, der zur Aktivierung von PLC-f fuhrt,
wird endogen in der humanen Nierenepitelzelllinie HEK293 exprimiert und kann uber

synthetische Agonisten wie Carbachol aktiviert werden (Nakai et al., 1988).
1.1.2 Aktivierung von PLC-y in B- und T-Lymphocyten

Der B-Zell-Antigen-Rezeptor (BCR) gehort genau so wie der T-Zell-Antigen-Rezeptor
(TCR) zur Familie von Immunrezeptoren, deren signalibermittelde Funktion auf

charakteristischen Tyrosin-haltigen Peptidmotiven, den ITAMs (,Jmmunoreceptor



Einleitung 5

Tyrosine based Activation Motif), basiert (Reth, 1989; Cambier, 1995; Qian und
Weiss, 1997). Andere Rezeptoren dieser Famile sind z.B. der hochaffine IgE-
Rezeptor (FceRl) und der GPVI-Thrombocyten-Kollagen-Rezeptor (zur Ubersicht

Leeuwen und Samelson, 1999).

Ein zentrales Ereignis nach Aktivierung ITAM-tragender Rezeptoren ist die
Aktivierung von PLC-y. Dabei wird die Isoform y2 hauptsachlich in B-Zellen (Hempel
et al., 1992) und die Isoform y1 vornehmlich in T-Zellen exprimiert (Mustelin et al.,
1992). Auf dem Weg zur Aktivierung von PLC-y sind Proteintyrosinkinasen (PTK) aus
drei Proteinfamilien, die src-, tec- und Syk/ZAP70-PTK, involviert. Nach
Rezeptoraktivierung phosphorylieren die src-Kinasen Lck, Fyn, Blk und Lyn die
ITAM-Tyrosinreste (Cambier et al., 1995; Flaswinkel und Reth 1994; Reth und
Wienands, 1997; Bolen und Brugge, 1997; Campbell, 1999; Kurosaki, 1999). Ein an
beiden Tyrosinresten phosphoryliertes ITAM bildet eine Bindestelle flr die zwei
tandemartig angeordneten SH2-Domanen der PTKs Syk (,Spleen Tyrosine Kinase®)
in B-Zellen bzw. ZAP70 (,Zeta-chain Associated Protein of 70kDa") in T-Zellen. Diese
Assoziation sowie die Transphosphorylierung Uber src-Kinasen initiiert ihre
Aktivierung (Nagai et al., 1995; Aoki et al., 1995; Kurosaki et al., 1995; Wienands et
al., 1995; Futterer et al., 1998). Co-stimulatorische Signale Uber z.B. CD28 in T-
Zellen und CD19 in B-Zellen fuhren zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-
Kinase, die aus PIP; PIP3 an der Innenseite der Plasmamembran generiert (Rhee,
2001; Salim et al., 1996; Toker and Cantley, 1997). PTKs der Tec-Familie (Itk in T-
Zellen und Btk in B-Zellen) kdnnen uber ihre Pleckstrin-homologe Domane an PIPs;-
Motive binden, werden so an die Plasmamembran rekrutiert und auf diese Weise
effektiv durch src-Kinasen aktiviert (Mahajan et al., 1995; Rawlings et al., 1996;
Scharenberg und Kinet, 1998; Scharenberg et al., 1998). Aktivierte Btk/ltk und
Syk/ZAP70 phosphorylieren eine Reihe von Signalproteinen und aktivieren als
zentralen Schritt dieses Prozesses PLC-y (Takata et al., 1994; Takata et al., 1995;
Fluckiger et al., 1998; Wang et al., 2000; Irvin et al., 2000).

Neben PTKs erfordert der Aktivierungsprozess von PLC-y eine Reihe von Adapter-
proteinen, die den Initiationskomplex dieser Signalwege organisieren (zur Ubersicht
Yablonski und Weiss, 2001; Leo et al., 2002). Das transmembrane Adapterprotein
LAT (,linker for activation of T-cells®) rekrutiert in T-Zellen Gber Phosphotyrosin-SH2-
Interaktionen PLC-y1 und Gads (,Grb2-related adapter protein“) an die Plasma-

membran (Zhang et al., 2000). LAT ist membranproximal palmitoyliert und auf diese
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Weise in speziellen Mikrodomanen der Plasmamembran (,Lipid Rafts®) lokalisiert
(Zhang et al., 1998). Gads wiederum ist in der Lage Uber seine C-terminale SH3-
Domane an eine prolinreiche Region des Adapterproteins SLP-76 (,SH2-domain
containing leukocyte protein of 76 kDa") (Liu et al., 1999; Asada et al. 1999; Law et
al., 1999) zu binden. SLP-76 interagiert mit der SH2-Domane von Itk und rekrutiert
diese Kinase so in den Signalkomplex (Su et al., 1999; Bunnell et al., 2000). Zudem
bindet SLP-76 PLC-y1 Uber deren SH3-Domane (Yablonski et al., 2001). Die
Organisation von Signalkomplexen in Mikrodomanen der Plasmamembran mit ver-
minderter lateraler Fluiditat, die hohe Konzentrationen an Cholesterin, Glykosphingo-
lipiden und PIP, aufweisen, ist ein wichtiges Konzept in der Signaltransduktion und
Voraussetzung fur die Generierung eines dauerhaften Signals (Xavier et al., 1998;
Aman et al., 2000; Simons et al. 1997).

In B-Zellen werden LAT und SLP-76 nicht exprimiert. Das SLP-76 analoge B-Zell-
Adapterprotein SLP-65 ist in der Lage, mit Grb2, Btk und PLC-y2 zu interagieren (Fu
et al., 1998; Wienands et al., 1998). Die Rekrutierung dieses Komplexes an die
Plasmamembran ist nicht vollstandig geklart. Sowohl die Existenz eines B-Zell-
Analogons von LAT, als auch eine direkte Interaktion mit dem BCR (Engels et. al,
2001) wird diskutiert.

1.2 Ca*'-Einstrom iiber die Plasmamembran: Calciumionenkanile

In elektrisch erregbaren Zellen, wie Muskel-, Nerven oder endokrinen Zellen,
vermitteln hoch selektive spannungsabhangige Ca?*-Kanale den Ca?*-Einstrom in die
Zelle in Folge einer Depolarisierung der Plasmamembran. Diese Kanale produzieren
Ca?*-Strdme mit unterschiedlichen elektrophysiologischen und pharmakologischen
Eigenschaften, die in L- (,long-lasting®), N- (,neuron®), P- (,Purkinje®), Q- , R-
(,resistant), und T- (,transient‘) Typen eingeteilt werden (zur Ubersicht Catterall,
2000). In Skelettmuskeln interagieren aktivierte Kanale (Ca,1.1) direkt mit
Ryanodinrezeptoren des SRs und bewirken neben ihrer eigenen Kanalfunktion auf
diese Weise mittelbar einen cytosolischen Ca?-Anstieg (Catterall, 2000).
Spannungsabhangige Kanale bilden heteromultimere Komplexe, wobei die o1-
Untereinheit Uber vierfach wiederholte Einheiten mit je sechs Transmembran-

domanen den eigentlichen lonenkanal formiert (Tanabe et al., 1987).

Spannungsunabhangige Ca®*-permeable Kanile tragen zu zahlreichen unter-

schiedlichen Ca?*-Einstrom-Wegen mit diversen physiologischen Funktionen, z.B. in
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Zellen des Immunsystems, Endothel- und Epithelzellen oder Zellen des

Nervensystems, bei.

Eine Einteilung der spannungsunabhangigen Ca®**-Kanale nach Aktivierungs-
mechanismen oder physiologischen Eigenschaften wurde von diversen fihrenden
Arbeitsgruppen auf diesem Gebiet vorgenommen (z.B. Fasolato et al., 1994; Barrit,
1999). Barrit (1999) unterscheidet Kanaltypen nach ihrem Aktivierungsmechanismus
in ligandenkontrollierte Kationenkanale (LGCC) und rezeptoraktivierte Ca?*-Kanéle
(RACCQC).

LGCC zeigen geringe Kationenselektivitit, kdnnen aber einen substantiierten Ca**-
Einstrom nach Ligandenbindung vermitteln. Zu den LGCC zahlen Neurotransmitter-
Rezeptoren, wie Serotoninrezeptoren, nAChRs (,nicotinic acetylcholine receptors®)
und NMDA-Rezeptoren (N-Acetyl-D-Aspartat-Rezeptoren) (zur Ubersicht Carafoli
und Klee, 1999; Nowycky und Thomas, 2002).

RACCs sind als Plasmamembran-Kanale definiert, die nach Bindung eines Agonisten
an seinen Rezeptor gedffnet werden, wobei das Rezeptorprotein vom Kanalprotein
getrennt ist und der Offnungsmechanismus keine Depolarisation der Plasma-
membran erfordert (Putney und Bird, 1993; Fasolato et al., 1994; Berridge 1995;
Clapham, 1995-a; Parekh und Penner, 1997). RACCs umfassen eine Vielzahl von
Kanaltypen, die sich sowohl im Hinblick auf die lonenselektivitat als auch die
Aktivierungsmechanismen erheblich unterscheiden koénnen, so dass eine weitere
Differenzierung dieser Kanale in ROCs (,Receptor operated channels“) und SOCs

(,Store-operated Channels®) sinnvoll ist (z.B. Berridge, 1997).

Eine wichtige Gruppe der ROCs sind CNG-lonenkanale (,Cyclic nucleotide-gated),
die Uber cyclische Nukleotide aktiviert werden. CNG-Kanale sind nicht selektive
Kanale, die durch direkte Bindung von cAMP oder cGMP gedffnet werden (zur
Ubersicht Kaupp und Seiffert, 2002). Zuerst wurden diese Kandle in retinalen
Photorezeptoren und olfaktorischen Rezeptoren in Neuronen des Geruchsepitels
identifiziert (Haynes und Yau, 1985; Nakamura und Gold, 1987). Obgleich sie kaum
spannungsabhangig sind, gehoéren sie aufgrund lhrer hetrerotetrameren Struktur mit
je sechs Transmembrandurchgdngen (Analogie zu spannungsabhangigen K-
Kanalen) zur Superfamilie der Spannungsabhangigen lonenkanale (Kaupp und
Seiffert, 2002).

Wahrend die bislang vorgestellten lonenkanaltypen in Bezug auf Struktur und

Regulation gut verstanden werden, besteht fur die RACC-Subgruppe der



Einleitung 8

speicherregulierten Ca**-Kanale (,store operated channels“ (SOC) oder ,capacitative
Ca**-entry* (CCE)) ein unvollstandiges Bild tber Struktur, Regulation und Aktivierung
dieser lonenkanale (Lewis und Cahalan, 1989; Hoth und Penner, 1992; Putney und
Bird, 1993; Berridge 1995; Clapham, 1995-a; Birnbaumer et al., 1996; Friel, 1996;
Lepple-Wienhues und Cahalan, 1997; Montell, 1997; Parekh und Penner, 1997). Die
Hypothese der SOCs basiert auf der Vorstellung, dass diese Kanale nach einem
Abfall der Ca**-Konzentration in IPs-sensitiven Speichern geéffnet werden (Casteels
und Droogmans, 1981; Putney, Jr., J. W., 1986; Putney und Bird, 1993).

1.2.1 Das Konzept des speicherregulierten Ca**-Einstroms (SOC)

Fur die Aktivierung des Einstroms von Ca®" (iber die Plasmamembran nach
Rezeptoraktivierung, der nicht Uber CNG-Kanale erfolgt, wie z.B. in Zellen des
Immunsystems werden diverse Mechanismen diskutiert (zur Ubersicht Zitt et al.,
2002), die bis heute auf molekularer Ebene ungeklart sind. Dabei wird dem Einstrom
Uber Plasmamembrankanale, die nach Depletion IP3-sensitiver Speicher aktiviert
werden, eine zentrale Rolle zugeschrieben (Putney, 1986; Putney 1990; Berridge,
1995; Parekh und Penner, 1997). Ahnlich einem Kondensator im elektrischen
Stromkreis verhindern IPs-sensitive Speicher dabei einen Ca?*-Einstrom, wenn sie
gefilllt sind, und férdern den Ca®*-Einstrom ins Cytosol, sobald sie geleert sind
(daher auch kapazitativer Einstrom (Putney, 1986)). Die Bezeichnung des
kapazitativen Ca*-Einstroms mit der implizieten Analogie zu elektrischen
Kondensatoren beschreibt den Mechanismus nicht exakt, so dass der Begriff der

,store operated channels® (SOC) vorgeschlagen wurde (Clapham, 1995b).

Die Hypothese der SOCs wurde mittlerweile experimentell in vielen Punkten
bestatigt. Ein Pionierexperiment war die Untersuchung des Ca**-abhangigen K'-
Einstroms in azindsen Zellen der Parotis (Ohrspeicheldrise) einer Ratte (Putney,
1976a). Dabei wurde die submembrane cytosolische Ca?*-Konzentration (iber den
Efflux von “?K* und ®%Rb* durch Ca?'-abhingige K'-Kanile gemessen. Die
Applikation von Carbachol flhrte zu einer biphasischen Freisetzung des Radio-
isotops aus 2°Rb*-beladenen Zellen. Die schnelle transiente Effluxphase war dabei
von extrazellularem Ca?* unabhingig, wohingegen ein dauerhafter Ausstrom von
%Rb* sowohl durch Chelatierung von extrazellularem Ca?* als auch durch Zugabe
von La* unterbunden wurde. Unidirektionale Einstromstudien belegten die

Aufnahme von “*°Ca?* nach Carbachol-Stimulation von azinésen Ohrspeicheldriisen-
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zellen (Putney, 1976b). In spateren Arbeiten wurden, auch aufgrund der Entwicklung
Ca**-sensitiver Fluorophore (Grynkiewicz et al., 1985; Tsien et al., 1985; Poenie et
al., 1985), weitere experimentelle Beweise fiir den Mechanismus des Ca**-Einstroms
Uber SOCs erarbeitet (zur Ubersicht Putney 1990; Parekh und Penner, 1997).

Ein wichtiges Instrument zur Untersuchung von SOCs ist der SERCA-Inhibitor
Thapsigargin, ein Sesquiterpenlacton aus Thapsia garganica, das durch Hemmung
mikrosomaler ATPasen zur passiven Entleerung des ER aufgrund spontaner Ca**-
Durchlassigkeit fuhrt (Thastrup et al., 1989; Thastrup et al., 1990). Thapsigargin
erlaubt die Untersuchung von SOCs unabhangig von einer Rezeptoraktivierung. In
diversen nicht elektrisch erregbaren Zellen wurde dadurch gezeigt, dass ein Ca**-
oder Mn?-Einstrom unabhangig von rezeptoraktivierenden Liganden erfolgt
(Takemura et al., 1989; Merrit et al, 1989).

Elektrophysiologische Untersuchungen der lonenselektivitat und Leitfahigkeit von
SOCs zeigen erhebliche Unterschiede in diversen Zellsystemen (zur Ubersicht
Parekh und Penner, 1997; Fasolato und Nilius, 1998). Zudem gibt es Hinweise, dass
in manchen Zellsystemen zusatzlich nicht-selektive lonenkanale (Krause et al., 1996)

oder mehrere SOCs (Zimmermann, 1998) aktiviert werden.

1.2.2 ,,Ca**-release-activated current® (Icrac)

Eine umfangreiche elektrophysyologische Studie des Ca?*-Einstroms in Mastzellen
von Hoth und Penner (1992) fiihrte zur Beschreibung eines Stroms, der als ,Ca®*-
release-activated current” (lcrac) beizeichnet wurde. Dieser Strom wurde nach
Speicherdepletion durch IP3 in Gegenwart des Ca**-Chelators EGTA im Cytosol zur
Unterbindung von Ruckkopplungseffekten gemessen. Zu den charakteristischen
Eigenschaften von CRAC-Kanalen zahlen eine sehr geringe Leitfahigkeit von 24fS
und eine sehr hohe Spezifitat fir Ca®* (Ca®>Ba?**>Mn?), die bei anderen SOC-
vermittelten Strémen und auch bei spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen nicht
beobachtet wird ((Hoth und Penner, 1993). Icrac zeigt eine charakteristische Strom-
Spannungs-Abhangigkeit und ist vom Membranpotential unabhangig (Parekh und
Penner, 1997). Durch bi- und trivalente Kationen in der Reihenfolge La**>Zn?*>Cd**>
Be?*=Co%"'=Mn?*>Sr**>Ba?" wird Icrac inhibiert, wobei fur Mn?*, Sr** und Ba*" eine
kompetitive Hemmung und fir die ubrigen Kationen eine Blockierung der Kanale
angenommen wird (Parekh und Penner 1997). Icrac Wurde in einer Reihe von Zellen

nachgewiesen, darunter mit Makrophagen und T-Zellen in weiteren Zelltypen des
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Immunsystems (Fasolato et al., 1993; Zweifach und Lewis, 1993; McDonald et al.,
1993; Malayev und Nelson, 1995; Somasundaram et al., 1995; Zhang und
McCloskey, 1995; Delles et al., 1995). Icrac ist dabei nur Uber die Eigenschaften im
Hinblick auf die lonenselektivitat und Stromstarke unter bestimmten Bedingungen
definiert und erfordert nicht zwangslaufig die Depletion IP3s-sensitiver Speicher
(Krause et al., 1999).

1.2.3 Aktivierungsmechanismen von speicherregulierten Ca**-Kanilen

Entgegen der Tatsache, dass die Depletion IPs-sensitiver Speicher als entscheiden-
der Schritt der Aktivierung von SOCs in vielen Arbeiten hinreichend bewiesen wurde,
und die elektrophysiologischen Eigenschaften vieler SOCs charakterisiert wurden, ist
die Frage, wie die Information (iber den Beladungsstand der intrazelluldren Ca?*-
Speicher an die Plasmamembran weitergeleitet wird, um dort die Ca**-Kanale zu
aktivieren, weitgehend ungeklart. In diversen Arbeiten wurden Hinweise fur

hauptsachlich drei unterschiedliche Modelle der SOC-Aktivierung erarbeitet.

1.2.3.1 Ca®*-Influx-Faktor

Hinweise fur die Existenz eines mobilen Botenstoffes, der nach Speicherentleerung
entsendet wird, wurden durch Arbeiten an Xenopus-Oocyten (Parekh et al., 1993)

und der humanen T-Zelllinie Jurkat (Randriamampita und Tsien, 1993) gefunden.

Randriamampita und Tsien praparierten Extrakte aus Jurkat-Zellen, die mit
Haemagglutinin stimuliert wurden. Diese Extrakte waren in der Lage, unabhangig von
der Entleerung IPs-sensitiver Speicher den Ca**-Einstrom Uber die Plasmamembran
in diversen Zellen zu aktivieren, auch nach extrazellularer Applikation. Weitere
Charakterisierungen des postulierten ,calcium-influx-factors® (CIF) ergaben, dass es
sich um eine Substanz mit einem Molekulargewicht von <500Da handelt, die offenbar
Uber Dephosphorylierung inaktiviert wird, da Phosphataseinhibitoren die Ca’*-

Antwort Uber den CIF erhdhen (Randriamampita und Tsien, 1995).

Parekh et al. (1993) aktivierten Xenopus-Oocyten und zeigten durch elektro-
physiologische Untersuchungen, dass eine Exzision der Membran-Patches von der
Plasmamembran den gemessenen lonenstrom unterband. Der Strom wurde nach
Relokalisierung der Patches in die Zellmembran wieder hergestellt. Dieser Ca*'-
Einstrom ist Phosphataseinhibitor-sensitiv und wurde auch von Jurkat-Extrakten

hervorgerufen (Thomas und Hanley, 1995). Obgleich der CIF seit den ersten
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Experimenten von Randriamampita und Tsien (1993) und Parekh et al. (1993) weiter
aufgereinigt werden konnte (Kim et al., 1995) und andere aktuelle Studien die
Existenz von CIF untermauern (Csutora et al., 1999), gibt es bis heute keine weitere
chemische Charakterisierung des CIF, und die Existenz dieses Faktors wird in
anderen Arbeiten kritisch beurteilt (Bird et al., 1995; Gilon et al., 1995).

In weiteren, nicht abschlie3end bestatigten Studien wird die Beteiligung von cGMP
(Xu et al., 1994) oder die Beteiligung von Gpy-Untereinheiten, moglicherweise in
Zusammenhang mit mobilen Faktoren, diskutiert (von zur Muahlen et al.,, 1991;
Krautwurst et al, 1992; Berven et al.,, 1994; Fasolato et al., 1994; lwasawa et al.,
1997; Macrez-Leprétre et al, 1997; Parekh und Penner, 1997).

1.2.3.2 Protein-Protein-Interaktion

Unter der Annahme einer Analogie zu spannungsabhangigen Ca®*-Kanalen wurde
die Hypothese aufgestellt, SOC wirden Uber direkte Protein-Protein-Wechselwirkung
mit den Ca**-Speichern aktiviert (Irvine, 1990; 1992). Berridge (1995) erweiterte
diese Hypothese durch das ,conformational-coupling-model“, in dem er eine direkte
Interaktion des IPs;-Rezeptors nach Konformationsanderung bei depletierten Spei-
chern mit den SOC vorschlagt. Obgleich in einigen Studien Hinweise erarbeitet wur-
den, die mit dieser Hypothese in Ubereinstimmung zu bringen sind (siehe Abschnitt

1.3.3), ist die Relevanz eines solchen Mechanismus nicht vollstandig geklart.

1.2.3.3 ,Secretion-like coupling model®

Wahrend die beiden bislang vorgestellten Modelle der SOC-Aktivierung von einer
konstanten Anzahl von Kanalen in der Plasmamembran ausgehen, wird im Modell
des ,secretion like couplings® (Patterson et al., 1999) die Mdglichkeit diskutiert, dass
eine schnelle und effektive Regulation der Anzahl von Kanalen oder Kanalaktivatoren
in der Plasmamembran der entscheidende Parameter des speichregulierten Ca®*-
Einstroms ist (Yao et al., 1999; Patterson et al. 1999).

Yao et al. (1999) zeigten, dass der Ca**-Einstrom in Xenopus-Oocyten durch eine
konstitutiv aktive Form des kleinen G-Proteins Rho inhibiert und durch Inaktivierung
von wt-Rho verstarkt wurde. Generell sind kleine G-Proteine haufig in den Transport
von Vesikeln oder vesikularen Proteinen involviert (Van Aelst und D’Souza-schorey,
1997). Zudem wurde von Yao et al. (1999) die Notwendigkeit des Proteins SNAP-25
fiir den Ca®*-Einstrom in Xenopus-Oocyten gezeigt. SNAP-25 ist fiir das Andocken
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von Vesikeln an die Plasmamembran essentiell und steuert so den vesikularen

Transport an die Plasmamembran (Calakos und Scheller, 1996).

Diese Daten wurden durch Patterson et al. (1999) untermauert. Der Ca®*-Einstrom
nach Bradikinin- oder Thapsigargin-Stimulation wurde hier durch Jasplakinoid und
Calyculin A inhibiert. Wahrend Jasplakinoid die Polymerisation und Stabilisierung von
Aktinfilamenten bewirkt, ist Calyculin A ein Inhibitor der PPl und PP2A Phosphatasen
und fahrt zur Bildung von kondensierten Aktinschichten an der Plasmamembran.
Cytochalasin D hatte keinen Einfluss auf den Bradikinin-induzierten Ca?*-Einstrom,
stellte aber den Ca**-Einstrom (iber die Plasmamembran in Calyculin A-behandelten

Zellen wieder her.

Eine alternative Interpretation dieser Daten erfolgte durch Rosado und Sage (2000),
die ebenfalls einen Einfluss von G-Proteinen auf den Ca?*-Einstrom in humanen
Thrombocyten zeigen konnten. Sie schlagen ein Modell vor, in dem ein reversibler

Transport von ER-Teilen an die Plasmamembran nach Speicherentleerung erfolgt.
1.3 Die ,,Transient Receptor Potential“-Proteinfamilie

Trotz der intensiven wissenschaftlichen Arbeit auf dem Gebiet des
speicherregulierten Ca®*-Einstroms seit 1976 besteht ein unvollstindiges Bild iber
die beteiligten Proteine und die Struktur der Kanale. Aussichtsreichste Kandidaten fur
SOC-bildende Komponenten sind Mitglieder der in den letzten Jahren rasant
anwachsenden Familie der ,transient receptor potential® (TRP)-homologen Proteine
(zur Ubersicht Zitt et al., 2002; Vennekens et al., 2002).

Im Gegensatz zu Photorezeptoren in Vertebraten, ist der Mechanismus der
Phototransduktion in Drosophila melanogaster Uber G-Proteine an PLC gekoppelt
(zur Ubersicht Hardie und Minke, 1995; Hardie und Raghu, 2001). Versuche, die
Komponenten dieses Mechanismus aufzuklaren, flhrten zur ldentifikation einer
Mutante, die im Gegensatz zu wt-Drosophila nur ein transientes lichtinduziertes
Rezeptorpotential aufbaut (Pak et al., 1970). Aus genetischen Untersuchungen ging
hervor, dass diese Mutante defizient fur ein Gen ist, das als trp (,transient receptor
potential“) bezeichnet wurde (Montell und Rubin, 1989). Hardie und Minke (1992)
vermuteten, dass trp fiir einen Ca*-Kanal codiert, weil das fehlende dauerhafte
Rezeptorpotential in TRP-Mutanten durch eine verminderte Permeabilitdt der
Plasmamembran fiir Ca®* bedingt ist. Aus der Aminosduresequenz postulierten

Phillips et al. (1992) eine grol’e Strukturhomologie von TRP sowie dem eng
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verwandten TRPL (,TRP-like“) zu spannungsabhangigen Kanalen. Wahrend TRPL-
defiziente Mutanten einen reduzierten lichtinduzierten Einstrom von Ca* mit
veranderten Kanaleigenschaften zeigen, sind TRP/TRPL doppelt defiziente Mutanten
nicht in der Lage, einen Ca?*-Einstrom nach Lichtinduktion aufzubauen (Hardie et al.
2001). Eine Speicherabhangigkeit dieser Ca?*-Kanale muss nach Untersuchungen in
|Ps-Rezeptor-negativen Mutanten, die einen Ca?*-Einstrom (iber die Plasmamembran
zeigen, angezweifelt werden (Acharya et al., 1997; Raghu et al., 2000). Eine
alternative Hypothese, wonach die Aktivierung von TRP/TRPL DAG abhangig ist,
wurde durch Stimulation von isolierten Drosophila Photorezeptorzellen mit mehrfach
ungesattigten Fettsauren (Chyb et al., 1999) und durch Untersuchungen an einer
DAG-Kinase-defizienten Mutante (rgdA) gefestigt (Raghu et al., 2000).

Ein wichtiger Aspekt, sowohl der Drosophila-Phototransduktion als auch des Ca®*-
Einstroms generell, ist die Organisation des Signalkomplexes. In diesem Zusammen-
hang wurde in Drosophila melanogaster das Adapterprotein INAD identifiziert, das
Uber fiinf PDZ-Doménen (zur Ubersicht Fanning und Anderson, 1999) Komponenten
wie TRP, TRPL, PLCpB, Rhodopsin sowie PKC rekrutieren kann und zudem in der
Lage ist, homomere Komplexe zu bilden (Tsunoda und Zuker, 1999; Hardie et al.,
2001).

Im Verlauf der letzten Jahre wurde eine Vielzahl von TRP-homologen Proteinen aus
Ceanorhabditis elegans (13 Gene) (Harteneck et al., 2000) und diversen Sauger-
Genomen kloniert (zur Ubersicht Clapham et al., 2001; Vennekens et al., 2002; Zitt et
al., 2002). In humanen Zellen wurden bislang 18 und in murinen Zellen 20 Gene
identifiziert, die fur TRP-homologe Proteine codieren. Harteneck et al. (2000)
erarbeiteten anhand der C. elegans-TRP-Gene einen ersten Vorschlag, die zunachst
verworrene Nomenklatur dieser Proteine zu ordnen. In Anlehnung an die Einteilung
in STRP (,short®), LTRP (,long“) und OTRP (,Osm-9-like“) nahmen Clapham et al.
(2001) eine Einteilung der Sauger-Homologen in die Subfamilien TRPC (,canonical®),
TRPM (,melastatin®) und TRPV (,vanilloid®) vor.

Als gemeinsames Strukturmerkmal weisen alle bekannten TRP-Proteine sechs
Transmembranregionen (TM) auf, wobei die Schleife zwischen TM 5 und 6 als
membranstandig postuliert wird und vermutlich die Porenregion ausbildet (Wes et al.,
1995; Harteneck et al., 2000; Clapham et al., 2001). In Analogie zu
spannungsabhangigen Ca®"-Kanélen, oder auch CNG-Kanalen wird fiir die Bildung

eines Kanals die Oligomerisierung von vier TRP-Proteinen angenommen, wobei
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sowohl rein homomere Kanale, als auch heteromere Strukturen diskutiert werden
(Birmbaumer et al., 1996). Die terminalen Regionen sind cytosolisch und weisen bei
TRPC und TRPV am N-Terminus zwei bis vier Ankyrin-ahnliche Wiederholungen
sowie bei TRPC eine ,coiled-coil“-Domane auf. Die C-Termini von TRP-Proteinen
sind sehr variabel und weisen einige interssante Strukturmerkmale auf (Abschnitt
1.3.1- 1.3.3). Tang et al. (2001) zeigten in einer in vitro-Studie, dass die C-Termini
aller TRPC-Proteine Calmodulin- und IP3-R-Bindemotive aufweisen. In TRPC-
Proteinen ist nahe der sechsten TM-Region das Aminosauremotiv. EWKFAR
konserviert mit einer daran anschliefenden Prolin-reichen Region, die auch in
TRPM-Proteinen vorhanden ist (Wes et al., 1995; Friedrich, 2001; Clapham et al.,
2001; Vennekens et al., 2002; Zitt et al., 2002). Die Peptidlange der Proteine variiert
von 500AS bei Mitgliedern der TRPC-Familie bis zu 2000AS bei Mitgliedern der
TRPM-Familie. Basierend auf Sequenzvergleichen ergibt sich fur die TRP-Proteine

der in Abb. 1.1 dargestellte phylogenetische Stammbaum.

TRP
TRPL

TRPC1

——— TRPC4
L———— TRPC5

E TRPC3
TRPC?

TRPM7

1 || —— TRPC6
TRPC2
_‘ TRPV1
TRPV2
TRPV4 Abb. 1.1 Phylogenetischer Stamm-
— —— TRPVS
| TRPVE baum der TRP-Protein-
familie
TRPM2
I TRPMS Phylogenetische Zusammenhange in der
— TRPM5 TRP-Proteinfamilie wurden anhand der
l TRPM4 ,heighbour-joining-method“  (Saitou und
41 TRPM3 Nei, 1987) analysiert. Die evolutionare
TRPM1 Distanz wird durch die Zweiglange
TRPM6
4' angegeben (Clapham et al., 2001).



Einleitung 15

1.3.1 Die TRPV-Subfamilie

Derzeit sind funf TRPV-Proteine bekannt, die aufgrund ihrer strukturellen
Eigenschaften in drei Untergruppen eingeteilt werden koénnen (TRPV1/2, TRPV4,
TRPVS5/6). Die Kanaleigenschaften, sowie bekannte Aktivierungs- und
Regulationsmechanismen sind in Tab. 1.1 zusammengefasst (zur Ubersicht
Gunthorpe et al., 2002).

Das derzeit am besten untersuchte Protein dieser Subfamilie ist der Vanilloidrezeptor
(TRPV1), der nicht durch Thapsigargin, aber durch Capsaizin, einer Pfeffersubstanz,
und auch durch moderate Hitze (>43°C) und niedrige pH-Werte (<5,9) aktivierbar ist
(Caterina et al.,, 1997; Garcia-Martinez et al., 2000; Jordt und Julius, 2002).
Premkumar und Ahern (2000) konnten zudem die Aktivierung von TRPV1 durch PKC
zeigen. Untersuchungen an einer TRPV1-defizienten Maus bestatigen, dass dieses
Kanalprotein zur Reaktion auf schmerzhafte Substanzen sowie thermale Stimuli
beitragt (Caterina et al., 2000).

TRPV2 ist 50% identisch zu TRPV1, insensitiv gegenuber Capsaizin sowie niedrigen
pH-Werten und bendtigt Temperaturen >52°C zur Aktivierung (Caterina et al., 1999).
Im Vergleich zu TRPV1, das nur in sensorisch neuronalen Geweben exprimiert wird,
impliziert die Prasenz von TRPV2 in nicht-sensorischen Geweben andere Funktionen
(Caterina et al., 1999). Kanzaki et al. (1999) fanden einen durch IGF-1 (,insuline-like-

growth factor®) stimulierten Transport von TRPV2 an die Plasmamembran.

TRPV4 bildet einen nicht selektiven Kanal, der durch einen Abfall der Osmolaritat im
Extrazellularraum, oder auch durch Phorbolester-Derivate aktiviert wird (Strotmann et
al., 2000; Liedke, et al., 2000; Wissenbach et al., 2000; Watanabe et al., 2002).

TRPVS5 und TRPV6 =zeigen in hetrerologen Expressionssystemen elektro-
physiologische Eigenschaften, die im Hinblick auf die lonenselektivitat Icrac sehr
ahneln (Vennekens et al., 2000; Nilius et al., 2000; Yue et al., 2001; Vennekens et
al., 2001; Nilius et al., 2001). TRPVS wird in allen untersuchten Geweben gemeinsam
mit Calbindin exprimiert, und es wird eine Funktion bei der aktiven Reabsorbtion von
Ca?* in der Niere angenommen (Hoenderop et al., 2002; Muller et al., 2001;
Hoenderop et al., 2000). Untersuchungen von TRPV6 nach heterologer Expression
in CHO-K1-Zellen veranlassten Yue et al. (2001) zu der Annahme, TRPVG6 sei
zumindest am CRAC-Kanal beiteiligt.
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Tab. 1.1 Funktionale Eigenschaften von Kanalproteinen der TRPV-Subfamilie (Referenzen

siehe 1.3.1)

Name Selektivitat | Elnzelkanal- Regulation Expressionsverteilun

(PcalPya) leitfihigkeit (pS) 9 P g

3 (Hitze) 2+ ... | Capsaizin, Rickenmark, sensorische
TRPVI(VR1) | 9 (vanilioiq) | 32110 (Ca”rel) | e ke Neuronen
TRPV2 (VRLA1, 3 nicht bestimmt Hitze, Wachs- Rickenmark, Gehirn, Milz,
GRC) tumsfaktoren Darm, sensorische Neuronen
TRPV4 Osmolaritat, .
(OTRPC4, 6 90 Phorbolester- g':r:ﬁn Stﬁﬁéﬂ‘f"e'”’ O,
TRP12) Derivate ’

. . 7F

TRPVS5 (ECaC2, | .10, 75 glegiré%Zr[dC; J: | Darm, Niere, Plazenta,
CaT2) (Ca**-frei) pIF:ation Gehirn, Pankreas
TRPV6 (ECaC1, 42-58 — 2+ | Darm, Plazenta, Prostata,
CaT1) >100 (Ca**-frei) niedrige [Ca™} | b\ feas

1.3.2 Die TRPM-Subfamilie

Die Subfamilie der TRPM-Proteine umfasst derzeit acht Mitglieder, die aufgrund ihrer
Struktur in vier Untergruppen eingeteilt werden koénnen (TRPM1/3, TRPM2/8;
TRPM4/5, TRPM6/7). Die bekannten Eigenschaften der Kanalproteine sind in Tab.

1.2 zusammengestellt.

TRPM1 vermittelt den Ca**-Einstrom nach heterologer Expression in HEK293-Zellen
und wird Uber eine kurze cytosolische Isoform dieses Proteins negativ reguliert (Xu et
al., 2001). Offenbar korreliert die Expression von TRPM1 reziprok mit der
Metastasierungsrate von Melanomzellen (Xu et al., 2001). Zu TRPM3 existieren

derzeit keine Daten.

TRPMS ist ein Ca**-permeabler Kanal, der durch Temperaturen <26°C und durch
Bindung ,kalter” Substanzen wie Menthol aktiviert wird (McKemy et al., 2002; Peier et
al., 2002).

Ein besonders interessantes Mitglied dieser Subfamilie ist TRPM2 (Nagamine et. al.,
1998). Dieses Kanalprotein (1503AS) enthalt am cytosolischen C-Terminus eine
NUDT9-homologe Domane. Diese Domane ist in der Lage, als ADP-
Pyrophosphatase zu fungieren, und Einzellkanalmessungen zeigen Hinweise, dass
ADP-Ribose den Kanal aktiviert (Perraud et al., 2001, Sano et al.,, 2001). Ein
Zusammenhang zwischen der enzymatischen Aktivitat und dem
Offnungsmechanismus des Kanals ist daher moglich. Hara et al. (2002) konnten
zudem sowohl nach heterologer Expression in HEK293-Zellen als auch durch
.=antisense“-Experimente eine Aktivierung durch H,O, und damit eine Sensitivitat

gegenuber einer Veranderung des Redox-Status nachweisen, die vermutlich auf eine
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agonistische Bindung von B-NAD" (Nikotinamidadenindinukleotid) an das MUtT-Motiv
der NUDT9-Domane zurickzufuhren ist (Hara et al., 2002) .

Wahrend zu TRPM6 derzeit keine Daten vorliegen, handelt es sich bei TRPM7
(1863AS) um ein weiteres TRP-Protein mit enzymatischer Aktivitat. Allerdings wird
kontrovers diskutiert, ob die C-terminale Kinasedomane, die eine Reihe von
Substraten einschliellich TRPM7 selbst phosphorylieren kann, einen Einfluss auf
den Offungsmechanismus des Kanals hat (Runnels et al., 2001; Nadler et al., 2001;
Hermosura et al., 2002). Runnels et al. (2002) fanden in Herzzellen und heterologen
Expressionssystemen eine Inaktivierung von TRPM7 durch PLC-vermittelte
Hydrolyse von PIP,. Die Unterbrechung des TRPM7-Gens durch homologe

Rekombination in DT40-Zellen erwies sich als letal (Nadler et al., 2001).

Tab. 1.2 Funktionale Eigenschaften von Kanalproteinen der TRPM-Subfamilie (Referenzen

siehe 1.3.2)
Name Selektivitit | Einzelkanal- Regulation Expressionsverteilung
(Pca/Pna) leitfahigkeit (pS)
TRPM1 nicht
(Melastatin, selektiv nicht bestimmt Translokation? | Auge
LTRPC1)
TRPM2 . . .
(TRPC7, 0,3 nicht bestimmt | 70 "KP0se, | fotales und adultes BePlm, |
LTRPC2) 22 , -unge, Wiz, AU
TRPM3 ”'Ch? nicht bestimmt nicht bestimmt | nicht bestimmt
bestimmt
TRPM4 hicht . nicht bestimmt nicht bestimmt | Prostata, Luftrohre, Herz
selektiv
TRPM5 mch’; nicht bestimmt nicht bestimmt | Darm, Leber, Lunge, Niere
bestimmt
TRPM6 nicht . : : : . .
(ChaK2) bestimmt nicht bestimmt nicht bestimmt | nicht bestimmt
2+
TRPM7 (ChaK1, | 0,34 105 I\Pﬂr?os_fop’ner- Niere, Herz, Leber, Milz
TRP-PLIK) (PcalPcs) ung phory Lunge, Gehim
TRPMS8 (CMR1, 392 83 Kalte (<26°C), Prostata, dorsale
TRP-p8) ' Menthol Wurzelganglien

1.3.3 Die TRPC-Subfamilie

TRPC-Proteine zeigen die engste strukturelle Verwandtschaft zu den
,Grundungsmitgliedern“ der TRP-Proteinfamile aus Drosophila melanogaster. Bislang
sind aus dem Mausgenom sieben und aus dem Humangenom finf TRPC-Proteine
identifiziert, die nach ihren strukturellen und funktionellen Eigenschaften in die
Subgruppen TRPC1, TRPC3/6/7, TRPC4/5 und TRPC2 unterteilt werden kdnnen.
Die zuerst klonierte cDNA dieser Subfamilie kodiert fir TRPC1 (Wes et al., 1995; Zhu

et al., 1995). TRPC1 hat eine zentrale Bedeutung in der vorliegenden Arbeit und wird
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daher in Abschnitt 1.3.3.1 explizit vorgestellt. Mittlerweile liegen fir TRPC-Proteine
eine Vielzahl von zum Teil widerspruchlichen Daten, sowohl aus heterologen
Systemen als auch aus ,antisense“-Experimenten in diversen Zellsystemen vor (zur
Ubersicht Zitt et al., 2002). Die funktionalen Eigenschaften dieser Proteine sind in

Tab. 1.3 zusammengefasst.

Wahrend TRPC2 im menschlichen Genom ein Pseudogen zu sein scheint
(Wissenbach et al., 1998), wurden in der Maus vier Isoformen gefunden, von denen
die kiurzeren Isoformen o und B dem Rattenhomolog ahneln (Liman et al., 1999;
Vannier et al.,, 1999; Hofmann et al., 2000). TRPC2 ist u.a. im Vomeronasalorgan
von Ratten (Liman et al., 1999) und in den Képfen von Mausspermien (Jungnickel et
al. 2001) lokalisiert. Heterologe Expression der langeren Isoformen A und B in COS-
M6-Zellen filhrt zur Erhéhung des Thapsigargin- und Rezeptor-induzierten Ca**-Ein-
stroms (Vannier et al. 1999). Die Isoformen o und B sind nach Expression in
HEK293-Zellen nicht auf der Plasmamembran lokalisiert und haben keinen Einfluss
auf den Ca?*-Einstrom iiber die Plasmamembran. Méglicherweise ist TRPC2 an dem

Ca®*-Signal in Spermien nach Fertilisation beteiligt (Jungnickel et al., 2001).

TRPC3, TRPC6 und TRPC7 sind zu 75% identisch, bilden Kanadle mit geringer
lonenselektivitat und sind auf PKC-unabhangige Weise durch DAG-Analoga
stimulierbar (Hofmann et al., 1999; Okada et al., 1999). Die Daten bezuglich der
Speicherabhangigkeit von TRPC3 sind widerspruchlich. Insbesondere in Zusammen-
hang mit der Beschreibung der Interaktion des IP;-Rezeptors mit TRPC3 (Kiselyov et
al., 1998; Kiselyov et al., 1999; Boulay et al., 1999; Lockwich et al., 2001) wurde
zunachst eine Speicherregulierung von TRPC3 postuliert, die auch in einigen Studien
beobachtet wurde (Zhu et al., 1996; Preuss et al., 1997; Groschner et al. 1998; Wu et
al., 2000). Dagegen charakterisierten Zitt et al. (1997) TRPC3 als Ca®*-abhangigen,
konstitutiv aktiven Kanal, der nicht speicherreguliert ist. Die TRPC3-IP3-R-Interaktion
erfolgt Uber eine Calmodulin-Bindungsdomane in TRPC3, die bei Aktivierung durch
den IP3-R besetzt wird (Zhang et al., 2000). Untersuchungen von Venkatachalam et
al. (2001) in TRPC3-exprimierenden wt- und IP3-R-defizienten-DT40-Zellen ergaben
keine  Speicherabhangigkeit, wohingegen Vazquez et al. (2001) eine
speicherregulierte Aktivierung auf IP3-R-abhangige und —unabhanige Weise fanden.
Auf den Thapsigargin-induzierten Ca®*-Einstrom Uber die Plasmamembran haben
sowohl TRPC6 als auch TRPC7 keinen Einfluss (Okada et al., 1999; Boulay et al.

1997). TRPCG6 ist ein essentieller Teil des a4-Adrenorezeptor-aktivierten Kationen-
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und hat

physiologische Funktionen in Herzzellen (Inoue et al., 2001). Hassock et al. (2002)

kanals in Kaninchen-Portalvenen-Myocyten somit madglicherweise
fanden Hinweise, dass TRPC6 den speicher-unabhdngigen Ca®*-Kanal in
Thrombocyten bildet. TRPC7 wurde bislang nur aus dem Mausgenom Kkloniert

(Okada et al., 1999).

Murines TRPC4 und TRPC5 kdnnen homomere Kationenkanale bilden, die sowonhl
nach Stimulation von Gg-gekoppelten Rezeptoren, als auch Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen aktiviert werden (Okada et al., 1998; Schéafer et al., 2000). Die Speicherab-
hangigkeit beider Kanalproteine ist nicht vollstandig geklart. Wahrend in ,antisense®-
Studien sowohl eine Beteiligung von TRPC4 an SOCs (Birmbaumer et al., 1996; Zhu
et al., 1996), als auch eine Abhangigkeit von DAG-Derivaten (Wu et al., 2002) be-
schrieben wurde, zeigen andere Daten eine konstitutive Aktivitat von TRPC4, die
nicht weiter durch PLC oder Speicherdepletion beeinflussbar ist (McKay et al., 2000).
Offenbar ist der Effekt von TRPC4 stark vom verwendeten Zellsystem abhangig. Ein
alternativer Mechanismus der Aktivierung konnte eine gemeinsame Rekrutierung von
PLC, TRPC4 und TRPC5 durch den ,Na‘/H"-exchanger regulatory factor‘ (NHERF)
sein, die durch Interaktion der NHERF-PDZ-Doméane mit der PDZ-Bindedomane von
TRPC4 und TRPC5 vermittelt wird (Tang et al., 2000). Die PDZ-Bindedomane von
TRPC4 kontrolliert zudem die Lokalisation in der Plasmamembran von HEK293-
Zellen (Mery et al.,, 2002). Untersuchungen an einer TRPC4-defizienten Maus
implizieren eine Funktion in der

Blutgefalien (Freichel et al., 2001).

Endothel-abhangigen Vasorelaxation von

Tab. 1.3 Funktionale Eigenschaften von Kanalproteinen der TRPC-Subfamilie (Referenzen
siehe 1.3.3/1.3.3.1)
Name Selektivitat | Einzelkanal- Regulation Expressionsverteilung
(Pca/Pna) leitfahigkeit (pS)
TRPC1 (TRP1) | Nicht nicht bestimmt | SPeicher- verbreitet
selektiv regulation?
Nicht . . Speicher- VVomeronasalorgan, Hoden,
TRPC2 (TRP2) bestimmt nicht bestimmt regulation? Herz, Gehirn, Spermien
TRPC3 (TRP3) | 1,5 66 DAG, IP-R | Sehim. Plazenta, Herz,
Muskel
Rezeptorge- Gehirn, Hoden, Plazenta,
$SE‘%4 (CCET, 7 41 steuert, Spei- Herz, Nebenniere,
cherdepletion Endothelzellen
Rezeptorge-
TRPCS (CCE2, 9 63 steuert, Spei- Gehirn, Hoden
TRP5) .
cherdepletion
TRPC6 (TRP6) | 5 35 DAG I&Lilgr%e, Gehirn, Muskel, Herz,
TRPC7 (TRP7) | 2 nicht bestimmt | DAG Hors Lunge, Auge, Miz,
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1.3.3.1 Struktur und Funktionen von TRPC1 (TRP1)

TRPC1 ist ein Uber die Spezies extrem homologes Protein (bovines, murines und
humanes TRPC1 sind zu >95% identisch). Derzeit sind fir murines TRPC1 vier
Spleillvarianten bekannt (Sakura und Ashcroft, 1997). Aus der AS-Sequenz des
776AS langen Maus-TRPC1B (in dieser Arbeit mTRP1B) wurden folgende
Strukturmerkmale postuliert (Wes et al., 1995; Minke und Selinger, 1996). Gemaf
der Hydrophobizitatsanalyse nach Kyte-Doolittle werden sechs Transmembran-
regionen (TM) im Bereich von AS 331-627 mit der potentiellen Porenregion (AS 538-
601) gebildet. Die cytosolische Schleife zwischen der zweiten und dritten TM ist
dabei mit 47 AS deutlich langer als die anderen Schleifen. Der cytosolische N-
Terminus enthalt drei Ankyrin-ahnliche Wiederholungen (AS 61-170) und eine
,coiled-coil“-Region (AS 220-265). Der cytosolische C-Terminus enthalt neben der fur
TRPC-Proteine typischen EWKFAR- und Prolin-reichen Region (AS641-675) eine
Dystrophin-ahnliche Domane (AS 683-776), die eine weitere ,coiled-coil*-Region
enthalt (AS 724-760). Das Konsensusmotiv flr die Aktin-Bindungsdomane von
Dystrophin (Vancompernolle et al., 1991; Vancompernolle et al., 1992; Prekeris et al.,

1996) ist allerdings nicht enthalten.

Erste elektrophysiologische Messungen an TRPC1-exprimierenden CHO-Zellen
ergaben eine geringe Selektivitat fir Ca** und Speicherabhangigkeit (Zitt et al.,
1996). Die Speicherabhangigkeit von TRPC1 wurde ebenso in vaskularen glatten
Muskelzellen beschrieben (Xu and Beech, 2001). In SF9-Zellen bildet TRPC1 einen
konstitutiv aktiven lonenkanal (Sinkins et al., 1998). Sowohl die Expression von
TRPC1, als auch die Injektion von ,antisense“-Konstrukten in Xenopus-Oocyten
zeigten keine Beeinflussung des speicher-abhangigen Ca**-Einstroms (Brereton et
al., 2000). Aus ,antisense“-Experimenten in HSG-Zellen (Liu et al., 2000) und in
A549 sowie Endothelzellen (Brough et al., 2001) geht hervor, dass endogenes
TRPC1 einen Einfluss auf den speicherregulierten, aber nicht den DAG induzierten
Ca?*-Einstrom hat. Singh et al. (2000) stellten fest, dass nach Expression einer
TRPC1-Mutante mit deletiertem cytosolischen C-Terminus ein deutlich hdherer
Einstrom von Ca?* nach Thapsigarginstimulation in HSG-Zellen erfolgte, als nach
Expression von wt TRPCA1.

Im Zusammenhang mit TRPC1 wurden die ersten Hinweise auf heteromere TRP-
Kanale gefunden. Strubing et al. (2001) zeigten, dass nach Co-Expression von

TRPC1 und TRPC5 Kanale mit vollstandig veranderten Kanaleigenschaften, wie z.B:
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einer Spannungsabhangigkeit, entstehen. Eine Interaktion von TRPC1 und TRPC5
konnte durch Co-Prazipitation nachgewiesen werden. Die Co-Expression von TRPC1
und TRPC3 fuhrte ebenfalls zu veranderten Kanaleigenschaften (Linschinger et al.,
2000). Diese Daten wurden durch ,antisense“-Experimente mit TRPC1- und TRPC3-
Konstrukten bestatigt, in denen ein wesentlich grélRerer Effekt durch kombinierte
TRPC1/TRPC3-,antisense“-Konstrukte auftrat, als durch einzelne Konstrukte (Wu et
al., 2000). Friedrich (2001) konnte nach transienter Expression in COS-Zellen
TRPC1 mit TRPC2 und TRPC3 co-prazipitieren. In dem gleichen Modelsystem fand
er zudem eine Interaktion von TRPC1 mit LAT. Ein weiterer Interaktionspartner mit
entfernter Verwandtschaft zu TRP-Proteinen ist PKD2 (,polycystic kidney disease®),
das sowohl uber den C-Terminus, als auch Uber Transmembranbereiche mit TRPC1
interagiert (Tsiokas et al., 1999). Rosado und Sage (2000) zeigten eine von der
Depletion des ER abhangige Interaktion von endogenem TRPC1 mit dem IP3-R in
Blutplattchen. Weitere Studien zeigen, dass eine Reorganisation des Cytoskeletts flr
den speicherregulierten Ca®*-Einstrom in Thrombocyten erforderlich ist (Rosado et
al. 2000a; 2000b; 2001), und TRPC1 dber einen ,secretion-like coupling“-
Mechanismus in diesen Prozess involviert ist (Rosado und Sage, 2001; Rosado et
al., 2002). An dieser Stelle sollte allerdings auf Studien von Ong et al. (2002)
hingewiesen werden, die die Spezifitdt des in vielen Arbeiten fir die Detektion oder
Prazipitation von endogenen TRPC1 verwendeten polyklonalen Antikorpers
anzweifeln. Lockwich et al., (2000) postulierten nach Co-Prazipitationsexperimenten
in HSG-Zellen eine Assoziation von TRPC1 in ,lipid rafts“ mit Caveolin, Gag11 und
dem IPs-R.

Neben wenigen Studien an IP3;-R-defizienten DT40-Zellen (1.3.3) liegt bezuglich
einer Funktion von TRP-Proteinen beim Ca?*-Einstrom in B-Zellen nur die Arbeit von
Mori et al. (2002) vor. Durch homologe Rekombination wurde hier das Gen des
Huhn-homologen TRPC1 in DT40-Zellen unterbrochen und damit inaktiviert. Ca**-
Messungen ergaben einen reduzierten aber nicht vollstandig unterdriickten Ca**-
Einstrom in die TRPC1-defizienten Zellen nach Thapsigargin- und BCR-Stimulation.
Die Oszillationsfrequenz ist gegenuber dem wt deutlich reduziert, was zu einer
geringeren NF-AT-Aktivitat fuhrt. Zudem wurde eine abgeschwachte Mobilisierung
von Ca®" aus intrazelluldren Speichern nach BCR-Aktivierung beobachtet. Diese
Erkenntnis ist mit allen bisherigen Daten uUber TRP-Proteine schwer in

Ubereinstimmung zu bringen und richtet ein neues Licht auf die Untersuchung von
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TRP-Proteinen. In scheinbarer Ubereinstimmung mit diesen Daten ist die Erkenntnis
von Hassock et al. (2002), dass TRPC1 in Thrombocyten in intrazellularen
Membranstrukturen lokalisiert ist. Nicht untersucht ist hier ein moglicher Einfluss

einer Aktivierung auf die Lokalisation von TRPCA1.

Obgleich eine Vielzahl von Daten Uber TRP-Proteine, insbesondere fur TRPCA1,
vorliegen, besteht in Bezug auf genaue Struktur, Funktion und Regulation dieser
Kanalproteine auch aufgrund von widersprichlichen Daten ein unklares Bild. Dies gilt
insbesondere fiir den Einfluss von TRP-Proteinen auf den Ca*-Einstrom in
Lymphocyten. Neben dem grundlagenwissenschaftlichen Interesse der Identifikation
und Charakterisierung von Ca®*-Kanalen in Immunzellen, besteht im Hinblick z.B. auf
die Therapie von Autoimmunerkrankungen oder nach Gewebetransplantationen
zudem eine medizinisch-pharmakologische Relevanz.

&

&
@4-

TRPC1

73%

Dystrophin

Abb. 1.2 Domanenstruktur von mTRP1

Die Transmembranregionen sind in rot dargestellt mit der potentiellen Pore (magenta). Die
Prozentangaben zeigen den Grad der Ubereinstimmung von TRPC1 zu TRP. Die ,coiled-coil*

Strukturen sind mit cc bezeichnet und die prolinreiche Region (P) ist gelb markiert.
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2 Problemstellung

Eine wichtige Komponente der Aktivierung von B-Lymphocyten ist die Erhdhung der
cytosolischen Ca®*-Konzentration. Neben der Freisetzung von Ca*-lonen aus
intrazellularen Speichern, wie dem ER, ist fir die vollstandige Aktivierung von
B-Zellen ein Ca*-Einstrom (iber die Plasmamembran erforderlich. Wahrend die
Ca**-Mobilisierung aus dem ER nach Rezeptoraktivierung sehr gut untersucht ist,
liegen liber die Zusammensetzung, Aktivierung und Regulation von Ca**-permeablen
Kanalen, die den Einstrom Uber die Plasmamembran ermdglichen, kaum Daten vor
(zur Ubersicht siehe Einleitung). Potentielle Kandidaten fiir Ca®*-Kanal-bildende
Proteine sind die Mitglieder der TRP-Proteinfamilie (Clapham et al., 2001; Zitt et al.,
2002; Vennekens et al., 2002).

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss von TRP-Proteinen auf den Ca®'-
Einstrom in B-Zellen untersucht werden. Das zur TRPC-Subfamilie gehoérende
Protein mTRP1p, das in den meisten B-Zelllinien exprimiert wird, wurde dabei in das
Zentrum dieser Untersuchungen gestellt. TRPC1 ist zudem das einzige TRP-Protein,
fur das durch parallel zu dieser Arbeit von Mori et al. (2002) durchgefuhrte Studien
erste Hinweise fiir eine Beteiligung am Ca®*-Einstrom in der Hiihner-B-Zelllinie DT40

vorliegen.

Ein Manko der bisherigen Erforschung von TRP-Proteinen ist, dass in Abhangigkeit
des verwendeten Zellsystems nach heterologer Expression oder in ,antisense-
Experimenten sehr unterschiedliche, teilweise widersprichliche Daten publiziert
wurden (zur Ubersicht siehe Einleitung). Aus diesem Grund sollten im Rahmen
dieser Arbeit unterschiedliche B-Zell-Modellsysteme etabliert werden. Die durch-

gefuhrten Untersuchungen wurden strategisch in drei Bereiche unterteilt.

Zum einen sollte der Einfluss von mTRP1B auf den Ca?*-Einstrom in B-Zelllinien
nach heterologer Expression untersucht werden. Erstmals sollten fir eine solche
Untersuchung verschiedene Zelllinien verwendet werden, die sich insbesondere in
der endogenen Expression von TRPC1 unterscheiden. Um Informationen Uber die
funktionelle Einbindung von TRPC1 in den Signalkomplex von B-Zellen zu erhalten,
sollten die Zellen sowohl Uber den BCR als auch durch ER-Depletion mit

Thapsigargin stimuliert werden.
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Zudem sollten Deletionsmutanten von mTRP 1 heterolog in B-Zellen und in der fur
Ca?*-Einstrom-Untersuchungen in vielen Studien etablierten Zellinie HEK293
exprimiert werden, um den funktionellen Einfluss verschiedener Domanen zu
untersuchen. In diesen Mutanten wurden postulierte cytosolische Domanen (Wes et
al., 1995), wie die Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen, die ,coiled-coil“-Region am N-
Terminus, die Uber TRPC-Proteinen stark konservierte EWKFAR-Sequenz oder die
Dystrophin-ahnliche Domane sowie die postulierte Porenregion deletiert (Engelke,
1999; Friedrich, 2001). Zusatzlich sollte zur Identifikation einer negativ regulierenden
Domane (Friedrich, 2001) eine Mutante generiert werden, in der 35AS von EWKFAR

bis zur Dystrophin-ahnlichen Domane deletiert sind.

Eine neue Strategie zielt darauf ab, den Einfluss von TRP-Proteinen auf den Ca*'-
Einstrom in B-Zellen zu untersuchen, die, aufgrund einer konditionalen Veranderung
des Zellzyklus, das Expressionsmuster von TRP-Proteinen anpassen. Ohne die
Beeinflussung eines einzelnen TRP-Proteins durch heterologe Expression oder
,antisense“-RNA erfolgt so endogen eine vollstdndige Anpassung der fiir das Ca?*-
Signal erforderlichen Komponenten in der untersuchten Zelle. Damit werden erstmals
TRP-Proteine unter Bedingungen charakterisiert, die eine Korrelation von Ca*'-
Einstrom und der physiologischen Situation der Zelle mit den beteiligten

Kanalproteinen ermdglichen.

Besonders durch die Kombination verschiedener Modellsysteme werden, im
Gegensatz zu frilheren Untersuchungen, nicht nur Riickschliisse auf die Ca**-
Permeabilitat der Plasmamembran, sondern auch auf den Einfluss von TRP-

Proteinen im Kontext mit dem Signaltransduktionskomplex von B-Zellen ermdglicht.



Zusammenfassung 25

3 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von TRP-Proteinen auf den
Ca?*-Einstrom iiber die Plasmamembran in B-Lymphocyten untersucht werden. Dazu
wurde eine Strategie gewahlt, die durch Kombination verschiedener Modellsysteme
sowohl auf die Aufklarung der Beteiligung von TRP-Proteinen an dem Ca®*-Signal
abzielt, als auch Einblick in die funktionelle Bedeutung cytosolischer Domanen und
die Einbindung von TRP-Proteinen in den BCR-Signalkomplex ermoglicht.

In dieser Arbeit wurden erstmalig umfangreiche Lokalisierungsstudien vorgenommen,
die zeigen, dass mTRP1p hauptsachlich in der Plasmamembran, aber auch in

intrazellularen Membranstrukturen lokalisiert ist.

Durch Western Blot-Analyse konnten Hinweise erarbeitet werden, die die aufgrund
von Strukturhomologien zu spannungsabhangigen lonenkanalen postulierte
Tetramerisierung von TRP-Proteinen beweisen. Zudem konnte gezeigt werden, dass
die Deletion der ,coiled coil*-Domane in mTRP1p die Bildung von Homotetrameren
begulnstigt.

Durch Ca®*-Einstrom-Untersuchungen an verschiedenen B-Zelllinien wurde gezeigt,
dass eine heterologe Expression von mTRP1B3 nur dann einen Einfluss auf den
rezeptoraktivierten Ca®'-Einstrom Uber die Plasmamembran hat, wenn in der
untersuchten Zelllinie TRPC1 endogen exprimiert wird, wohingegen der Ca*'-
Einstrom nach Speicherdepletion mittels Thapsigargin, unabhangig von der
endogenen TRP-Expression, durch mTRP1p erhoht wird. Durch diese Daten wurde
erstmals belegt, dass die Funktion von mTRP1p von weiteren, spezifischen

Komponenten und der Organisation im Signalkomplex von B-Zellen abhangig ist.

In dieser Arbeit wurden die Daten von Mori et al. (2002) aus Untersuchungen an
TRPC1-defizienten DT40-Zellen nicht nur erganzt, sondern in entscheidenden
Punkten korrigiert. Es konnte eindeutig widerlegt werden, dass TRPC1 einen Einfluss

auf die Mobilisierung von Ca®*aus dem ER nach BCR-Quervernetzung hat.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Deletionsmutanten zur Charakterisierung
funktioneller Domanen eingesetzt, die zu neuen Erkenntnissen uber die Funktion von

mTRP1p gefiihrt haben.
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e Die funktionelle Untersuchung von mTRP1p3-Mutanten mit deletierter 5. und 6.
Transmembranregion in HEK293- und B-Zellen bestatigen experimentell die

durch Wes et al. (1995) postulierte Porenregion von mTRP1p.

e Die Messungen des Ca®*-Einstroms an Zellen, die die TRP1p-Mutante mit
deletierten Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen exprimieren, deuten darauf hin,
dass diese Domane fur die Organisation von mTRP1p3 im Signalkomplex der

Zelle essentiell ist.

e In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ,coiled-coil*-Domane von
MTRP13 eine strukturbildende Funktion hat und moglicherweise die

Zusammensetzung heteromerer TRP-Kanale determiniert.

e Es wurde eine negativ regulierende AS-Sequenz identifiziert, die prolinreich ist

und 35AS beginnend bei der hochkonservierten EWKFAR-Sequenz umfasst.

Zudem wurde in dieser Arbeit ein neuartiges Modellsystem zur Untersuchung von
TRP-Proteinen gefunden. Die Analyse des Ca®*-Einstroms in humanen B-Zell-
linien, in denen eine endogene Steuerung der Expression von TRPC1, TRPV2
und TRPM2 durch die konditionale Expression von c-myc und EBNA2 erfolgt,
belegt, dass einzelne TRP-Proteine nicht isoliert zu betrachten sind, sondern in
Kombination mit weiteren Kanalproteinen und anderen noch zu identifizierenden

Komponenten im Signalkomplex von B-Zellen organisiert sind.

Zusammenfassend liefern die Untersuchungen an den verschiedenen Modell-
systemen Hinweise, das TRP-Proteine heterotetramere Strukturen bilden, einen
Einfluss auf den Ca**-Einstrom (iber die Plasmamembran von B-Zellen haben
und in Abhangigkeit vom Signalkomplex aktiviert und reguliert werden. Eine
einfache Aktivierung von TRP-enthaltenden lonenkanalen durch eine Interaktion
mit dem |P3;-Rezeptor, wie in zahlreichen Studien postuliert (vergl. 1.2.3, 1.3),

kann nach den Erkenntnissen dieser Arbeit ausgeschlossen werden.
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4 Material
4.1 Materialien und ,,Kits*

Deckglaser

ECL-Filme

,High Pure PCR-Produkt Purification Kit"

Lumi Light (plus)

Multiwell-Objekttrager

Pipettenspitzen, Zentrifugenrohrchen und Kulturréhrchen

Plastikwaren flr die Zellkultur

Praparationskit fur Plasmid-DNA
(,Nucleo-Spin Plus®, ,Nucleobond 500)
Praparationskit fur RNA (RNAII)

Protein A-Sepharose

PVDF-Immobilon Membran (0,45um)
QuantiTect SYBR Green RT-PCR-Kit
Quarzkapillaren

Sterilfilter

Transfektionsreagenz ,Fugene®

Transfektions-Kit ,SuperFect*

4.2 Geriate

Autoklav
Begasungsbrutschrank Steri-Cult 2000
Blotapparatur ,Semi dry“

Durchflusszytometer FACSort
Elektrophoresekammer DNA, SDS-PAGE

Elektroporator Gene Pulser System
Fluoreszenzmikroskop BX50/RFLT3
Geldokumentationssystem Bio Doc Il
Konfokalmikroskop TCS SP2

Roth

Amersham

Roche

Roche

ICN Biomedicals
Greiner

Nunc; Greiner;
TPP
Macherey-Nagel

Macherey-Nagel
Pharmacia
Millipore

Qiagen

Roche

Millipore, Roth
Roche

Qiagen

Technorama
Forma Scientific
Werkstatt ~ Univ.
Gattingen
Becton Dickinson
Werkstatt  Univ.
Bielefeld

Biorad

Olympus
Biometra

Leica
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Imaging System Camera IMAGO +
Monochromator Polychrome I
,LightCycler”

Mikroskop zum Imaging System 1X70
pH-Meter pH 540 GLP

Photometer Ultrospec 3000

PCR-Prozessor DNA Thermo-Cycler 9700/2400
Reinstwasseranlage ELGA STAT
Spannungsquellen 2197 Power-Supply GPS 200/400

Schittelinkubatoren Series 25 LabShaker/LabTherm

Sicherheitswerkbank Lamin-Air HBB 2472
Vakuumtrocknungszentrifuge Speedvac Concentrator
Digitalkamera RT Slider 2.3.1
Thermomixer Comfort
Waagen A 120-S,L 610D
Zentrifugen: Kuhlzentrifuge J2-21 (Rotoren JA10, JA14, JA20)
Biofuge A (Rotor 1478)
Centrifuge 5417C
Centrifuge 5415

T.l.L.L. Photonics

Roche

Olympus

WTW
Pharmacia-
Biotech

Perkin Elmer
Elga

Pharmacia-
Biotech

New  Brunswick
Scientific Co., Inc.
Adolf Kiihner AG
Haereus

Savant

Visitron Systems
Eppendorf
Sartorius
Beckmann
Haereus
Eppendorf
Eppendorf
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4.3 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, werden Chemikalien der Qualitat p.A. eingesetzt.
Die verwendeten Chemikalien wurden von Sigma, Molecular Probes, Roche und
Merck bezogen.

Spezielle Chemikalien sind nachfolgend aufgelistet:

Acrylamid/Bisacrylamid-Losung Roth
(30%/0,8%)

Agarose Roth

Ampicillin Roth

Blasticidin S HCI Invitrogen

BodipyTR-X Thapsigargin Molecular Probes

CellTracker™ CM-Dil Molecular Probes

Doxicyclin Sigma

Fluo-3-AM Molecular Probes, Inc.

Fura-2-AM Molecular Probes, Inc.

G418 Calbiochem Novabiochem

Gentamycinsulfat Serva

Hygromycin Roche

Kanamycin Sigma

LMP-Agarose FMC Bioproducts

LMW-Marker Amersham Pharmacia
Biotech

Milchpulver, fettarm (Sucofin) TSI-Trade Service
International

Mowiol 4-88 Hoechst

Pluronic F-127 Molecular Probes, Inc.

Polybren (Hexadimethrinbromid) Sigma

Puromycin Sigma
Poly-D-Lysin Sigma
Proteaseinhibitor-Cocktail Roche
Tetracyclin Serva

Trypsin/EDTA-L6sung Gibco BRL
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4.4 Puffer, Medien und andere Losungen

Die fur die molekularbiologischen Arbeiten eingesetzten Losungen und Medien sind
30min bei 121°C autoklaviert oder sterilfiltriert. Medien fur E. coli werden maximal
15min autoklaviert. Die Basalmedien fur die Zellkultur wurden von den Firmen PAA
(RPMI 1640) und Gibco (DMEM) bezogen. Das FCS stammt von Bio Whitaker und
Gibco, das tetracyclinfreie FCS von Clontech und das CS von Sigma. Die Lagerung
erfolgt, falls nicht anders angegeben, bei RT. Alle Puffer und Medien werden, soweit

nicht anders angegeben, in wassriger LOosung angesetzt.

Agarplatten ... LB Medium 1,5% (w/v) Bacto-Agar
nach dem Abkuhlen entsprechendes

Antbiotikum zufligen; 4°C

Acrylamid-Lsg. ... 30% (w/v) Acrylamid;
0,8% (w/v) Bisacrylamid; 4°C
Beladungspuffer IA1.6...........ccooeeeeeee. Clicks 5% (v/v) FCS; 0,02% (w/v) Pluronic F-
127; 1uM Fluo3-AM
Beladungspuffer Daudi/WEHI231........ RPMI 1640 5% (v/v) FCS; Goodies M; 0,02%
(w/v) Pluronic F-127; 1uM Fluo3-AM
Beladungspuffer DT40..............cccoeees RPMI 1640 5% (v/v) FCS; 0,5% (v/v) CS;
0,015% (w/v) Pluronic F-127; 1,5uM Fluo3-
AM
Beladungspuffer HEK293 .................... DMEM 10% (v/v) FCS; Goodies F, 0,05%
(w/v) Pluronic F-127; 5uM Fura2-AM
CTAB-LSQ. ..evviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 5% (w/v) Cetyltrimethylammoniumbromid;
0,5M NaCl
DMEM (fur HEK293, PlatE) ................. DMEM Basalmedium;
30ml Goodies F; 10% (v/v) FCS; 4°C
DNA-Probenpuffer (10X) ........cceeeeeeeeeee. 30% (w/v) Ficoll;

0,05% (w/v) Bromphenolblau;
0,05% (w/v) Xylencyanol; 4°C
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(extracellular solution)

Elektrophoresepuffer ...............cccceeees

Fluo3-StammIdsung .............cevveveeeneee.

Fura2-Stammldsung ............ceeveeeeeeneee.

G418 StammIdsung ......ccceeeeeeeeeiiennnnns

GOoOdIES F ..o

GoodieS M ...

Krebs-Ringer-LOsung ..............ceeveeeeeee.

Laemmli-Probenpuffer (2x)..................

LB-Medium .....coeeeeieeeeeeeeeeee,

LB-AMP-Medium .......cooueeeiiiiiieieee,
LB-Kan-Medium.......ccooveveiiiiiiiiiaenne,

140mM NaCl; 5SmM KCI; 1TmM MgCly;

10mM D-Glukose; 15mM Hepes (pH 7,4);
0,1% (w/v) BSA,; alternativ 0,5mM EGTA
oder 1,8mM CaCly; 4°C (autoklaviert ohne
BSA)

25mM Tris; 192mM Gilycin; 0,1% (w/v) SDS
1mM Fluo3-AM in DMSO (-20°C)

1mM Fura2-AM in DMSO (-20°C)

51mg/ml G418 (78% Aktivitat); 100mM
HEPES (pH 7,5); 4°C

40mM L-Glutamin; 40mM Pyruvat;
essentielle und nicht essentielle AS (Gibco);
Vitaminlésung (Gibco); -20°C

10 mM KCI, 5 mM Na-Pyruvat, sowie essen-
tielle und nicht essentielle AS (Gibco); -20°C
140mM NaCl; 4mM KCI; 1TmM MgCly;

10mM D-Glukose; 10mM Hepes (pH 7,4);
alternativ 0,5mM EGTA oder 1TmM CaCly;
4°C (autoklaviert oder sterilfiltriert)

100mM Tris-HCI pH 6,8;

200mM 2-Mercaptoethanal,

20% (w/v) Glycerin ; 4% (w/v) SDS;

0,02% (w/v) Bromphenolblau; 4°C

1% (w/v) Baktotrypton;

0,5 % (w/v) Hefeextrakt;

1% (w/v) Natriumchlorid; 4°C

LB-Medium; 50ug/ml Ampicillin; 4°C
LB-Medium; 30ug/ml Kanamycin; 4°C
137mM NaCl; 2,7mM KCI; 4,3mM Na;HPOyg;
1,4mM KH;PO, (fir Immunfluoreszenzen
0,5mM CaCly)

PBS 0,05% (w/v) Tween 20

0,01% (w/v) Poly-L-lysin (MW 70000-
150000 Da); 4°C
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Ponceau-Losung ...........eeeeeeveeieeeeeenneee. 0,1% (w/v) Ponceau S;

5% (w/v) Essigsaure

5x RT Puffer (Gibco).........ccovveeiirinnnnnnn. 250mM Tris-HCI pH 8,3; 15mM MgCly;
375mM KCI; -20°C

Puffer K. 1/10 10xPCR-Puffer (Quiagen), 200pg/ml
Proteinase K, 0,5% (w/v) TritonX100 ; -20°C

Ripa-Puffer ........ccooooiiiiiii 158mM NaCl; 10mM Tris-HCI pH 7,4; 5mM
Na-EDTA; 10uM NasP,07; 10mM NaF; 1mM
NaszVO4

RPMI (fir WEHI231, EREB2.5)........... RPMI 1640 Basalmedium; 10% (v/v) FCS;

15ml Goodies M; 0,05mM -
Mercaptoethanol; 4°C

RPMI (flr P493.6).....ccccvveeiieeeiieeeeee. RPMI 1640 Basalmedium; 10% (v/v)
tetracyclinfreies FCS; 15ml Goodies M;
0,05mM B-Mercaptoethanol; 4°C

RPMI (fir DT40) ....eeeeeeeeeeee e RPMI 1640 Basalmedium; 10% (v/v) FCS;
1% CS; 3mM Glutamin; 0,05mM B-
Mercaptoethanol; 4°C

SOB-Medium ........cccooiiiiies 2% (w/v) Bacto Tryptone; 0,05% (w/v) NaCl,
0,5% (w/v) Yeast Extract; 2,5mM KCI
(pH=7.,0)
fur Kompetenz zusatzlich 20mM MgSO4
STET-PuUffer........ciiiiiiiiiiiiiis 8% (w/v) Saccharose; 50mM Na-EDTA;

0,1% (w/v) Triton X-100;
50mM Tris-HCI pH 8,0

Stripping-Puffer...........cccccoeiiiis 62,5mM Tris-HCI pH 6,8; 2% (w/v) SDS;
100mM B-Mercaptoethanol

TAE-PUffer.....coooveiiiiiee e 40mM Tris/Essigsaure pH 7,8;
10mM NaOAc; 1mM Na-EDTA

TE-PUffer ..o 10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM Na-EDTA

TBS (o 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 25mM Tris/HCI
pH 7,0

TBST o TBS; 0,1 % (v/v) Tween 20
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Transferpuffer..........ccccovvveiiiee, 25mM Tris; 20mM Glycin;

20% (v/v) Methanol
Trypsin/EDTA-LOsuUNg ..., 0,05% (w/v) Trypsin;

0,02% (w/v) EDTA in PBS; 4°C
Tfb-Puffer........cooo, 10 mM MES (pH=6,3 mit KOH)

45 mM MgClz, 10 mM CaCl,, 100 mM KCI
3 mM Hexamincobaltchlorid

Thm1 . 30mM KOAc, 50mM MnCl,, 100mM KCl,
10mM CaCly, 15% (v/v) Glycerin, steril
filtrieren und bei 4 °C lagern

TIOM2 e, 10mM Na-Mops, 75mM CaCl,, 10mM KCI,
15% (v/v) Glycerin, pH 7,0, steril filtrieren
und bei 4°C lagern

TOXT o, 100mM RbCI, 50mM MnCl,, 30mM KOAc,
5mM CaCl,, 15% (v/v) Glycerin, pH 5,8, steril
filtrieren und bei 4°C lagern

B[ 0) 20mM Na-Mops, 10mM RbCl, 37,5mM
CaCly, 15% (v/v) Glycerin, pH 6,8, steril
filtrieren und bei 4°C lagern

TYM-Medium ..., 2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,1M NaCl,
0,01M MgCly, steril filtrieren

4.5 Enzyme

Die eingesetzten Restriktionsendonukleasen wurden von den Firmen Roche und
New England Biolabs bezogen.

Die verwendete Ligase stammt von MBI Fermentas.

Die DNA-Polymerasen stammen von den Firmen Roche (Klenow), Qiagen (Taq) und
Gibco (Elongase Mix). Die Reverse Transkriptase aus MMLV wurde von Gibco und

die Alkalische Phosphatase wurde von Roche bezogen.

Alle Enzyme werden gemal® den von den Herstellern angegebenen Vorschriften

verwendet.
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4.6 Antikorper
Bezeichnung |Spezies Spezifitat Hersteller Anwendung
9E10 Maus o-C-myc Roche Immunfluoreszenz,
Immunpraziptation,
Western Blot
3F10 Ratte o-HA Roche Immunfluoreszenz,
Western Blot
12CA5 Maus a-HA Roche Immunprazipitation
oCT Kaninchen |o-mTRP1 Friedrich (2001) |Western Blot
F(ab), Esel- |Esel o-Ratte IgG Dianova Immunfluoreszenz
anti-Ratte-
Cy3
Kaninchen- |Kaninchen |o-Maus Dianova in vitro Stimulation von
anti-Maus IgG/IgM l1A1.6
Kaninchen- |Kaninchen |a-Ratte Foy Dianova Immunprazipitation
anti-Ratte
M2 Maus a-FLAG Sigma Immunfluoreszenz,
Immunpraziptation,
Western Blot
M4 Maus a-Huhn IgM Southern in vitro Stimulation von
Biotechnology DT40
OctA Ziege o-FLAG Santa Cruz Immunfluoreszenz
(nicht mehr Immunprazipitation
erhaltlich) Western Blot
oaTRPC1 Kaninchen |a-TRPCA1 Becton Immunprazipitation,
Dickinson Western Blot
Ziege-anti- Ziege oa-Huhn IgM Bethyl FACS
Huhn IgM-
FITC
Ziege-anti- Ziege a-Kaninchen Dianova Western Blot
Kaninchen- IgG

Peroxidase
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F(ab), Ziege- |Ziege o-Maus IgM Dianova in vitro Stimulation von
anti-Maus u-Ketten WEHI231
spezifisch

Ziege-anti- Ziege o-Maus IgG Dianova Immunfluoreszenz

Maus-Cy5

Ziege-anti- Ziege a-Maus IgG Dianova Immunfluoreszenz

Maus-Cy2

F(ab), Ziege- |Ziege a-Mensch Dianova in vitro Stimulation von

anti-Mensch lgG/IgM Daudi, P493.6 und
EREB 2.5

Ziege-anti- Ziege o-Ratte 1gG Dianova Western Blot

Ratte-

Peroxidase

4.7 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Genotyp

Referenz

E. coliMC 1061

F araD139  D(ara, leu)7696,
DlacY74, galU", galK', hsdR’, hsdM",
StrA’

Hanahan, 1985

SCS110 rpsL (Str"), thr, leu, endA, thi-1, lacy, | Stratagene, 2002-a
galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm,
supE44A  (lac-proAB) [F' traD36
proAB lacl®ZAM15]

XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 | Stratagene, 2002-b

supE44  reldl lac  [F’proAB
lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")]
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4.8 Zelllinien

4.8.1 HEK293

Diese humane Zelllinie wurde aus einer primaren embryonalen Niere etabliert und
mit Adenovirus Typ 5 transformiert (ATCC-Nr. CRL-1573; DSMZ ACC305).

4.8.2 PlatE

Diese Helferzelllinie zur Produktion ecotropher rekombinanter Retroviren basiert auf
der Zelllinie HEK293T. HEK293T-Zellen wurden stabil mit gag-pol und env (ecotroph)
von MMLV transfiziert. Dabei wurden im Gegensatz zu anderen
Verpackungszelllinien wie Phonix-E die Gene unter die Kontrolle des EF1a
Promotors gestellt. Beide Konstrukte wurden Uber eine IRES direkt mit den
Selektionsmarkern Blasticidin (gag-pol) und Puromycin (env) verbunden (Morita et
al., 2000).

4.8.3 llIA1.6

Diese Maus-B-Zelllinie wurde aus der Zelllinie A20 etabliert und exprimiert IgG2a

aber keine Fcy-Rezeptoren (Jones et al., 1986; Van Den Herik-Oudijk et al., 1994).
4.8.4 WEHI231

Bei dieser Zelllinie handelt es sich um ein murines B-Zelllymphom, das Oberflachen-
IgM exprimiert (ATCC-Nr. CRL-1702). WEHI231 wird haufig als Modellsystem flr

unreife B-Zellen verwendet.
4.8.5 DT40

Die Huhner-B-Zelllinie DT40 ist ein durch ALV (,avian leukosis virus®) induziertes
bursales Lymphom, das von einem ,Hyline SC“ Huhn abstammt. Das originare
Lymphom wurde durch Infektion eines Huhns (ein Tag alt) mit dem Rous assoziierten
Virus 1 induziert. Die Zellen exprimieren Oberflachen-IgM (ATCC-Nr. CRL-2111).
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4.8.6 DT40 TRP1-,- Klon Y20-14

Diese Zelllinie wurde aus DT40 etabliert. Mittels homologer Rekombination durch
eine Neomycin- und eine Histidinol-Kassette wurde das Gen fur TRP1 unterbrochen.
Der Klon Y20-14 ist einer von zwei publizierten TRP1-/--Klonen (Mori et al., 2002)

4.8.7 EREB2.5

Bei diesem humanen B-Zellsystem handelt es sich um ein Modell fir eine konditional
lymphoblastoide Zelllinie. Sie wurde durch Infektion von Nabelschnurblut mit EBNA2-
defekten EBV-Partikeln (P3H1) und einem Virus, das ein Fusionsprotein aus
Ostrogenrezeptor und EBNA2 enthielt, etabliert. Nur bei Zugabe von Ostrogen wird
das Fusionsprotein in den Kern transportiert, und die Zelle proliferiert (Kempkes et
al., 1995).

4.8.8 P493.6

Diese konditionale Burkitt Lymphom Zelllinie wurde aus EREB2.5-Zellen durch
Transfektion mit einem Vektor, der c-myc unter der Kontrolle des tTA enthalt,
etabliert. In Abwesenheit von Tetracyclin wird c-myc exprimiert, und die Zelle ist in

der Lage, ohne EBNA2-Zielgene zu proliferieren (Pajic et al., 2000).

4.9 Vektoren und cDNAs

Name Eigenschaften Referenz

Klonierungsvektoren

pBluescript KS und | multiple Klonierungsstelle, Stratagene, 2002-c
SK Ampicillinresistenzgen, a-Peptid des lacZ-
Gens
pUC 19 Polylinker, Ampicillinresistenzgen, a-Peptid | Yanish-Perron et al.
des lacZ-Gens 1984
Expressionsvektoren fiir Saugerzellen
pBI-G TRE, CMVy,in-Promotor, Poly-A-Signal, - Clontech, 2002-a

Galktosidase-Gen als Reporter, Polylinker,

Neo- und Amp-Resistenzgen

pIRES2-EGFP bicistronischer Vektor, der durch eine IRES | Clontech, 2002-b

die gleichzeitige Expression von dem
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klonierten Gen und EGFP ermdglicht,
CMV-Promotor, Poly-A-Signal, SV40-
Replikationsursprung, multiple Klonierungs-

stelle, Neo- und Kan-Resistenzgen

pSV2pac

Vektor zur Vermittlung von Puromycin-
resistenz bei Verwendung von Expressions-
vektoren ohne Resistenzgen. Puromycin-N-
acetyltransferase-Gen unter Kontrolle des
SV40-Promotors.

Vara et al., 1986

pTet-On

enthalt den reversen
Tetracyclintransaktivator zur Generierung
Tetracyclin regulierbarer Zelllinien. Das
Plasmid enthalt sowohl ein Neomycin-
resistenzgen zur Selektion in Saugerzellen,

als auch ein Ampicillinresistenzgen.

Clontech, 2002-b

Vektoren zur Produktion rekombinanter Retroviren

P5N-M-rtTA-IRES
hph

Der Vektor enthalt 5’ und 3’ LTR sowie das
Verpackungssignal y von MMLV. In der
ursprunglichen Version enthalt das Plasmid
ein rtTA-IRES-Hygromycinphosphotransfer-
se Konstrukt. Die rtTA cDNA wurde Uber
Notl in p5n-M-X-IRES hph kloniert. In dieser
Arbeit wurde die rtTA-DNA uber Notl mit
diversen Konstrukten ausgetauscht. Zur
Vermehrung in E. coli enthalt das Plasmid

ein Ampicillinresistenzgen.

Labor Dr. Manfred
Jucker, Institut far
medizinische
Biochemie und
Molekularbiologie,
UKE Hamburg

pHCMV-VSV-G

zur Pseudotypisierung rekombinanter
Retroviren enthalt dieser Vektor den
kompletten Leserahmen von VSV-G vom
Vesicular stomatitis Virus unter der
Kontrolle des CMV-Promotors, Poly-A-
Signal, Amp-Resistenzgen

Labor Dr. Manfred
Jucker, Institut far
medizinische
Biochemie und
Molekularbiologie,
UKE Hamburg
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Die cDNA von mTRP1B wurde aus |lIA1.6-Zellen anhand der Genbank Acc. No.
U95167 kloniert (Friedrich, 2001; Schafer 1998). Diese cDNA wurde am 3’ Ende mit
der Sequenz fusioniert, die flir das FLAG Epitop codiert (Engelke, 1999). In

Zusammenarbeit mit Dr. Olaf Friedrich wurde alternativ eine fur das HA Epitop

(Roche) oder das c-myc Epitop (Roche) codierende Sequenz an das 3’ Ende

kloniert. Im Rahmen dieser Dissertation wurden zudem die Deletionsmutanten
trp1Aank, trp1Acc und trp1Adys (Engelke ,1999) sowie trp1App und trp1AEWKFAR
(Friedrich 2001) eingesetzt.

4.10 Oligonukleotide

Die verwendeten Primer wurden von der MWG-Biotech AG synthetisiert:

Primer Target Sequenz (5°-3)
Detektion von Aktin in RT-

actin®’ ACC AAC TGG GAC GAC ATG GA
PCR und genomischer PCR
Detektion von Aktin in RT-

actin3’ GCCATCTCCTGC TCGAAGTC
PCR und genomischer PCR
Detektion von FLAG

Flag3’ _ CGT CGT CAT CCT TGT AGT CG
Transkripten
Detektion von htrpC1

hTRPC1 2531 &' . TCAACATCATTC CCT CAC CA
Transkripten
Detektion von htrpC1

hTRPC1 3122 3' . CCA AGC AGC ATG CTA ACA AA
Transkripten
Detektion von htrpC3

hTRPC3 1835 &' . GACTTT GGG ATG CTG TCC AT
Transkripten
Detektion von htrpC3

hTRPC3 2083 3' . GTA CGC AAT CCG AGA GAA GC
Transkripten
Detektion von htrpC4

hTRPC4 918 &' , AGG AAC TGA GCA AGG TGG AA
Transkripten
Detektion von htrpC4

hTRPC4 1217 3' . CTG CCCAGT GTCTTCTCCTC
Transkripten
Detektion von htrpC5

hTRPC5 1443 5'

Transkripten

GCT GCAACT GTG TGG AGT GT
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hTRPCS5 1792 3'

CTT CAACTT GGC CAG GTC AT

hTRPC6 2685 5'

ACT TTG AGG AGG GCA GAA CA

hTRPC6 3081 3'

TTC AGT TCC CCTTCG TTC AC

hTRPM2 4801 5'

GAA TGA CGT GGA GCT GAA CA

hTRPM2 5149 3'

ACC TTG ACC CCT TCC AGT TC

hTRPM3 2722 5'

GTG AGG AGA ATG AGG CCA AA

hTRPM3 3221 3'

ATC TGT GGC CCA GAA GTC AC

hTRPM4 1947 5'

CCTCTTTGG CGAGTGCTATC

hTRPM4 2447 3'

AGC AGG TAGCTGACCACGTT

hTRPM5 2773 5'

GAG ATT GAT GAA GCC CGT GT

hTRPM5 3176 3'

TTC TGG ACT GTC TCC CAG GT

hTRPM6 3634 5'

CAG GAT CTC TCT GCC CTG AC

hTRPM6 4232 3'

GCAATAGGC TCGTGC TTT TC

hTRPM7 5077 5'

ACT AGG CCT CTG TGC CAA AA

hTRPM7 5417 3'

CAA ACCACT GTC CTG CTG AA

hTRPV2 2028 &'

Detektion von htrpC5
Transkripten

Detektion von htrpC6
Transkripten

Detektion von htrpC6
Transkripten

Detektion von htrpM2
(htrpC7) Transkripten
Detektion von htrpM2
(htrpC7) Transkripten
Detektion von htrpM3
Transkripten

Detektion von htrpM3
Transkripten

Detektion von htrpM4
Transkripten

Detektion von htrpM4
Transkripten

Detektion von htrpM5
Transkripten

Detektion von htrpM5
Transkripten

Detektion von htrpM6
Transkripten

Detektion von htrpM6
Transkripten

Detektion von htrpM7
Transkripten

Detektion von htrpM7
Transkripten

Detektion von htrpV2

Transkripten

ATT GGT GGT GCA GGA AGA AG
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' Detektion von htrpV2

hTRPV2 2209 3 . CTC GAG AGT TCG AGG GAC AC
Transkripten
Detektion von htrpV4

hTRPV4 1099 5' . CCC GTGAGAACACCAAGTTT
Transkripten
Detektion von htrpV4

hTRPV4 1546 3' . ATG ACC ATG GCA CAC AGG TA
Transkripten
Detektion von htrpV5

hTRPV5 897 5' . TTG AGC ATG GAG CTGACATC
Transkripten
Detektion von htrpV5

hTRPVS5 1396 3' . GTA GAC GCA GCA CGT GGT AA
Transkripten
Detektion von htrpV6

hTRPV6 1392 5' . TGT CAT TGG GGC TAT CAT CA
Transkripten
Detektion von htrpV6

hTRPV6 1943 3' . GCA ATG AGG AGG TTG AGC AT
Transkripten

K723 Detektion von Hihner TRP1|TAG AAG AGT CAC GCA ATC AGC
in genomischer PCR 5’ TTAGTT

K275 Detektion von Huhner TRP1|CGC AGA TAA CTC AGC ACA TTA

in genomischer PCR 3’

GCA AAT GC

MEmtrp1S (Flag5’)

5’-Primer zu Flag3’ fur mtrp1
(Position 2348)

TGC TTC ACA AGA GCT TCC AG

Detektion von reversen

rntTA 5 AAT GAG GTC GGA ATC GAA GG
Tetracyclin Transaktivator
Detektion von  reversen
rntTA 3 TAG CTT GTC GTAATAATG GCG G
Tetracyclin Transaktivator
Staege237 Detektion von humanem c-
; I TCA AGA GGC GAA CAC ACAAC
(c-myc5’) myc, 5’-Primer
Staege442 Detektion von humanem c-
, ' O TTT CCG CAACAAGTCCTCTT
(c-myc3’) myc, 3’-Primer
TRP1delEWK- 3’-Primer fur die Deletions- | TAA TGA GCT CTG ATC AAT TTA
675_3 mutante mTRP1BADK TCCTCATGATTT GCT ATC AG
, 5’Primer fur Deletions-
TRP15° 1923 GCT TTT GCA AAC GTT CTG AG

mutante mTRP1BADK
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4.11 Computersoftware
Adobe Photoshop 6.0  Adobe Systems Incorporated
CELL Quest 3.3 Becton Dickinson Immunocytometry Systems
COREL DRAW 9 COREL CORPORATION LIMITED
FlowJo alias 2.7.8 Stanford Universitiy, Tree Star, Inc.
MAC APP 3.1.3 Apple Computer, Inc.
Mac OS 8.6 Apple Computer, Inc.
MetaVue 5.03 Universal Imaging Corporation
MS Office 2000 Mircosoft GmbH
Till Vislon v3.3 T.I.L.L. Photonics Imaging System Software, T.l.L.L.
Photonics GmbH, Impuls GmbH
Windows 95/98/NT 5.0 Mircosoft GmbH

Genpro 5.00

Riverside Scientific
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5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

Die Methoden wurden, soweit nicht anders angegeben, dem Handbuch ,Molecular
Cloning®, J. Sambrook, E.F. Fritsch und T. Maniatis, Cold Spring Harbour Laboratory

Press, 1989 entnommen und gegebenenfalls wie beschrieben modifiziert.

5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA
CTAB-lyse zur Plasmidisolierung (Del Sal et al., 1988)

3ml einer E. coli Ubernachtkultur werden 2min bei 7000rpm pelletiert, in 400ul STET-
Puffer resuspendiert, mit 8ul einer frischen Lysozymlésung (50mg/ml) versetzt und
10min unter Schitteln bei RT inkubiert. AnschlieRend erhitzt man 45sec auf 95°C zur
Denaturierung von Proteinen und genomischer DNA. Die Zelldebris und denaturierte
Bestandteile werden durch 10min Zentrifugation bei 13000rpm pelletiert. Der
Uberstand wird zwecks Fallung der Plasmid-DNA mit 16ul CTAB-Lsg. versetzt und
das Gemisch wird 10min bei 13000rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 200ul einer
1.2M NaCl-Lsg. gelost und erneut 2min abzentrifugiert. Aus dem Uberstand wird die
DNA mit 750ul absolutem Ethanol (-20°C) prazipitiert, nach 20min Pelletieren bei
20000xg mit 70% Ethanol (-20°C) gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 20ul TE
geldst (5min 70°C).

Plasmidpraparation Uber lonenaustauscher-Saulen

Zur Isolierung reiner Plasmid-DNA fir Sequenzierungen oder Transfektionen wurden
kommerzielle Maxi-, Midi- und Mini-,Kits“ der Firmen Macherey-Nagel und Qiagen

nach Herstellerangaben verwendet.

5.1.2 Hydrolyse von Plasmid-DNA durch Restriktionsendonukleasen
(Fuchs und Blakesley, 1983 )

250ng-1ug Plasmid-DNA werden mit 2-3U einer Restriktionsendonuklease in einem
Gesamtvolumen von 10ul fur 90min inkubiert. Pufferbedingungen und
Inkubationstemperatur werden gemal den Angaben der Hersteller eingestellt. Bei
Inkubationstemperaturen von >37°C wird das Reaktionsgemisch mit Mineraldl

uberschichtet, um der Verdunstung von Wasser vorzubeugen. Die Inaktivierung der
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Enzyme erfolgt durch 15min Inkubation bei 65°C, falls vom Hersteller keine hdhere

Temperatur empfohlen wird.

5.1.3 Auffiillen von 5-Uberhdngen und gleichzeitiger Abbau von 3’-

Uberhingen an Restriktionsfragmenten

Dazu werden dem jeweiligen Restriktionsansatz nach erfolgter Spaltung 2ul dNTP
(10mM jeden Nucleotids), 1ul 10xH Puffer sowie 2U Klenow-Fragment zugesetzt und
mit Wasser auf ein Volumen 20ul gebracht. Bei 3’-Uberhangen erfolgt die Zugabe
der dNTP erst nach 5min Inkubation bei RT, da die 3’-5’-Exonukleaseaktivitat des
Klenow-Fragments ohne dNTP am groften ist. Nach Zugabe der dNTP wird flr
25min bei 37°C inkubiert. Die Hitzedeaktivierung erfolgt bei 85°C fir 10min.

5.1.4 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Um eine Religation von linearisierter Vektor-DNA zu vermeiden, wird der
Restriktionsansatz mit 1U alkalischer Phosphatase fur 30min bei 37°C inkubiert.

Anschlieltend wird das Enzym bei 65°C fur 15min inaktiviert.
5.1.5 Agarosegelelektrophorese (McDonell et al., 1977)

Je nach Lange der aufzutrennenden DNA-Fragmente wird die Agarosekonzentration
des Gels zwischen 0,8% und 1,5% gewahlt, um im gewunschten Gré3enbereich eine
optimale Auftrennung zu erreichen. Zur Herstellung eines Gels wird Agarose in TAE-
Puffer aufgekocht, auf ca. 50°C abgekihlt und mit Ethidiumbromid (0,5ug/ml)
versetzt. Bei Praparationen von DNA-Fragmenten fur eine Ligation wird LMP-
Agarose eingesetzt. Die DNA-Proben werden mit DNA-Probenpuffer versetzt und im

Agarosegel bei 5V/cm Elektrodenabstand elektrophoretisch aufgetrennt.

5.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von DNA-Fragmenten werden dephosphorylierte Plasmid-DNA und
Insert-DNA in einem LMP-Agarosegel aufgetrennt. Die entsprechenden DNA-Banden
werden auf einem UV-llluminator aus dem Gel prapariert, bei 65°C geschmolzen und
in dem mindestens doppelten Volumen Wasser aufgenommen. Die DNA-Mengen

werden mit Hilfe des verwendeten DNA-Markers abgeschatzt.
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10-15ng Vektor-DNA (je nach Grole, bei 3kb 10ng) werden mit der Insert-DNA und
einem 1/10 Vol. Ligationspuffer versetzt (Gesamtvolumen 20ul +5ul). Das molare
Verhaltnis Vektor/Insert sollte dabei 1/5 bei ,blunt-end“-Ligationen und 1/3 bei
kohasiven Enden betragen. Die Ligation erfolgt durch Zugabe von 2U T4-DNA-
Ligase fur 2h bei RT (kohasive Enden) oder uber Nacht bei 16°C (,blunt end®).

5.1.7 Transformation chemisch kompetenter E.coli (modifiziert nach Hanahan,
1985 und Sambrook et al., 1989)

5.1.7.1 MC1061

Kompetenz wird diesem Stamm vermittelt, indem die Bakterien auf einer LB/Strep-
Platte (600ug/ml) ausgestrichen werden und eine Kolonie in 5ml TYM/Strep
(600pg/ml) o/n bei 37°C und 250rpm angezogen wird. 2,5ml der frischen Kultur
werden in 250ml TYM verdinnt und bis zu einer ODgpo=0,5 kultiviert. Die Kultur wird
bei 4°C und 4000rpm fur 15min zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird in 20ml Tfom1
resuspendiert und nach einer 5min Inkubation auf Eis fur 15min bei 4°C und
4000rpm zentrifugiert. Das Pellet wird in 10ml Tfbm2 resuspendiert und die
Bakteriensuspension in 500l Aliquots in flissigem Stickstoff schock gefroren und bei
-70°C gelagert. Zur Transformation werden 100ul der auf Eis aufgetauten Zellen mit
1/4 des Ligationsansatzes (bei ,blunt-end® 1/21) 30min auf Eis inkubiert und 5min bei
37°C inkubiert (Hitzeschock). Nach Zugabe von 1ml LB-Medium erfolgt zur
Regeneration der Bakterien 45min Inkubation bei 37°C. Die Zellen werden 2min bei
7000rpm abzentrifugiert und in 30-50ul LB-Medium auf einer vorgewarmten LB-Platte

(mit entsprechendem Antibiotikum) ausgestrichen.
5.1.7.2 SCS110

Von einer frischen LB-Platte werden 5-10 Kolonien in 1mL SOB-Medium
resuspendiert und dann in 50mL SOB-Medium verdunnt. Nach Erreichen einer ODggo
von 0,53 wird 10min/4°C inkubiert, dann 10min mit 4000xg bei4°C pelletiert. Es wird
in 20mL Tfb resuspendiert und 10min auf Eis inkubiert, dann bei 4°C fur 10min bei
4000xg pelletiert, in 4mL Tfb resuspendiert und 140uL DND zugegeben. Nach 15min
auf Eis werden erneut 140uL DND zugegeben und weitere 15min auf Eis inkubiert.
Es werden von dieser Suspension 200uL Aliquots zur Transfektion eingesetzt. Der

komplette Ligationsansatz wird hinzu gegeben und fir 30min auf Eis inkubiert. Der
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Hitzeschock erfolgt flr 2min bei 42°C. Nach Abkuhlen fur 2min auf Eis wird fur 45min
bei 37°C regeneriert. Die Zellen werden bei 7000rpm fur 2min abzentrifugiert und in

30-50pl auf LB-Agarplatten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert.
5.1.7.3 XL1Blue

Eine XL1-Blue-Kolonie von einer LB/Tet-Platte (12,5ug/ml) wird in 5ml LB/Tet
(12,5ug/ml) resuspendiert und o/n bei 37°C und 250rpm angezogen. 4ml der frischen
Kultur werden in 400ml LB/Tet (12,5ug/ml) verdinnt und bis zu einer ODgp=0,4
kultiviert. Nach einer 10min Inkubation auf Eis wird die Kultur bei 4°C und 4000rpm
fur 15min zentrifugiert und das Pellet in 50ml Tfbx1 resuspendiert. Nach einer 5min
Inkubation auf Eis wird flr 15min bei 4°C und 4000rpm zentrifugiert. Das Pellet wird
in 10ml Tfbx2 resuspendiert und die Bakteriensuspension in 500ul Aliquots in
flissigem Stickstoff schock-gefroren und bei -70°C gelagert. Zur Transformation
werden 200ul der kompetenten Zellsuspension mit dem ganzen Ligationsansatz
versetzt und fir 30min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fur 2min bei 42°C
und anschlielender 2min Inkubation auf Eis erfolgt nach Zugabe von 1ml LB-Medium
die Regeneration bei 37°C fur 45min. Die Selektion der Bakterien erfolgt nach
Ausstreichen des Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten, die ein geeignetes

Antibiotikum enthalten.
5.1.8 Anzucht und Lagerung von Bakterien

Die Anzucht der Bakterien erfolgt in einem Schuttelinkubator bei 37°C und 250rpm.
Die Bakterien werden aus Einzelkolonien in LB-Medium mit einem dem Resistenzgen

des transformierten Plasmids entsprechenden Antibiotikum angeimpft.

Fiur Glycerinkulturen werden o/n-Kulturen mit 15% Glycerin in flissigem Stickstoff
schock-gefroren und bei -70°C gelagert. Zur Wiederverwendung werden aus den
Glycerinkulturen die Bakterien mit einer Impfése auf dem Selektionsmedium

ausgestrichen.
5.1.9 Isolierung von genomischer DNA aus DT40 Zellen

DT40 Zellen werden mit PBS gewaschen und in einer Dichte von 5-10/ml in Puffer K
resuspendiert und fur 45min bei 56°C inkubiert. Nach Inaktivierung der Proteinase K
fur 10min bei 95°C kann der Ansatz direkt als Templat in der PCR eingesetzt

werden.
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5.1.10 Isolierung von RNA aus Kulturzellen

2-4-10° Zellen werden 5min bei 300xg abzentrifugiert und mit dem Kit RNAII von
Macherey und Nagel gemal den Herstellerangaben weiterbehandelt. Die RNA wird
bei -70°C gelagert.

5.1.11 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgt photometrisch bei den
Wellenlangen von 260nm und 280nm. Als Referenz dient Wasser. Eine ODggo von 1
bei einer Kuvettentiefe von 10mm entspricht einer Konzentration von 50ug/ml DNA
oder 40ug/ml RNA. Durch das Verhaltnis OD2go/OD2g wird die Reinheit der DNA und
RNA (Verunreinigungen durch Proteine) bestimmt. Dieser Quotient sollte im Bereich

von 2 bis 1.7 liegen.
5.1.12 Reverse Transkription von mRNA (Foley et al., 1993)

Zunachst wird die isolierte RNA mit oligo-dT geprimt. Dazu werden 5ug RNA mit H,O
auf ein Volumen von 10ul gebracht und 1ul OdT,.18 (Gibco) dazu pipettiert. Nach
10min Erhitzen auf 70°C, werden die Proben in Eiswasser abgeklhlt. Danach erfolgt
die eigentliche reverse Transkription, indem 4ul 5xRT-Puffer, 2ul dNTP, 2ul 0,1M
DTT und 1ul MMLV Reverse Transkriptase zu der geprimten mRNA gegeben wird.
Nach 60min Inkubation bei 37°C wird das Enzym durch 10min Erhitzen auf 65°C
inaktiviert.
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5.1.13 Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et. Al., 1986; White et al., 1989)

PCRs, die zur Mutagenese oder Fusion von Epitopen dienen, wurden mit Elongase

Mix in 100ul Ansatzen durchgeflhrt:

Template-DNA 100pg bis 1ng

Primer 5" (100pmol/ul) Tul

Primer 3’ (100pmol/pul) Tul

dNTP (10nM jeden Nucleotids) 0,5ul

Puffer 5x A 10ul

Puffer 5x B 10ul

Elongase Mix (Gibco) 1,5ul (bei Fragmenten <500bp 2ul)
H,O — 100yl

Die PCRs zur Analyse der Gentranskription oder genomische PCRs werden in 25l

Ansatzen mit Taq Polymerase durchgefuhrt:

Produkt aus Reverser Transkription oder 1,3ul

genomische DNA

Primer 5" (100pmol/ul) 0,25yl
Primer 3’ (100pmol/ul) 0,25yl
dNTP (10nM jeden Nucleotids) 0,15l
Puffer 10x PCR (Qiagen) 2,5ul
Taq (5U/ul) 0,15ul
H.0 — 25yl

Alle PCRs werden mit einer einmaligen Denaturierung fur 5min bei 94°C gestartet.
Im Anschluss an den letzten Zyklus wird fir 7min bei der entsprechenden
Elongationstemperatur (Taq 72°C; Elongase Mix 68°C) inkubiert bevor auf 14°C bis
zur Weiterbearbeitung abgekunhlt wird.
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Tab. 5.1 PCR-Bedingungen

Primer Temperatur-Zeit-Profil Zyklenzahl

Aktin 30s 94°C / 30s 60°C / 30s 72°C 25 (qualitativ)
15-17 (quantitativ)

K2723/2725 | 40s 94°C / 40s 63°C /40s 72°C 30

rtTA5'/rtTA3’ | 30s 94°C / 60s 58°C / 30s 72°C 30

TRP15’ 1923/ | 35s 94°C / 35s 57,5°C / 355 68°C 10

TRP1delEWK | 35s 94°C / 35s 57,5°C + 0,1°C/Zyklus / 35s 68°C | 10

-675_3 35s 94°C / 35s 58,5°C / 35s 68°C 10

alle weiteren | 30s 94°C / 30s 60°C / 30s 72°C 30 (qualitativ)

Primerpaare 20 bis 30
(quantitativ)

5.1.14 ,,Real Time PCR"

Die ,Real-Time-PCR* ermdglicht die quantitative Bestimmung von Genexpressionen.
Die Reaktion lauft in einem , Lightcycler (Roche) ab. Dabei handelt es sich um einen
PCR-Thermocycler, in dem die PCR-Reaktion in Quarzkapillaren erfolgt und nach
jedem einzelnen Zyklus die Inkorporation des Farbstoffes ,SYBR Green I in die sich
vermehrende doppelstrangige DNA laserinduziert optisch ausgelesen wird. Die
Fluoreszenzzunahme entspricht dann der Zunahme an doppelstrangiger DNA. Durch
die online-Detektion wird es maoglich, jede einzelne PCR-Reaktion in ihrer
exponentiellen Phase zu quantifizieren. In der exponentiellen Phase vermehrt sich
die DNA-Menge in jedem Zyklus um den gleichen Faktor E (ca. 2), weshalb sich die
PCR hier wie eine Gleichung erster Ordnung verhalt :

(1) [N]c = [N]o - Ec [N]c = Konzentration der DNA nach Zyklus C
[N]o = Konzentration der DNA vor Beginn der PCR
C = Zyklenzahl
E = Effizienz (Vermehrungsfaktor der DNA pro
Zyklus)

Nach vielen PCR-Zyklen mit DNA-Vermehrung kommt die Reaktion in die
Plateauphase, weil sich die Ausgangsstoffe (Primer, dNTPs etc.) verbrauchen. Hier

steht die Fluoreszenz nicht mehr in berechenbarer Abhangigkeit von der Zyklenzahl
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und Ausgangsmenge der cDNA allein, sondern der Faktor E verandert sich. Zur
Auswertung der ,Real-Time-PCR* verwendet man daher die Phase des
logarithmischen DNA-Zuwachses. Dazu legt man willkurlich eine ,Crossing Line® in
einen Bereich der Fluoreszenz, wo sich alle betrachteten PCR-Reaktionen noch im
logarithmischen Bereich befinden. Der Schnittpunkt der sigmoiden Kurve
(Fluoreszenzintensitat gegen Zyklenzahl) mit der ,Crossing-Line“ stellt den
Crossingpunkt Cp dar. Dieser Parameter wird fur den Vergleich von
Expressionstarken herangezogen.

In dieser Arbeit wurde die ,Real-Time-PCR* mit dem QuantiTect SYBR Green RT-
PCR-Kit von Qiagen gemal den Herstellerangaben durchgefuhrt (Volumen/Ansatz
20ul). Die Ausgangsmenge an Gesamt-RNA betrug dabei 300ng (bei TRPC1-PCR

1ug). Folgende Programmeinstellungen wurden verwendet:

e Reverse Transkription 20min bei 50°C
e Denaturation 15min bei 95°C
o Amplifikation 55 Zyklen 94°C fur 15s/60°C fur 20s/72°C fur 5s

5.1.15 PCR-Produkt-Klonierung

Dazu wird zunachst die DNA aus dem PCR-Ansatz gefallt, indem 90ul des PCR-
Produktes mit 110ul H,O versetzt werden. Nach Zugabe von 1/10 Vol. 3M
Natriumacetat und 2,5x Vol. Ethanol wird 30min auf -70°C abgekuhlt. Die
ausgefallene DNA wird 30min bei 20000xg und 4°C pelletiert. Die DNA wird mit 70%
Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 20ul TE geldst. Alternativ wird die
DNA mit dem Aufreinigungskit ,High Pure PCR-Produkt Purification Kit* von Roche
aufgereinigt. Diese DNA kann nun flir die weitere Klonierung eingesetzt werden,
indem sie, entsprechend den Restriktionsschnittstellen im Primer, mit Hilfe von
Restriktionsendonucleasen nach 6.1.3 hydrolysiert werden. Alle Produkte werden
zunachst in pBKS kloniert und bei der MWG-Biotech AG sequenziert.
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5.2 Zellbiologische Methoden
5.2.1 Kulturbedingungen

Die Zellen werden bei 37°C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90% und einem CO,-
Gehalt von 5% kultiviert.

5.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wird mit Hilfe einer Neubauer-Zadhlkammer bestimmt. Auf die
Zahlkammer wird ein angefeuchtetes Deckglaschen gelegt und bis zur Ausbildung
von Newton’schen Ringen angepresst. AnschlieBend werden 10ul der
Zellsuspension unter das Deckglaschen pipettiert und die 16 Grundquadrate im
inneren Achsenkreuz der Zahlkammer ausgezahlt. Die Zellzahl ergibt sich nach

zweimaligem Zahlen aus:

(2) Mittelwert x 10* = Zellzahl/ml
5.2.3 Medienwechsel und Teilung von adhdrenten Kulturzellen

Die adharent wachsenden Zelllinien HEK293 und PlatE werden in DMEM 10% FCS
kultiviert (vergl. 4.4), wobei PlatE unter Selektionsdruck mit 2ug/ml Puromycin und
10ug/ml Blasticidin gehalten werden. Ein Mediumwechsel erfolgt spatestens alle drei
Tage. Sind die Zellen konfluent, werden sie in einem Verhaltnis von maximal 1:5
geteilt. Dazu werden die Petrischalen einmal mit 37°C warmen PBS gewaschen und
fur 1min bei RT mit einem Volumen Trypsin/EDTA-Lsg. inkubiert, das den Boden der
Petrischalen bedeckt. Danach werden die Zellen in DMEM 10% FCS aufgenommen
und ausgesat. Laut ATCC-Empfehlung ist eine Trypsinbehandlung von HEK293-
Zellen nicht erforderlich. Insbesondere flr die Vorbereitung von Immunfluoreszenzen
und Ca®*-Imaging-Messung wirkt sich eine Trypsinierung aber sehr vorteilhaft aus,

da es die Aggregation von HEK293-Zellen deutlich unterdrickt.

Vorbereitung von HEK293-Zellen fur Immunfluoreszenz-Analysen

Zur Durchfihrung von Immunfluoreszenz-Analysen werden die Zellen entweder in
12-well Platten auf 24mm& Deckglaser oder auf 12-well Objekttrager gesat. Beide
Systeme werden mit Polylysin vorgecoatet, indem ca. 5-20ul Polylysin-Lsg. mit der
Pipette auf dem Glas verstrichen werden und 10min bei RT inkubiert wird. Vor dem

Aussahen der Zellen wird mit PBS gewaschen. Fiir 12 well Platten werden 10°
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Zellen/well und fiir 12-well Objekttrager werden 5-10° Zellen/Objekttrager ausgesat.

Die Immunfluoreszenzen werden 40h nach dem Aussahen gestartet.

Vorbereitung von HEK293-Zellen fiir Ca?*-Imaging-Messungen

Fir Ca?*-lmaging-Messungen werden 60mmg Petrischalen verwendet, in die ein
10mm Loch gestanzt wurde. Die Petrischalen werden mit 70% Ethanol sterilisiert,
ausfuhrlich mit Millipore Wasser gesplult und im Trockenschrank bei 60°C getrocknet.
Auf die Offnung wird von der Unterseite ein 24x24mm grofes Stiick Parafilm und
darauf ein 24x24mm grol3es Deckglas gelegt. Die Befestigung des Deckglases
erfolgt durch Erhitzen des Parafilms mittels Fon. Nachdem Uberschissiges Parafilm,
insbesondere im Bereich des Loches, mit einem Skalpell entfernt ist, wird das Glas
mit ca. 5ul Polylysinlésung vorgecoated (analog 5.2.3.1). Pro Probe werden flr 40-
45h Inkubation 1,5-10° Zellen ausgesét. Die Inkubation erfolgt dabei in DMEM mit
10% FCS und 50ug/ml Gentamycinsulfat.

5.2.4 Kultivierung von nicht adharenten Kulturzellen

Die Zelllinie 11A1.6 wird in Clicks 10% FCS in einer Dichte von 0,2-1-10° Zellen/ml
kultiviert. DT40 Zellen werden in einer Dichte von 0,1-1,5-10° Zellen/ml in RPMI 10%
FCS 1% CS gehalten. Die Zelllinien WEHI231, EREB2.5 und P493.6 werden in dem
Medium RPMI 10% FCS in einer Dichte von 0,3-1-10° Zellen/ml kultiviert. Fir
Zellinien mit Tetracyclin-regulierbarer Genexpression wird FCS verwendet, das

tetracyclinfrei ist. EREB2.5 Zellen werden in Gegenwart von 1uM Ostrogen kultiviert.
5.2.4.1 Abschalten der EBNA2-Expression in EREB2.5-Zellen

Um die Expression von EBNAZ2 zu unterdricken werden die Zellen dreimal mit
ostrogenfreiem RPMI 10% FCS gewaschen und in einer Dichte von 7-10° Zellen /ml
in RPMI 10% FCS resuspendiert. Die Zellen kdnnen bis maximal 72h nach

Ostrogenentzug kultiviert werden, proliferieren jedoch nicht mehr.
5.2.4.2 Abschalten der c-myc-Expression in P493.6 Zellen

Bei P493.6 Zellen wird die c-myc Expression durch Zugabe von 0,1ug/ml Tetracyclin
abgeschaltet. Danach konnen die Zellen bis zu 72h kultiviert werden und proliferieren

nicht mehr.
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5.2.4.3 Aktivierung der Tetracyclin-regulierten Genexpression in 1I1A1.6 Tet-On Zellen

Bei IIA1.6 Zellen, die mit dem rtTA transfiziert sind, wird zur Aktivierung der

Genexpression Doxicyclin in einer Konzentration von 1ug/ml ins Medium gegeben.
5.2.4 .4 Vorbereitung von Suspensionszellen fur die Immunfluoreszenz

10° Zellen werden bei 300xg abzentrifugiert und in 100ul PBS resuspendiert. 50pl
dieser Suspension werden pro Well eines 12 Well Objekttragers ausgesat. Nach

30min Inkubation bei 37°C wird die Immunfluoreszenz gestartet.
5.2.5 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Die Zellen werden 5min bei 300xg und 4°C zentrifugiert und in einer Dichte von ca.
1-1,5-107 Zellen/ml in kaltem 10% (v/v) DMSO enthaltenden DMEM 10%FCS (l1A1.6,
WEHI231), DMEM 20% FCS (HEK293 und PlatE) oder FCS mit 10% DMSO (DT40,
EREB2.5, P493.6) resuspendiert. In einem Einfrierrdhrchen werden die Zellen in
einer geschlossenen Styroporbox zunachst o/n bei -70°C eingefroren, bevor sie in
flissigem Stickstoff gelagert werden. Das Auftauen der Einfrierproben erfolgt durch
ca. 1min Inkubation im 37°C Wasserbad. Die aufgetauten Zellen werden direkt in das
entsprechende Kulturmedium Uberflhrt und nach Pelletierung bei 300xg in frischem
Kulturmedium resuspendiert und ausgesat. Bei EREB2.5 und P493.6 werden die
Zellen zunachst fur 18h-24h in 1/3 des Mediumvolumens vertikal in einer
Kulturflasche kultiviert.

5.2.6 Transfektion von adharenten Zellen mit aktivierten Dendrimeren
(Albritton, 1997; Tang und Szoka, 1997)

Dendrimere sind hochverzweigte spharische Molekule, deren Verzweigungen von
einem Kernmolekul ausgehen und mit Aminogruppen enden kdnnen. Die Grofle und
Form von Dendrimeren ist prazis definiert. Durch Entfernen einiger tertiarer
Aminogruppen wird die Flexibilitat des Molekuls groler, was die Effizienz der
Transfektion um zwei bis drei Gro3enordnungen erhoht. Durch die Interaktion der
Aminogruppen der aktivierten Dendrimere mit den Phosphatgruppen der DNA
werden kompakte Strukturen gebildet, die durch unspezifische Endozytose in die

Zelle gelangen. In der Zelle kdnnen die Dendrimere nach Fusion der Endosomen mit
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Lysosomen den pH der Lysosomen puffern, dadurch Nucleasen inhibieren und somit

der Degradation vorbeugen.
Stabile Transfektion von HEK293 mit ,,.Superfect”

Am Tag vor der Transfektion werden HEK293-Zellen in der Dichte in 60mmYJ
Schalen gesat, so dass sie am folgenden Tag 40-80% Konfluenz erreicht haben. 5ug
DNA (minimale Konzentration 0,1ug/ul) werden mit serumfreiem DMEM auf ein
Volumen von 150ul gebracht und gut vermischt. Nach Zugabe von 20ul SuperFect-
Reagenz wird der Ansatz fir 10min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen
werden die Zellen mit 4ml serumfreiem Medium gewaschen. Zu dem
Transfektionsansatz wird 1ml DMEM 10% FCS pipettiert, und nach Vermischung
wird die Lésung gleichmaRig auf die Zellen gegeben. Nach einer Inkubation von 3h
im Brutschrank werden die Zellen zweimal sehr vorsichtig mit 4ml serumfreiem
Medium gewaschen, bevor frisches DMEM 10%FCS mit 50ug/ml Gentamycinsulfat
zugegeben und die Zellen 48h kultiviert werden. Nach 48h werden die Zellen in dem
Selektionsmedium mit 400ug/ml G418 kultiviert (Mediumwechsel alle 3 Tage). Nach
10-12 Tagen sind die ersten Klone auf der Schale sichtbar. Diese werden ab einer
GroRe von ca. 500-1000 Zellen in 24-well-Platten Uberfuhrt und danach

entsprechend der maximalen Teilungsrate von 1:4 weiter expandiert.

5.2.6.2 Transfektion von PlatE mit ,Fugene“ zur Produktion rekombinanter Viren
(modifiziert nach Morita et al., 2000)

PlatE Zellen werden einen Tag vor der Transfektion in einer 30% Konfluenz
entsprechenden Dichte auf 60mm& Schalen ausgesat. Fur die Produktion
ecotropher Viren wird 2,5ug DNA werden mit 100pul serumfreiem RPMI vermischt
und mit 7,5ul Fugene versetzt. Bei Pseudotypisierung mit VSV-G wird 2ug DNA und
0,5ug pHCMV-VSV-G eingesetzt. Der Ansatz wird 30min bei RT inkubiert. Auf die
Zellen wird frisches RPMI 10% FCS entsprechend der zu infizierenden Zelllinie mit
50ug/ml Gentamycinsulfat gegeben. Das Transfektionsgemisch wird gleichmaRig in
der Schale verteilt. Nach 48h Inkubation im Brutschrank werden die Zelliberstande

zur Infektion (5.2.8) eingesetzt.
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5.2.7 Stabile Transfektion von lIA1.6 durch Elektroporation

Die Transfektion durch Elektroporation wurde erstmals von Neumann et al. (1982)
zur Transformation von Saugerzellen benutzt, ist aber auch bei anderen
eukaryotischen Systemen und Bakterien anwendbar. Ublicherweise werden dabei
intakte Zellen in Gegenwart von DNA einem oder wenigen kurzen elektrischen
Impulsen von Feldstarken zwischen 1 bis 30kV/cm unterworfen. Die fur die
Transfektion verwendete DNA wurde linearisiert (alle Vektoren mit Ampicillinresistenz
mit Sca 1) und Uber eine lonenaustauschersaule aufgereinigt (vergl. 5.1.1.2). Zur
Transfektion werden 1x10’ Zellen in logarithmischer Wachstumsphase dreimal mit
serumfreiem Medium (4 °C) gewaschen, in 0,5ml serumfreiem Medium
aufgenommen und 15-30ug DNA versetzt. Bei Co-Transfektion von pTETon und
pSV2pac wird 40ug Gesamt-DNA und pTet-On in finffachem molaren Uberschuss
eingesetzt. Nach einer Vorkuhlphase von 5min auf Eis wird in einer Kuvette mit
0,4cm Elektrodenabstand bei 260V und 960uF elektroporiert. Die Zellen werden in
20 ml Medium 10 % FCS 50ug/ml Gentamycinsulfat aufgenommen und nach 48h
selektioniert (750pug/ml G418; 5ug/ml Puromycin).

5.2.8 Transfektion mit rekombinanten Retroviren (modifiziert nach Morita et
al., 2000)

Der retrovirale Gentransfer ist eine aullerordentlich effiziente Methode zur
Transfektion von Zellen (McLachlin et al., 1990; Krebs et al., 1999; Morita et al.,
2000). Dabei werden die funktionellen und strukturellen Eigenschaften von
Retroviren, wie z.B. die stabile Integration ins Wirtsgenom, ausgenutzt. In dieser
Arbeit wurde ein auf MMLV basierendes System der so genannten 3. Generation
verwendet, in dem die Replikationsdefizienz des Retrovirus durch die getrennte
Expression der Gene gag-pol und env in einer Helferzelllinie (z.B. PlatE) erreicht
wird. Das zu transfizierende Gen wird in einen retroviralen Vektor einkloniert. Dieser
Vektor enthalt zum einen das Verpackungssignal vy, das die Einbindung der viralen
Transkripte in den Viruskern steuert, und zum anderen die 5- und 3’-LTRs (,long
terminal repeats®), die die erforderlichen Sequenzen fur die reverse Transkription,
Integration und Transkription enthalten. Auf diese Weise werden in einem
Zellsystem, das die viralen Gene gag-pol und env exprimiert, Viren produziert, deren
RNA lediglich flr das einklonierte Gen und eventuell ein Resistenzgen kodiert. In

Zelllinien, die kein gag-pol und env exprimieren, findet keine Virusproduktion statt.
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Env kodiert fur membranstandige Glykoproteine, die die Fahigkeit zur Infektion von
Zellen determinieren. Wahrend ecotrophe Hullproteine die Infektion von murinen
Zellen ermdglichen, sind Viren mit amphotrophen Hullproteinen in der Lage, eine
Vielzahl von Zellen zu infizieren. Besonders infektiose Hullproteine enthalt das Virus
Vesicular stomatitis. Durch Co-Transfektion von retroviralem Vektor und einem fur
das Hullprotein VSV-G kodierenden Konstrukt werden in eco- oder amphotrophen

Helferzelllinien Viren mit VSV-G-Hullproteinen produziert (Pseudotypisierung).

Fur den retroviralen Gentransfer existieren diverse Vektoren, die grundsatzlich auf
Vektoren der Typen pM und pL zurtckzufuhren sind. Krebs et al. (1999) fanden, dass
Vektoren des Typs pM zu wesentlich hoheren Infektionsraten in B-Lymphozyten
fuhren. In dieser Arbeit wurde der Vektor p5SN-M-IRES-hph verwendet. Alle cDNAs
wurden ,blunt® in die Klenow-behandelte Notl-Schnittstelle von p5N-M-IRES-hph

kloniert. Die rekombinanten Viren wurden gemalf 5.2.6.2 produziert.
5.2.8.1 Transfektion von DT40-Zellen mit rekombinanten Retroviren

Zur Infektion von DT40 Zellen werden rekombinante Retroviren verwendet, die mit
dem Hullprotein von Vesicula stomatitis Virus pseudotypisiert wurden. In 2ml der
PlatE-Zelliiberstiande zuziiglich 0,5ml frischem RPMI werden 5-10° DT40 Zellen einer
logarithmischen Kultur mit 3ug/ml Polybren resuspendiert und auf einer 3cmd
Petrischale (oder 6 well Platte) ausgesat. Eine Zentrifugation der Zellen, die in
manchen Publikationen zur Erhéhung der Infektionsrate empfohlen wird (Krebs et al.,
1999), fuhrte nicht zur Steigerung der Transfektionsrate. Nach 24h Inkubation im
Brutschrank werden die Zellen abzentrifugiert und direkt in das Selektionsmedium
(RPMI 1,5mg/ml Hygromycin; 50ug/ml Gentamycinsulfat) Uberfihrt. Die Zellen
werden weitere 6d in Selektionsmedium in einer Dichte von 10°-1,5-10° Zellen/ml
kultiviert. Die weitere Kultivierung erfolgt ohne Selektion. Bei einer Kultivierung von
langer als zwei Wochen wird erneut fur 4d selektioniert. Jede Transduktion wird
durch Infektion mit einem rekombinanten EGFP-Virus durch FACS-Analyse nach 2d
und 6d kontrolliert.

5.2.8.2 Transfektion von WEHI231 Zellen mit rekombinanten Retroviren (modifiziert
nach Krebs et al., 1998)

Zur transienten Transfektion von WEHI231 wird mit rekombinanten ecotrophem

Retroviren infiziert. Dazu werden 10° WEHI231 Zellen in 2,5ml Zelliiberstand (vergl.
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5.2.6.2) mit S5ug/ml Polybren resuspendiert und auf einer 3cm Petrischale (oder 6
well Platte) ausgesat. Nach 20h werden die Zellen in frischem RPMI 50ug/mi
Gentamycinsulfat aufgenommen. Nach weiteren 24h werden die Zellen fur
Immunfluoreszenzen oder Calciummessungen verwendet. Der Erfolg der
Infektion wird durch eine Kontrollinfektion mit einem rekombinanten EGFP-Virus

ermittelt.
5.2.9 Etablierung von Tetracyclin-regulierbarer Genexpression in l1A1.6-Zellen

Zur Etablierung von IlIA1.6-Zellen, in denen die regulierbare Expression von
transfizierter cONA mdglich ist, werden die Zellen uber Elektroporation (5.2.7) mit
dem Vektor pTet-On transfiziert. Nach Subklonierung werden die einzelnen Klone
zunachst Uber transiente Transfektion auf Regulierbarkeit getestet. Dazu werden die
[IA1.6Tet-On-Klone mit pBIG elektroporiert und nach 24h zur Halfte mit 1ug/ml
Tetracyclin inkubiert. Nach weiteren 24h werden die Zellen eines -
Galaktosidasetests unterzogen. Dazu werden die Zellen einmal mit PBS gewaschen,
in einer 24well Platte (7*10°Zellen/well) ausgesat und 30min bei 37°C inkubiert. Die
Zellen werden 15min bei RT fixiert (0,1iM NaHPO, (pH7,0); 1mM MgCly, 1%
Glutardialdehyd). Nach einmaligem Waschen mit PBS werden die Zellen mit -20°C
kaltem Ethanol (100%) flr 5min lysiert. Fur die Farbereaktion werden die Zellen flr
45min mit 0,2% X-Gal; 10mM NaHPO, (pH7,0); 150mM NaCl; 1mM MgCl,; 3,3mM
KsFe(CN)g; 3,3mM KsFe(CN)g bei 37°C inkubiert, dann mit Glycerin Uberschichtet

und lichtmikroskopisch ausgewertet.
5.2.10 Bestimmung von Oberflachen IgM am Durchflusszytometer

Zur Analyse von Oberflachen IgM werden 5-10° Zellen bei 300xg abzentrifugiert und
mit PBS gewaschen. Die Zellen werden in 200ul PBS resuspendiert und mit 1:100
verdunntem FITC-konjugiertem anti-IgM Antikorper fur 30min bei RT und leichtem
Schutteln im Dunkeln inkubiert. Nach zweimaligem Waschen, werden die Zellen in
500ul PBS resuspendiert und am Durchflusszytometer analysiert. Fir P493.6-Zellen
und EREB2.5-Zellen wird FITC-markierter Ziege-anti-Mensch IgM und fur DT40-

Zellen FITC-markierter Ziege-anti-Maus IgM verwendet.
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5.2.11 Lokalisierungsstudien an transfizierten HEK293 Zellen (Engelke et al.,
2002)

Die nach 5.2.3.1 vorbereiteten Zellen werden nach Absaugen des Mediums zunachst
einmal vorsichtig mit PBS gewaschen. Zur Markierung der Zellmembran wird optional
mit PBS 0,25% (v/v) CM-Dil fur 4min bei RT und 6min bei 4°C inkubiert. Dann
werden die Zellen mit PBS 2,5% PFA fur 20min bei RT fixiert. Bei den folgenden
Schritten werden die Proben im Dunkeln gehalten. Zur Absattigung freier
Aldehydgruppen wird fur 20min mit PBS-Glycin bei RT inkubiert. Nach einmaligem
Waschen mit PBS werden die Zellen mit PBS-0,2% Triton X-100 durch 2min
Inkubation bei RT permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden
unspezifische Antikorperbindungsstellen durch PBS 2% BSA bei RT geblockt.
AnschlieBend wird mit dem Antikdrper M2 in einer Konzentration von 3ug/ml
(verdunnt in PBS 2% BSA) fur 1h bei 4°C inkubiert. Bei Co-Lokalisierungsstudien mit
TRPC3HA wird zusatzlich der Antikérper Ratte-anti-HA in einer Verdinnung von
1:200 eingesetzt. Nach dreimal 10min Waschen mit PBS 2% BSA wird der mit Cy5
konjugierte Sekundarantikorper Ziege-anti-Maus fur 45min bei 4°C in einer
Verdunnung von 1:150 in PBS 2% BSA auf die Zellen gegeben und fur 45min bei
4°C inkubiert (bei Co-Lokalisierungsstudien mit TRPC3HA Ziege-anti-Maus-Cy2
(1:300) und Esel-anti-Ratte-Cy3 (1:200)). Nach zweimal 10min Waschen wird
optional das endoplasmatische Retikulum mit 1,5uM Bodipy TR-X (in PBS) fur 3min
bei RT gefarbt. Abschlielfend wird zweimal 10min mit PBS 2% BSA gewaschen, und
die Proben werden in Mowiol 4-88 eingebettet. Die Proben werden mit konfokaler
Lasermikroskopie (Pinhole 0,3uM) ausgewertet, und die Aufnahmen werden in
Adobe Photoshop 6.0 exportiert. Die Anregung von EGFP erfolgt dabei Uber den
Argonlaser bei einer Wellenlange von 488nm, CM-Dil sowie Bodipy TR-X werden mit
einem GreNe-Laser bei 543nm angeregt und die Anregung von Cy5 erfolgt mit Hilfe

des HeNe-Lasers bei 633nm.
5.2.12 Immunfluoreszenzmikroskopie an lI1A1.6Tet-On-Zellen

Die nach 5.2.4.1 vorbereiteten Zellen werden mit PBS 4% (w/v) PFA fur 20min bei
RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden Uberschissige
Aldehydgruppen mit PBS 100mM Glycin fir 20min bei RT abgesattigt. Nach
einmaligem Waschen mit PBS erfolgt die Permeabilisierung der Zellen mit PBS 0,2%

(w/v) Triton X-100 far 3min bei RT. Erneut wird zweimal mit PBS gewaschen und
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unspezifische Antikdrperbindungsstellen werden durch 20min Inkubation mit PBS
1,5% (w/v) BSA bei RT geblockt. Alle folgenden Inkubationsschritte erfolgen bei 4°C.
Der anti-Flag Primarantikorper M2 wird in PBS 1,5% (w/v) BSA auf eine
Endkonzentration von 3ug/ml verdinnt und far 1h auf die Proben gegeben. Nach
3x10min Waschen mit PBS 1,5% BSA wird mit dem Cy2-konjugierten Ziege-anti-
Maus Antikérper (1:300 in PBS 1,5% BSA) fir 45min inkubiert. Nach dreimal 10min
Waschen mit PBS 1,5% BSA werden die Proben in Mowiol 4-88 eingebettet und mit

dem Fluoreszenmikroskop ausgewertet.
5.2.13 Immunfluoreszenzmikroskopie an stabil transfizierten DT40 Zellen

Die nach 5.2.4.1 vorbereiteten Zellen werden mit PBS 4% (w/v) PFA flr 20min bei
RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden uUberschussige
Aldehydgruppen mit PBS 100mM Gly fur 20min bei RT abgesattigt. Nach einmaligem
Waschen mit PBS erfogt eine Permeabilisierung der Zellen mit PBS 0,2% (w/v) Triton
X-100 fur 3min bei RT. Erneut wird zweimal mit PBS gewaschen und unspezifische
Antikoérperbindungsstellen werden durch 20min Inkubation mit PBS 1,5% (w/v) BSA
bei RT geblockt. Alle folgenden Inkubationsschritte erfolgen bei 4°C. Der
Primarantikorper Ratte-anti-HA wird in PBS 1,5% (w/v) BSA auf eine
Endkonzentration von 667ng/ml verdinnt und far 1h auf die Proben gegeben. Nach
3x10min Waschen mit PBS 1,5% BSA wird mit dem Cy3-konjugierten Esel-anti-Ratte
Antikorper (1:150 in PBS 1,5% BSA) fur 45min inkubiert. Nach dreimal 10min
Waschen mit PBS 1,5% BSA werden die Proben in Mowiol 4-88 eingebettet und mit
konfokaler Lasermikroskopie (Pinhole 0,3uM) ausgewertet. Die Anregung erfolgt
Uber den GreNe-Laser bei 543nm und die Emission wird im Bereich von 570nm

aufgenommen. Die Aufnahmen werden in Adobe Photoshop 6.0 exportiert.

5.2.14 Immunfluoreszenzmikroskopie an transient transfizierten WEHI231-

Zellen

Die nach 5.2.4.1 vorbereiteten Zellen werden mit PBS 4% (w/v) PFA flr 20min bei
RT fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS werden uUberschussige
Aldehydgruppen mit PBS 100mM Gly fur 20min bei RT abgesattigt. Zur
Permeabilisierung werden die Zellen fur 15min mit PBS 0,1% Triton X-100 1,5% BSA
bei RT inkubiert. Alle folgenden Inkubationsschritte erfolgen bei 4°C und die
Waschschritte sowie Verdinnungen erfolgen mit PBS 0,1% Triton X-100 1,5% BSA.
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Der Primarantikorper Ratte-anti-HA wird auf eine Endkonzentration von 667ng/ml
verdunnt und fur 1h auf die Proben gegeben. Nach 3x10min Waschen mit PBS 1,5%
BSA wird mit dem Cy3-konjugierten Esel-anti-Ratte Antikorper (1:150 verdinnt) fur
45min inkubiert. Nach dreimal 10min Waschen werden die Proben in Mowiol 4-88
eingebettet. Die Auswertung erfolgt mit Fluoreszenzmikroskop und die Aufnahmen

werden mit Digitalkamera und dem Programm MetaVue digitalisiert.

5.2.15 Beladung von Zellen mit den calciumsensitiven Fluorophoren Fura2 und
Fluo3

Die Beladung der Zellen erfolgt mit den Acetoxymetylestern der Fluorophore,
unterstltzt durch das Detergenz Pluronic F-127. Die Ester der Farbstoffe sind im
Gegensatz zu den Molekulen mit freien Carbonsauregruppen membrangangig und
werden im Cytosol der Zelle durch Esterasen zu den entsprechenden Carbonsauren
hydrolysiert (,Dye-Trapping“). Das Pluronic F-127 unterstutzt dabei nicht nur die
Aufnahme des Farbstoffes, sondern unterbindet zudem eine Kompartimentierung in

den Membranen der Zelle.
5.2.15.1 Beladung von HEK293 Zellen mit Fura2

Nach Absaugen des Mediums werden 200ul Beladungspuffer (vergl. 4.4) auf die
Zellen gegeben und fur 30min bei 37°C inkubiert. Im Anschluf3 wird mit 1ml DMEM
10% FCS verdunnt und fur weitere 10min bei 37°C inkubiert. Danach werden die
Zellen zunachst zweimal mit calciumhaltigem ECS gewaschen. Direkt vor der
Messung wird mit EGTA-haltigem ECS gewaschen und 100ul EGTA-haltiges ECS
auf die Zellen pipettiert.

5.2.15.2 Beladung von Suspensionszellen mit Fluo3

7-10° Zellen werden bei 300xg pelletiert und in 700ul des entsprechenden
Kulturmediums mit 5% FCS resuspendiert. Unter leichtem Vortexen wird die
Farbstofflosung entsprechend den fur die jeweilige Zelllinie erforderlichen

Konzentrationen hinzugegeben:
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Zelllinie Pluronic F-127 Fluo3-AM
[IA1.6 0,02% 1uM
Daudi 0,02% 1uM
DT40 0,015% 1,5uM
EREB2.5 0,02% 1uM
P493.6 0,02% 1uM
WEHI231 0,02% 1uM

Nach 20min Inkubation bei 30°C bei leichtem Schitteln werden 700ul des
entsprechenden Kulturmediums mit 10% FCS hinzugegeben und fir 10min bei 37°C
unter leichtem Schutteln inkubiert. Die Proben werden zweimal mit Krebs Ringer
Losung 1TmM CaCl, gewaschen. Die Zellen werden bis zur Messung (maximale
Zeitspanne 90min) in Krebs Ringer Losung 1mM CaCl, bei exakt 20°C
(Thermomixer) gehalten und direkt vor der Messung abzentrifugiert und in dem
gewulnschten Puffer (mit CaCl, oder 0,5mM EGTA) entsprechend einer Dichte von

5-10°-10° Zellen/ml resuspendiert.

5.2.16 ,,Single-Cell-Ca®*-Imaging“ an HEK293-Zellen (Engelke, 1999; Engelke et
al., 2002)

Aus den gemal} 5.2.12.1 vorbereiteten Zellen wird ein Ausschnitt ausgewahlt, in dem
die Zellen moglichst als konfluenter Monolayer vorliegen. Zunachst wird fur 30sec
eine Grundlinie aufgenommen, bevor die Stimulation der Zellen mit 200uM
Carbachol, einem Agonisten des muskarinischen Rezeptors, erfolgt. 4min nach
Carbacholzugabe wird die Ca?*-Konzentration der ECS auf 1,8mM eingestellt. Am
Ende jedes Experimentes werden die Zellen 0,1% TritonX-100 Lésung ausgesetzt,
um das maximale Ratio Rmnax zu bestimmen. Danach wird der Puffer auf 20mM EGTA
zur Ermittlung des minimalen Ratios Rmin eingestellt. Die cytosolische
Calciumkonzentration wird mit TillVislon nach folgender Formel bestimmt:

(3) [Ca'| = K, -H (Grynkiewicz et al., 1985)

(R=Ratio 340/380; Ks=Dissoziationskonstante des FuraZ—CaZ+—KompIexes)

Die Existenz nicht hydrolysierter Fura2 Ester wurde durch Mn?*-Quenching

ausgeschlossen (Merrit et al., 1989).
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5.2.17 Ca**-Messungen an Suspensionszellen im Durchflusszytometer
(modifiziert nach Budde et al., 1994)

Die nach 5.2.12.2 vorbereiteten Zellen werden in einer Dichte von 5-10°-10° Zellen/ml
am FACS gemessen (bei ,add back“ Protokollen in Krebs Ringer Lésung mit 0,5mM
EGTA und bei anderen Messungen mit 1mM CaCl,). Nach 20sec einer Messung
erfolgt die Stimulation der Zellen entsprechend Tab. 5.2. Am Ende einer Messung
wird lonomycin (100nM) hinzugegeben, um den Beladungszustand der Zellen zu
ermitteln. Die Daten werden mit FlowJo ausgewertet und in Excel exportiert. Bei
vergleichenden Messungen wird auf den Beladungszustand normiert (es

werden nur Messungen mit bis zu 15% Abweichung der Beladung verwendet).

Tab. 5.2 Stimulationsprotokolle fiir Ca®*-Flux Messungen

Zelllinie Stimulation Ca”**-Konzentration
(Zugabezeitpunkt bei
»add back®)
[1A1.6 anti-BCR IgG 30ug/ml 1mM (nach 4min)
DT40 M4 10ug/ml 1mM (nach 5.30min)
Thapsigargin 1,5uM 3mM (nach 8.30min)
EREB2.5 | anti-BCR F(ab); 20pug/ml | 1mM (nach 5min)
Thapsigargin 1,5uM 3mM (nach 8.30min)
P493.6 anti-BCR F(ab), 20ug/ml | 1mM (nach 5min)
Thapsigargin 1,5uM 3mM (nach 8.30min)
WEHI231 | anti-BCR F(ab); 20ug/ml | 1mM (nach 5min)
Thapsigargin 1,5uM 3mM (nach 8.30min)
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5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 Immunprazipitation an stabil transfizierten HEK293-Zellen (Engelke et al.,
2002)

Die Zellen einer konfluent bewachsenen 10cm & Schale werden einmal mit PBS
gewaschen und in 1ml RIPA 1% Triton X-100, 0,5% NP-40-Ersatz, 0,5%
Deoxycholat, 0,1% SDS, Proteaseinhibitor-Mix (Roche) fur 30 min bei 4°C lysiert und
anschlieBend der Zelldebris bei 20000xg und 4°C abgetrennt. Dem Uberstand
werden 2ug Ziege-anti-FLAG-Ak (OctA) zugesetzt und nach 1h bei 4°C 15yl
(gequollene ,beads” netto) Protein-G-Sepharose. Nach zweistlndiger Inkubation bei
4°C wird funfmal mit Lysepuffer ohne Proteaseinhibitoren gewaschen. Die Proteine
werden mit 15 pl 2x Laemmli fur 5 min bei 95 °C von der Protein-G-Sepharose
getrennt und fur SDS-PAGE und Western Blot-Analyse eingesetzt. Die Proteine
werden mit einer aufgereinigten IgG-Fraktion des Antiserums gegen den CT von

MTRP1p nachgewiesen. Der Western Blot wird mit OctA reinkubiert.

5.3.2 Immunprazipitation von HA-Fusionsproteinen aus stabil exprimierenden
DT40 Zellen

107 Zellen werden in 1ml Ripa-Puffer 1% Triton X-100, 0,5% Deoxycholat, 0,5%
NP40-Ersatz, 0,1% SDS, Proteaseinhibitor-Mix (Roche) 30min auf Eis lysiert.
Danach wird fiir 20min bei 4°C und 20000xg pelletiert und der Uberstand zunéchst
mit 20ul (gequollene ,beads” netto) Protein-A-Sepharose fur 1h vorgeklart und mit
3ug 12CA5 o/n bei 4°C im Roller inkubiert. Danach wird mit Fc-spezifischem
Kaninchen-anti-Ratte in halbmolarem Verhaltnis fur 1h bei 4°C inkubiert. Nach
Zugabe von 20l (netto) Protein-A-Sepharose wird erneut fur 90min bei 4°C im Roller
inkubiert. Um unspezifisch gebundenes Protein zu entfernen wird die Sepharose 6x
mit Ripa und einmal mit 0,125M Tris gewaschen. Die Sepharose wird Smin mit 20ul
2xLaemmli (0,1M DTT) aufgekocht, und der Uberstand kann direkt in der SDS-PAGE

eingesetzt werden.
5.3.3 SDS-Gelelektrophorese

Die  analytische  Auftrennung  von Proteinen  erfolgt durch  SDS-

Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit diskontinuierlichem Puffersystem
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(Laemmli, 1970). Trenn- und Sammelgel werden entsprechend der Tabelle
hergestellt. Dabei wird zunachst das Trenngel zwischen zwei Glasplatten mit
Gummidichtungen gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet, um die Ausbildung
eines Meniskus zu verhindern. Nach Polymerisation des Trenngels wird das
Isopropanol abgegossen und kurz mit Wasser gespult, bevor das Sammelgel
gegossen wird, in das durch Einsetzen eines Teflonkamms die Probentaschen
geformt werden. Die Taschen werden direkt vor dem Lauf mit Elektrophoresepuffer
gespult. Die Proben werden in 2x Leammli Probenpuffer fur 5min auf 95°C erhitzt.
Die Elektrophorese erfolgt bei Stromstarken von 10mA fir das Sammelgel und 20mA

fur das Trenngel. Als ProteingroRenstandard wird LMW verwendet.

Tab. 5.3 Zusammensetzung von SDS-PAA-Gelen

Sammelgel Trenngel

3% 7.5 % 10 % 12,5 %
AA-Stammldsung/ml 0,25 1,88 2,5 3,13
H,O/mi 0,92 2,6 1,98 1,35
1 M Tris/HCI

2,81
pH 8,8/ml
0,25 M Tris/HCI

1,25
pH 6,8/ml
10 % (w/v) SDS/ul 50 150
10 % (w/v) AMPS/ul 30 60
TEMED/l 3 4

5.3.4 Western Blot-Analyse

Funf Lagen 3MM-Whatman-Papier in entsprechender BlotgroRe werden in
Transferpuffer getrankt und auf die Anode der Graphitblotkammer gelegt. Daruber
wird die mit Methanol vorbehandelte und in Transferpuffer aquilibrierte PVDF-
Membran blasenfrei aufgelegt. Das ebenfalls in Transferpuffer aquilibrierte SDS-
PAA-Gel und funf weitere Lagen getranktes Whatmanpapier werden auf die
Membran gelegt und mit der Graphitkathode gleichmalig abgeschlossen. Der
Transfer erfolgt bei 175mA/pro Gel (55cm?) fiir 1,5h unter Eiskiihlung. Die Membran
wird mit Ponceau-S-LAsung gefarbt und so lange mit Wasser gewaschen, bis klare
Proteinbanden sichtbar werden. Nach Entfernen des LMW-Markers wird die
Membran in 0,1fM NaOH entfarbt und mit PBST oder TBST gewaschen. Die
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Lagerung erfolgt fur bis zu 14d bei 4°C in PBS 0,02% NaN; oder langerfristig
getrocknet bei -20°C.

5.3.4.1 Immunologischer Nachweis von Proteinen in der Western Blot-Analyse

Zur Absattigung freier Protein-Bindungsstellen der Membran wird diese o/n mit
Blockpuffer inkubiert (Tab. 5.3). Danach erfolgt die Inkubation mit dem
entsprechenden Primarantikérper, der gemal Tab. 5.4 verdinnt wird, fir 1,5-4h bei
RT. Im Anschlud an 3x10min Waschen mit dem Inkubationspuffer des
Sekundarantikdrpers wird fur 45min mit dem peroxidasemarkierten Sekundar-
antikorper bei RT inkubiert. Nach weiteren zehn Waschritten mit PBST bzw. TBST
Uber einen Zeitraum von 1h und einmaligem Waschen in detergenzfreiem Puffer wird

der Blot mit Lumi Light oder Lumi Light Plus entwickelt.

Tab. 5.4 Konzentrationen von Antikérpern und Puffer bei der Western Blot-Analyse

Primar-Ak Endkonzentration Inkubationsdauer | Block- und Inkubationspuffer

3F10 50ng/ml 1,5h TBST/5% MP (blocken)
TBST/1% BSA (Ak-Inkubation)

M2 4pug/ml 1,5h PBS/10% MP

o-CT 5pg/mi 1,5h PBS/10% MP

peroxidasemarkierte Konzentration Endverdiinnung Inkubationspuffer

Sekundarantikorper

Ziege-anti-Kaninchen 0,8mg/ml 1:50000 PBST
Ziege-anti-Maus 0,8mg/ml 1:50000 PBST
Ziege-anti-Ratte 0,8mg/ml 1:50000 TBST

5.3.4.2 Stripping von Western Blot-Membranen

Zur Beseitigung von gebundenen Antikorpern, wird der Blot 30min in Stripping-Puffer
bei 70 °C unter leichtem Schutteln inkubiert. Nach intensivem Waschen mit PBS-T
oder TBS-T (min. 2h mit haufigem Pufferwechsel) kann eine erneute Immundetektion

durchgefuhrt werden.
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6 Ergebnisse

6.1 Klonierung von mTRP1B-HA Fusionsproteinen und Deletionsmutanten

Die cDNA von mTRP1p wurde anhand der Genbank-Accession-Nummer U95167
aus 1lA1.6-Zellen, einer Maus-B-Zelllinie, mit Hilfe der RT-PCR kloniert (Friedrich,
2001). Um das exprimierte TRP-Protein von endogenem TRP unterscheiden zu
konnen, wurde ein FLAG-Epitop uber PCR an den C-Terminus des Proteins
fusioniert (Engelke 1999). Wegen der besseren Eignung von Antikdrpern gegen das
HA-Epitop insbesondere fur die Immunfluoreszenzmikroskopie, wurde zudem per
PCR ein HA-Tag kloniert und Uber eine BamHI| Schnittstelle vor dem Flag Tag
eingefugt. Auf die gleiche Weise wurden alle TRP1 cDNAs auch mit einem Epitop
von c-myc fusioniert. Fur Funktionsstudien wurde eine in vitro-Mutagenese
durchgefuhrt, um bestimmte Regionen aus mTRP1B zu deletieren (Abb 6.1). Dabei
wurden die postulierten cytosolischen Domanen von mTRP1p3, die drei Ankyrin-
ahnlichen Wiederholungen und die Coiled-Coil Region im N-terminalen Bereich
sowie die Dystrophin-ahnliche Domane am C-Terminus deletiert (Engelke, 1999).
Desweiteren wurden die uber fast alle bekannten TRP-Isoformen hoch konservierte
Sequenz EWKFAR (AS von 641 bis 646 fur mTRP13) sowie die potentielle
Porenregion inklusive der funften und sechsten Transmembranregion deletiert
(Friedrich 2001). Homologiervergleiche innerhalb der TRPC-Familie zeigen eine Uber
die EWKFAR Region hinausgehende hohe Konservierung bis zur Dystrophin
ahnlichen Domane (bei mTRP13 AS 676-682) (Friedrich, 2001). Daher wurde eine
weitere Deletionsmutante kloniert, in der EWKFAR und weitere 29AS deletiert
wurden (mTRP1BADK").

' Die Nomenklatur erfolgte nach Dipl. Biochem. Daniel Koch, der als Blockpraktikant zur Herstellung
der Mutante beigetragen hat.
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mTRP1[-Epitop

mTRP1pAank-Epitop

mTRP13AEWKFAR-Epitop

Abb. 6.1 in vitro-Mutagenese von mTRP1p3

Durch eine in vitro Mutagenese wurden Deletionsmutanten von TRP1p generiert, denen postulierte
Domanen fehlen. ank: drei Ankyrin-ahnliche Wiederholungen, cc: Coiled-Coil Region, pp: potentielle
Porenregion einschliel3lich der 5. und 6. Transmembranregion, EWKFAR: hoch konservierte Sequenz,

dys: Dystrophin-ahnliche Domane.

6.2 Funktionelle Untersuchung von mTRP1f3 und Deletionsmutanten in
HEK293 Zellen

HEK293 Zellen sind ein in diversen TRP-Studien etabliertes Modellsystem. Diese
Zellen lassen sich mit Carbachol Uber den endogen exprimierten muskarinischen
Rezeptor aktivierten. HEK293 Zellen wurden stabil mit mTRP13 und
Deletionsmutanten in einem bicistronischen Vektorsystem transfiziert, das die
Identifikation von positiven Klonen Uber EGFP ermdoglicht. Als Kontrolle wurde nur
pIRES2EGFP transfiziert'.

6.2.1 Expression und Lokalisierung von TRP-Proteinen in stabil transfizierten
HEK293-Zellen

In den mit mTRP1p oder Deletionsmutanten transfizierten stabilen HEK293-Klonen

konnten die Proteine sowohl durch Immunprazipitation als auch durch

' Die Etablierung der stabilen Zellklone sowie die Calciummessungen des HEK293-Projektes wurden
in enger Zusammenarbeit mit Dr. P. Budde und Dr. O. Friedrich durchgefiihrt.
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Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen werden. Im Western Blot zeigt
MTRP1B-FLAG eine apparente Molmasse von etwa 80kDa, was einer deutlichen
Abweichung von der berechneten Molmasse von 90kDA entspricht (Abb. 6.2). Mit
Ausnahme der Mutante mTRP1BApp-Flag zeigen die Deletionsmutanten im
Vergleich zum Wildtyp eine Differenz der apparenten Molmasse, die der Reduktion
von AS entspricht (berechnete Werte: .mTRP1BAank-Flag, 77kDa; mTRP1BAcc-Flag,
83,5kDa; mTRP1App-Flag, 76,5kDa; mTRP1pAdys-Flag, 78kDa).
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Abb. 6.2 Immunprazipitationen von mTRP1p und Mutanten aus stabil transfizierten HEK293-

Zellen

Nach Immunprazipitation mit dem polyklonalen Ziege anti-FLAG Antikérper OctA wurden die Proteine
in einem 10% SDS-Gel aufgetrennt und auf PVDF-Membran geblottet. Die TRP-Proteine wurden mit
einer gereinigten IgG-Fraktion des aCT-Antiserums sowie eines peroxidasemarkierten Sekundar-Ak in
der ECL detektiert.

Besonders wichtig fur die Aussagekraft der Deletionsmutanten ist deren korrekte
Orientierung und Lokalisierung in der Plasmamembran. Dazu wurden
immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchungen durchgefthrt, in denen als
Marker flr Kern und Cytosol EGFP, fir das ER Bodipy TR-X Thapsigargin und fir
die Plasmamembran der Lipidfarbstoff CM-Dil (Andrade et al., 1996) verwendet
wurden. Die cytosolische Orientierung des C-Terminus der Deletionsmutanten wurde
bereits durch Immunfluoreszenzanalysen an nicht permeabilisierten Zellen bestatigt
(Engelke, 1999). Die Aufnahmen der mit Leervektor transfizierten Kontrollzellen
zeigen, das EGFP hauptsachlich im Kern und zu etwa 25% im Cytosol lokalisiert ist
(Abb. 6.3 A). Das Fluoreszenzsignal des Bodipy TR-X-konjugierten Thapsigargins ist
insbesondere in einem schmalen Bereich um den Kern herum und in definierten
Strukturen im Cytosol lokalisiert. Diese definierten Strukturen sind eindeutig von der
diffusen cytosolischen Fluoreszenz des EGFP unterscheidbar (Abb. 6.3 A, B oben).
Das CM-Dil farbt dagegen deutlich die Plasmamembran, zeigt allerdings auch zum
Teil Uberlappungsbereiche mit der Farbung von Bodipy TR-X (Abb. 6.3 A-C oben).
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Die Fluoreszenzbilder zeigen die deckungsgleiche Ubereinanderlagerung des EGFP,
Bodipy TR-X oder CM-Dil Signals mit der Cy5 Fluoreszenz, die aus der
Immunmarkierung der Flag-Fusionsproteine resultiert (Abb. 6.3 A-C). Es zeigt sich
sehr deutlich eine vollstandige Co-Lokalisation der Flag Markierung mit dem
Lipidfarbstoff CM-Dil (Abb. 6.3 C). Mit Bodipy TR-X Thapsigargin ist eine teilweise
Uberlappung sichtbar. Diese Uberlappung zeigt sich in kernnahen Bereichen und in
definierten cytosolischen Strukturen (Abb. 6.3 B). Die Fluoreszenzen von Cy5 und
EGFP sind dagegen scharf getrennt (Abb. 6.3 A). Demnach besteht zwischen EGFP
und mTRP1B oder Deletionsmutanten keine Co-Lokalisierung. Alle Deletions-
mutanten zeigen identische Farbemuster im Vergleich zu wt mTRP1 (Abb. 6.3).

Die korrekte Lokalisation der Mutanten mTRP1BAEWKFAR und mTRP1Adys wurde
in Zusammenarbeit mit Dr. O. Friedrich in Co-Immunfluoreszenzen an transient
transfizierten HEK293 untersucht. Dazu wurden HEK293-Zellen mit mTRP13-myc
oder Deletionsmutanten zusammen mit dem Plasmamembranprotein TRPC3HA
transfiziert (Friedrich, 2001). Beide Mutanten zeigen eine zu wt mTRP1 identische
Co-Lokalisierung mit TRPC3 (Abb. 6.4).

Aus den Daten der Lokalisierungsstudien geht klar hervor, dass die Deletion der
cytosolischen Domanen sowie der potentiellen Porenregion keinen Einfluss auf die
Lokalisierung in HEK293-Zellen hat. MTRP1p3 und die Deletionsmutanten sind
hauptsachlich in der Plasmamembran und zum Teil im ER und vermutlich Golgi-

Apparat lokalisiert.
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Kontrolle

mTRP1

mTRP1Aank

mTRP1Acc

mTRP1App

Abb. 6.3  Lokalisierungsstudien von mTRP1p und Mutanten in stabil transfizierten HEK293-

Zellen

Stabil transfizierte HEK-293 Zellen wurden mit PFA fixiert, permeabilisiert und mit M2 sowie Ziege-
anti-Maus-Cy5 markiert. Optional wurde das ER mit Bodipy TR-X Thapsigargin oder CM-Dil gefarbt.
Die Proben wurden mit konfokaler Lasermikroskopie gemessen. Dargestellt ist deckungsgleich
Ubereinander projiziert die Cy5-Fluoreszenz mit EGFP(A), Bodipy TR-X-Thapsigargin (B) und
CM-Dil (C).
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mTRP1pB

mTRP1BAEWKFA

mTRP1pAdys

71
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Abb. 6.4  Co-Immunfluoreszenz von mTRP1B-myc, mMTRP1BAEWKFAR-myc und
mTRP1pAdys-myc mit TRPC3HA in HEK293-Zellen

Transient transfizierte HEK-293 Zellen wurden mit PFA fixiert, permeabilisiert und mit Maus-anti-myc,
Ratte-anti-HA sowie Ziege-anti-Maus-Cy2 und Ziege-anti-Ratte-TRITC markiert. Die Proben wurden
mit Fluoreszenzmikroskop untersucht. Dargestellt ist in A das Cy2-Fluoreszenzsignal, in B das TRITC-
Fluoreszenzsignal und in C die Ubereinanderlagerung beider Fluoreszenzsignale (Kooperation mit
Friedrich, 2001)

6.2.2 Ca*-Messungen an stabil transfizierten HEK293-Zellen

Um den Einfluss von mTRP1B3 und den einzelnen Domanen dieses Proteins auf den
Ca®*-Einstrom nach Rezeptoraktivierung zu untersuchen, wurden HEK293 Klone, die
MmTRP1BFlag oder Deletionsmutanten stabil exprimieren, im ,single-cell-Ca?*-
imaging“ untersucht. Diese Methode hat zum einen den Vorteil, dass aufgrund der
spektralen Eigenschaften von Fura2 der Einsatz von EGFP als Reporter
unproblematisch ist und zum anderen die adharent wachsenden Zellen fir die
Messung nicht abgelost werden mussen. Die Zellen wurden Uber den
muskarinischen Acetylcholinrezeptor mit Carbachol stimuliert. Um die Phasen des
Ca**-Signals (Mobilisierung aus intrazelluldren Speichern und Einstrom iber die

Plasmamembran) getrennt zu untersuchen, wurden die Zellen zundchst in Ca*-
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freiem EGTA-haltigen Puffer stimuliert, bevor nach Abklingen auf den Basalwert die
Ca**-Konzentration auf 1,8mM eingestellt wurde. Ein Einfluss des an den C-

Terminus der Proteine fusionierten Epitops wurde ausgeschlossen (Engelke, 1999)

In Abb. 6.5 sind reprasentative Messungen dargestellt. Die Messungen zeigen
deutlich den biphasischen Verlauf der Ca?*-Konzentration in HEK293-Zellen. Nach
Stimulation steigt das Signal innerhalb von ca. 20s auf einen Wert von 600-800nM
an. Nach ca. 200s ist bei allen Zellen die intrazelluldre Ca?*-Konzentration wieder auf
den Basalwert abgesunken. Nach Ca®*-Zugabe steigt das Signal erneut schnell an
und erreicht bei Konzentrationen von 280nM bis 400nM ein Plateau. Der
Signalverlauf ist teilweise oszillierend mit unterschiedlichen Frequenzen und
Amplituden. Die Werte fur Amplitude und Frequenz sind innerhalb einer

Zellpopulation sehr unterschiedlich und nicht signifikant zu bewerten.

Abb. 6.5 Einzellzellmessungen des Ca**-Einstroms in mTRP13 oder Deletionsmutanten

exprimierende HEK293-Zellen (folgende Seite)

Vektor, mMTRP1B-FLAG und Deletionsmutanten exprimierende HEK293 Zellen wurden nach 30s mit
200uM CCh in Ca®'-freier ECS stimuliert. Als Kontrolle werden vektortransfizierte Zellen verwendet.
Durch Erhéhung der extrazellularen Ca®"-Konzentration nach 3:45min auf 1,8mM wurde ein Ca®*-
Einstrom Uber die Plasmamembran initiert. Gezeigt werden je drei reprasentative

Einzellzellmessungen.
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Insgesamt wurden sieben bis zehn Messungen mit mindestens 15 Zellen pro
Messung an drei bis sechs verschiedenen Klonen pro Konstrukt vorgenommen.
Diese Messungen wurden statistisch ausgewertet. Dabei wurden die Ca*-
Konzentration am Plateau des Sekundareinstroms ausgewertet (Abb. 6.6). Die
Werte des Primareinstroms lagen bei allen Messungen innerhalb des

Fehlerbereiches. Die intrazelluldre Ca®*-Konzentration durch Einstrom (iber die
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Plasmamembran erreicht bei den mTRP13 exprimierenden Zellen mit 399 +26nM
einen signifikant hoheren Wert als bei den vektortransfizierten Zellen mit 300 £40nM
(Abb. 6.6). Die Deletionsmutanten mTRP1pAank, mTRP1BAcc, mTRP1BApp und
mTRP1BAdys zeigen demgegenuber kein signifikant verandertes Signal im Vergleich
zur Kontrolle. Die Deletionsmutante mTRP1BAEWKFAR ist weder zu den
Kontrollmessungen noch zu den Werten der mTRP1p exprimierenden Zellen
signifikant verschieden.

Diese Daten bestatigen zum einen auf funktioneller Ebene die postulierte
Porenregion von mTRP1p und zeigen zum anderen, dass die Ankyrin-ahnlichen
Wiederholungen, die ,coiled-coil*-Domane und die Dystrophin-ahnliche Doméane flr
die Funktion von mTRP1p in HEK293-Zellen essentiell sind.

A B
450 - | Klon [Ca™]i| +A
i * (nM)

s 400 1 Kontrolle 300,0 |40,0
£ 350 - |mTRP1B 398,8* [ 26,3
5o mTRP1BAank 290,0 |37,1
Q 1 [mTRP1BAcc 287,1 |53,9
260 | 'mTRP1BApP 2822 30,9
200 | mTRP1BAEWKFAR |326,0 [48,0
mTRP1BAdys 311,3 31,3

Abb. 6.6  Einfluss von mTRP1B und Deletionsmutanten auf den Ca*-Einstrom iiber die

Plasmamembran

Vektor, mTRP1B-FLAG und Deletionsmutanten exprimierende HEK293 Zellen wurden mit
200uM CCh in Ca*-freier ECS stimuliert. Durch Erhéhung der extrazellularen ca”-
Konzentration auf 1,8mM wurde ein Ca**-Einstrom (iber die Plasmamembran provoziert.
Die maximale cytosolische Ca®"-Konzentration [Ca2+] (+Standardabweichung A.) des
Sekundarsignals ist Uber eine Zeitspanne von 60sec gemittelt. A grafische B
tabellarische Darstellung, n=Anzahl der Experimente mit mindestens 15 Zellen pro

Experiment, * signifikant verschieden zur Vektorkontrolle (Students t-Test mit p < 0,05).
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6.3 Einfluss von mTRP1p auf den Ca**-Einstrom in der Maus B-Zelllinie 11A1.6

Ein Schwerpunkt des Interesses dieser Arbeit war die Untersuchung des
Zusammenhanges von TRP-Proteinen mit dem Einstrom von Ca*" in B-Lymphocyten
Uber die Plasmamembran. Dazu wurde zunachst die B-Zelllinie 11A1.6 als
Modellsystem verwendet. Diese Zelllinie exprimiert endogen aus der TRPC-Familie
die Proteine TRPC1, TRPC2 und TRPC3 (Friedrich, 2001). In einem ersten Ansatz,
diese Zelllinie mit mTRP1B-FLAG zu transfizieren, wurden Vektoren mit konstitutiven
Promotoren (SV40, CMV) verwendet. Aus ca. 80 Klonen konnte die Expression des
Proteins nur in zwei Klonen nachgewiesen werden (Friedrich, 2001). Zudem erwies
sich die Vergleichbarkeit dieser Klone in Ca®*-Flux Messungen wegen sehr groRer

Klon-zu-Klon-Abweichungen als auRerordentlich problematisch.

Aus diesem Grund wurde ein System etabliert, mit dem die regulierbare Expression
von cDNA in |IA1.6-Zellen moglich ist. Dazu wurden 1IA1.6 mit dem reversen
Tetracyclintransaktivator transfiziert und subkloniert. Die Subklone wurden im -
Galaktosidasetest auf Regulierbarkeit getestet. Aus 30 getesteten Klonen zeigten

sich die Klone E2 und E4 als deutlich regulierbar.

6.3.1 Regulierbare Expression von mTRP1p in 1IA1.6-Zellen

Der Klon E2 wurde fur die weiteren Untersuchungen mit pBIG-mTRP1BFLAG
transfiziert. Aus 67 Subklonen wurden Uber RT-PCR drei Klone identifiziert, in denen
uber die Zugabe des Tetracyclinderivates Doxicyclin die Expression von mTRP1p3
hoch reguliert werden kann. Als Normierungskontrolle diente Aktin. Aus diesen drei
Klonen war bei einem (Klon 768-3) die Proteinexpression uber Immunfluoreszenz-

mikroskopie nachweisbar.

In Abb.6.7 A ist nach 24h Induktion deutlich eine Hochregulierung der mTRP13-
Expression erkennbar. Nach 48h Induktion ist die Differenz der Signale allerdings
signifilant kleiner. Nicht mit Doxicyclin behandelte Zellen zeigen eine
Hintergrundexpression. Diese Hintergrundexpression wird auch auf Proteinebene
deutlich, wie in Abb. 6.7 B gezeigt. Die 24h mit Doxicyclin inkubierten Zellen zeigen
im Vergleich zur Kontrolle ein schwaches aber signifikantes Fluoreszenzsignal im
Bereich der Plasmamembran, die aber in der Intensitat nicht von dem Signal ohne

Doxicyclin kultivierter Zellen unterscheidbar ist.
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lIA1.6Tet-On E2

mTRP1p3-FLAG
+ - + - + -
A =11
Aktin mTRP1p
24h 48h
B - - -
IA1.6Tet-On E2 wt IA1.6Tet-On E2 IA1.6Tet-On E2

mTRPp-FLAG ./.dox mTRP1p-FLAG +dox
Abb. 6.7 Regulierbare Expression von mTRP1B-FLAG in 11A1.6 Zellen

Der [IA1.6Tet-On Klon E2 wurde mit pBIG-mTRP1B-FLAG transfiziert und subkloniert. 67 Klone
wurden in der RT-PCR untersucht. Abgebildet sind die Daten des Klons 768-3 vor und nach 24h
Induktion. A RT-PCR mit Aktin-Primern (18 Zyklen) und TRP1/FLAG-Primern (22 Zyklen) jeweils mit
und ohne 1ug/ml Doxicyclin (24h und 48h Induktion). B Immunfluoreszenz mit [1A1.6Tet-On Klon E2
als Kontrolle und 11A1.6Tet-On E2 mTRPB-FLAG jeweils mit und ohne 1ug/ml Doxicyclin. Die Zellen
wurden mit PFA fixiert, mit TritonX-100 permeabilisiert und mit dem o-FLAG-Antikérper M2 sowie mit

Cy2-konjugiertem Ziege-anti-Maus markiert.

6.3.2 Ca”**-Messungen an regulierbar MTRP1B exprimierenden l1A1.6-Zellen

Der Einfluss der Expression von mTRP1p auf den Ca?*-Einstrom in 11A1.6-Zellen
wurde durch Ca?*-Messungen am Durchflusszytometer untersucht. Als Kontrolle
wurden rtTA-exprimierende Zellen des Klons 1IA1.6Tet-On E2 verwendet. Die
Stimulation der Zellen erfolgte durch BCR-Quervernetzung mit Kaninchen anti Maus
lgG/IgM Antikdrper in Ca**-freiem Puffer. Nach Absinken des Primarsignals auf den
Basalwert wurde die Ca®'-Konzentration des Puffers auf 1mM eingestellt. 11A1.6
exprimiert keine Fc-Rezeptoren, so dass fur diese Experimente kein F(ab),-Fragment
verwendet werden muss (Budde et al., 1994). Aus den Daten der Kontrollmessung
geht deutlich hervor, dass die Inkubation mit Doxicyclin allein keinen Einfluss auf den
Ca?*-Einstrom hat (Abb. 6.8 A). Die Messung des Klons [IA1.6Tet-On E2 mTRP1p-
FLAG (768-3) zeigen bei einer Induktion von 16h und 24h einen grélkeren Anstieg
von intrazellularem Ca?* bei hochregulierter mTRP1p Expression (Abb. 6.8 B, C). Die

Differenz betragt ca. 70 relative Einheiten. Nach 48h Induktion durch Doxicyclin sind
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die Kurvenverlaufe wieder identisch und die Anstiege entsprechen denen in den
Kontrollzellen (Abb. 6.8 D). Nach 16h Induktion ergeben sich nach Zugabe von
extrazelluldrem Ca®" Maxima von 390 Einheiten (+dox) und 320 Einheiten (./.dox).
Damit ist die intrazellulare Ca®*-Konzentration auch bei nicht induzierten Zellen héher
als bei den Kontrollzellen. Nach 24h Induktion sind diese Werte mit 300 Einheiten
(+dox) und 220 Einheiten (./.dox) um ca. 25% kleiner.

Demnach fuhrt die Hochregulierung der mTRP1B-Expression in [IA1.6-Zellen zu
einem erhdhten Ca?*-Einstrom nach BCR-Quervernetzung. Der induktive Effekt in
dem etablierten Tet-On-System ist dabei zeitlich begrenzt, was auf die Toxizitat einer

hohen TRP1B-Expression hindeutet.
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450 ! 450 : "
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S 350 | ! S 350 !
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Abb. 6.8 Messungen des Ca*-Einstroms in regulierbar mTRP1B exprimierenden 11A1.6-

Zellen

Kontrollzellen und [IA1.6Tet-On mTRP1B-FLAG transfizierte Zellen (Klon 768-3) wurden mit 30ug/ml
Kaninchen-anti-Maus 1gG in Ca’"-freiem Puffer stimuliert. Nach 4min wurde die Ca**-Konzentration
auf 1mM eingestellt. A Kontrollzellen mit und ohne 24h 1ug/ml Doxicyclin. B-D mTRP1j
exprimierende Zellen mit und ohne 1ug/ml Doxicyclin. Die Induktionsdauer betragt 16h (B), 24h (C)
und 48h (D).
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6.4 Einfluss von mTRP1p oder Deletionsmutanten auf den Ca**-Einstrom in
WEHI231-Zellen

Die Untersuchung von TRP-Proteinen und insbesondere die Untersuchung von
Deletionsmutanten in Modellsystemen, die endogen die zu untersuchenden TRP-
Proteine exprimieren, ist problematisch, da das Verhaltnis von rekombinant
exprimiertem Protein zu endogen vorhandenem Protein kaum nachvollziehbar ist.
Sollte etwa eine Deletionsmutante die TRP1-Funktion nicht mehr Ubernehmen
kdnnen, so kdnnte diese Funktion Uber endogene TRP-Proteine aufrechterhalten

bleiben, ohne dass sich die Ca?*Einstromeigenschaften signifikant verandern.

Vor dem Hintergrund dieser Argumentation wurden Ca®*-Einstromuntersuchungen an
der Maus-B-Zelllinie WEHI231 durchgefuhrt, die aus der Familie der TRPC-Proteine
nur TRPC2 und TRPC3 exprimieren (unveroffentlichte Daten dieser Arbeitsgruppe).

6.4.1 Transiente Expression von mTRP1p oder Deletionsmutanten in

WEHI231-Zellen durch retroviralen Gentransfer

Zur Untersuchung des Einflusses von mTRP1p oder Deletionsmutanten in WEHI231-
Zellen wurden die Zellen durch Infektion mit rekombinanten Retroviren transient
transfiziert. Zunachst wurde das Transfektionssystem mit Hilfe von rekombinanten
EGFP-Viren etabliert. In Abb. 6.9 ist die Analyse einer reprasentativen Infektion
dargestellt. Die Transfektionsraten der verschiedenen Experimente lagen zwischen
30% und 60%. Fir jede Transfektion wurde neben einer EGFP-Kontrolle auch eine
Immundetektion der HA-Fusionsproteine durchgefihrt. In Abb. 6.10 wird eine
gegenuber den Kontrollzellen, die mit Leervektor transfiziert wurden, signifikante
Membranfluoreszenz deutlich. Innerhalb der jeweiligen Zellpopulation zeigt sich eine

grol3e Schwankung der Signalstarke.
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Tab. 6.9 Retroviraler Gentransfer in WEHI231-Zellen

Rekombinante Retroviren wurden durch Transfektion von PlatE-Zellen mit p5SN-M-EGFP produziert.
Vor und 48h nach der Infektion wurden WEHI231-Zellen am Durchflusszytometer untersucht. Die

Prozentangaben entsprechen dem Anteil EGFP-positiver Zellen an allen lebenden Zellen.

mTRP1p-HA mTRP1pAank-HA

C

mTRP1pACc-HA mTRP1pApp-HA mTRP1BADK-HA

Abb. 6.10 Transiente Expression von mTRP1(3 und Deletionsmutanten in WEHI231-Zellen

Die Expression von mTRP13 und Deletionsmutanten in WEHI231-Zellen wurde durch
Immunfluoreszenz an PFA-fixierten Zellen tberprift. Nach Permeabilisierung mit TritonX-100 wurden
die HA-Fusionsproteine mit 3F10 und Cy3-markiertem Esel-anti-Ratte markiert. Die Proben wurden
am Fluoreszenzmikroskop analysiert, per CCD-Kamera digitalisiert und in MetaView exportiert. Bei

diesen Abbildungen wurde gleichmafig ein Hintergrundabgleich vorgenommen.
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6.4.2 Ca*-Messungen an transient mTRP1p oder Deletionsmutanten

exprimierenden WEHI231-Zellen

Die Ca®*-Einstrom Eigenschaften von transient mTRP1p oder Deletionsmutanten
exprimierenden Zellen nach BCR-Quervernetzung oder ER-Depletion wurde
untersucht. Dazu wurden die Zellen in Ca?*-freier Lésung mit 20ug/ml F(ab), Ziege-
anti-Maus IgM oder 1,5uM Thapsigargin stimuliert. Nach Absinken des primaren
Ca**-Signals auf den Basalwert wurde die Ca?*-Konzentration des Puffers auf 1mM
(nach BCR-Quervernetzung) oder 3mM (nach ER-Depletion) eingestellt. Das Ca**-
Signal aller Zellen in Abwesenheit extrazellularen Ca** war dabei im Rahmen des
Messfehlers gleich. Die maximalen prozentualen Abweichungen der cytosolischen
Ca**-Konzentration vom Wert der Kontrollzellen nach Zugabe von Ca®* wurden
statistisch ausgewertet (Abb. 6.11). Wie in Abb. 6.11 C, D gezeigt, sind die
Sekundarsignale nach BCR-Quervernetzung nicht von mTRP13 oder
Deletionsmutanten beeinflusst. Nach ER-Depletion zeigt sich dagegen bei mTRP13-
exprimierenden Zellen eine Erhdhung der maximalen cytosolischen Ca®'-
Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen um 21 +7,5% (Abb. 6.11 A, B).
Auch nach Transfektion von mTRP1pAank (12 +2,5%), mTRP1BAcc (19 £9%) und
mTRP1BADK (14 +5,5%) ist der Ca®"-Einstrom aus dem Extrazellularraum
gegenuber den Kontrollzellen signifikant erhoht (Abb. 6.11 A, B).

Diese Daten belegen, dass mTRP1p in WEHI231-Zellen nicht am Ca®*-Einstrom
nach BCR-Quervernetzung beteiligt ist. Dagegen flhrt die Expression von mTRP1f
nach Speicherdepletion durch Thapsigargin zu einem groReren Ca®*-Einstrom Uber
die Plasmamembran. Diese Auswirkung wird durch die Deletion der postulierten
Porenregion gehemmt, wohingegen die Deletion der Ankyrin-ahnlichen
Wiederholungen, der ,coiled coil-Domane oder der 35AS von EWKFAR bis zur
Dystrophin-ahnlichen Doméane keinen Einfluss auf den mTRP13-Effekt hat.
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Abb. 6.11 Ca*-Flux Messungen an transient transfizierten WEHI231-Zellen

Fluo3-beladene Zellen wurden mit 20ug/ml F(ab), Ziege-anti-Maus IgM oder 1,5uM Thapsigargin in
Abwesenheit extrazellularen Ca*" stimuliert und am Durchflusszytometer analysiert. Dargestellt sind
die gemittelten prozentualen Abweichungen der maximalen cytosolischen Ca*-Konzentration nach
Ca2+—Zugabe von den Kontrollzellen. Die angegebenen Fehler sind die mittleren Abweichungen vom

Mittelwert. A , C graphische, B, D tabellarische Darstellung
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6.5 Untersuchung des Ca?*-Einstroms in TRPC1-defizienten DT40-Zellen

Die Regulation und Aktivierung von Kanalen, an denen TRP-Proteine beteiligt sind,
ist bislang weitestgehend unverstanden (zur Ubersicht Zitt et al., 2002). Derzeit ist
nicht auszuschlielen, dass die Funktion von TRP-Proteinen eng mit regulierenden
oder aktivierenden Interaktionspartnern verknupft ist. Flr Zellsysteme, die mit einem
TRP-Protein transfiziert werden, das endogen nicht exprimiert wird, kdnnte das
bedeuten, dass die artifiziell eingebrachten Proteine nicht funktionell in den
gesamten Kanalapparat der Zelle eingebunden werden kdnnen. Insbesondere fur die
Untersuchung von Mutanten besteht dagegen die bereits in 6.4 geschilderte
Problematik bei Zellsystemen, die das zu untersuchende TRP-Protein endogen

exprimieren.

Dieser Hypothese folgend, wurden Ca?*-Einstromuntersuchungen an der Hiihner-B-
Zelllinie durchgefuhrt, in denen das Gen fur TRPC1 durch homologe Rekombination
ausgeschaltet wurde. Diese Zellen wurden im Labor von Prof. Dr. T. Kurosaki
etabliert (Mori et al., 2002).

6.5.1 Untersuchung des Ca**-Fluxes in wt DT40- und TRPC1-defizienten DT40-

Zellen

Zunachst wurde versucht, die Daten von Mori et al. in diesem Labor zu
reproduzieren. Dazu wurden Fluo3-beladene DT40- und DT40 TRPC1-/--Zellen mit
anti-Huhn-IgM oder Thapsigargin stimuliert und am Durchflusszytometer analysiert.
Dabei wurde deutlich, dass bei einer Stimulation von DT40-/--Zellen uber den BCR
nur etwa 30-60% der Zellen ein Ca?*-Signal zeigen. Dieser Effekt korreliert nicht mit
der Expression von Oberflachen IgM. Eine Selektion dieser Zellen mit Hygromycin
oder Puromycin nach erfolgter Transfektion (z.B. EGFP) fuhrt zu vollstandig
unterdriicktem Ca?*-Signal nach BCR-Quervernetzung. Nach zweitdgiger
Kultivierung von wt DT40-Zellen unter suboptimalen Bedingungen (Dichte > 2-10%/ml)
werden sehr ahnlichen Eigenschaften in Bezug auf die Stimulierbarkeit erreicht. Als
Konsequenz dieser Beobachtungen wurden die DT40-/--Zellen subkloniert und auf
ihre Stimulierbarkeit Uber den BCR untersucht. Innerhalb von 50 untersuchten
Subklonen zeigen sich sehr unterschiedliche Anteile stimulierbarer Zellen in den

Zellpopulationen. Der Subklon 7 zeigt dagegen nach BCR-Quervernetzung ein Ca®*-
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Signal wie DT40-Wildtypzellen. Uber genomische PCR wurde verifiziert, dass es sich
bei diesem Subklon um eine TRPC1 defiziente Zelllinie handelt (Abb. 6.12).

Aktin TRP1
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Tab.6.12 Genomische PCR von wt DT40- und TRPC1-defizienten DT40-Zellen

Auf genomischer Ebene wurde die Unterbrechung des TRPC1 Gens Uberpruft. Als Kontrolle fur die
Qualitat der extrahierten DNA wurden Aktin-Primer verwendet. Die TRP1-PCR wurde mit den Primern
K2723 und 2725 durchgefiihrt.

6.5.1.1 Ca2+-Messungen an wt DT40- und TRPC1-defizienten DT40-Zellen nach

BCR-Quervernetzung

Die Ca®'-Einstrom-Eigenschaften des TRPC1-defizienten Subklons 7 wurden im
Vergleich zu wt DT40- und TRPC1-/--Zellen untersucht. In Abb. 6.13 C ist eine
reprasentative Messung in Gegenwart von extrazelluldrem Ca?* dargestellt. Der
Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration nach BCR-Quervernetzung bei TRP1
defizienten Zellen verlauft deutlich langsamer auf ein kleineres Maximum als bei wt
DT40-Zellen (Abb. 6.13 C) Dagegen wird nach Stimulation des Subklons 7 ein mit wt
DT40-Zellen vergleichbares Maximum erreicht, wobei die Signalform im Bereich des
Maximums breiter verlauft, als in wt-Zellen (6.13 C). Die statistische Auswertung der
maximalen cytosolischen Ca?*-Konzentrationen zeigt, dass nach Stimulation der
Zellen Uiber den BCR sowohl in Gegenwart als auch ohne extrazellulares Ca®* in wt
DT40-Zellen (336 +36 Einheiten mit [Ca?*]ex und 249 139 Einheiten ohne [Ca2+]ex)
und im TRPC1-defizienten DT40 Subklon 7 (301 +31 Einheiten mit [Ca2+]ex und 233
+35 Einheiten ohne [Ca®*']«) ein signifikant hdheres Maximum erreicht wird, als in
DT40 TRPC1-/--Zellen (168 +40 Einheiten mit [Ca**]ex und 112 +13 Einheiten ohne
[Ca®'lex) (Abb. 6.13 A, B, D). Die Maxima von wt DT40-Zellen und Zellen des
Subklons 7 unterscheiden sich dagegen nicht signifikant. Nach Zugabe von [Ca?*]ex
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zu in Abwesenheit extrazellularer Calciumionen stimulierten Zellen wird im Rahmen

des Fehlers bei allen Zellen das gleiche Maximum erreicht (Abb. 6.13 B).

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die von Mori et al. (2002)
gezeigten Effekte der TRPC1-Defizienz auf die heterogenen Eigenschaften innerhalb
der gezeigten Zelllinie zuruckzufuhren sind. Der TRPC1-defiziente Subklon 7, der im
Gegensatz zur ursprunglichen Zelllinie zu 100% uber den BCR stimulierbar ist, zeigt
keinen Einfluss auf den Ca®*-Einstrom nach BCR-Quervernetzung. In Erganzung der
Daten von Mori et al. (2002) wurde das Ca?*-Signal in den aus intrazellularen Ca**-

Speichern gespeisten Einstrom und den Ca*-Einstrom (ber die Plasmamembran

aufgetrennt.
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Abb. 6.13 Ca*-Flux Messungen nach Stimulation von wt DT40- und DT40 TRPC1-/--Zellen
tiber den BCR

Fluo3-beladene Zellen wurden mit 10ug/ml Maus-anti-Huhn IgM (M4) in Gegenwart oder Abwesenheit
von extrazellularem Ca** stimuliert und am Durchflusszytometer analysiert. Eine reprasentative
Messung in Gegenwart von extrazellularem Ca* ist in C dargestellt. Die Maximalwerte von n
Messungen wurden statistisch ausgewertet und graphisch (A, B) sowie tabellarisch (D) dargestellt.
Die angegebenen Fehler sind Standardabweichungen. *signifikant Verschieden zu DT40TRPC1-/- (t-
Test p<0,01)
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6.5.1.2 Ca2+-Messungen an wt DT40- und TRPC1-defizienten DT40 Zellen nach
ER-Depletion

Neben den Ca®"Einstrom Eigenschaften nach BCR-Stimulation wurden auch der
Ca**-Flux nach ER-Depletion durch den SERCA-Inhibitor Thapsigargin in wt DT40-
und TRPC1-defizienten DT40-Zellenuntersucht. In Abb. 6.14 C Ist eine
reprasentative Messung in Gegenwart von extrazelluldrem Ca?* dargestellt. Nach
Zugabe von 1,5uM Thapsigargin ohne [Ca®']ex wird bei allen Zellen das gleiche
Maximum erreicht (6.14 B, C). Nachdem die extrazelluldre Ca?*-Konzentration auf
3mM eingestellt wird, steigt bei allen Zellen der cytosolische Ca®*-Gehalt mit einer
ahnlichen Steigung an (6.14 A). Die statistische Auswertung der maximalen
cytosolischen Ca?*-Konzentrationen nach Ca®*-Zugabe zeigt, dass in wt DT40-Zellen
mit 362 +34 Einheiten ein signifikant hoheres Maximum im Vergleich zu TRPC1-/--
Zellen und dem TRPC1-defizienten Subklon 7 erreicht wird (Abb. 6.14 B, C). Die
Werte des Subklons 7 sind dabei mit 293 +35 Einheiten ebenfalls signifikant hoher
als bei TRPC1-/--Zellen mit 169 21 Einheiten (Abb. 6.14 B, C).

Die Ca?'-Einstrom-Daten des im Rahmen dieser Arbeit etablierten TRPC1-
defizienten DT40-Subklons 7 zeigen, dass die TRPC1-Defizienz lediglich zu einer
Verringerung des Ca?*-Einstroms nach Speicherdepletion durch Thapsigargin fuhrt
und keinen Einfluss auf den Ca®'-Einstrom iber die Plasmamembran nach BCR-
Quervernetzung hat. Durch diese Ergebnisse werden die Daten von Mori et al.
(2002) widerlegt.
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Abb. 6.14 Ca*-Flux Messungen nach ER-Depletion an wt DT40- und DT40 TRPC1-defizienten
DT40-Zellen

Ein Ca®"-Antwort wurde in Fluo3-beladenen Zellen durch 1,5uM Thapsigargin in Abwesenheit von
extrazellularem Ca® induziert und am Durchflusszytometer analysiert. Eine reprasentative Messung
ist in A dargestellt. Die Maximalwerte von n Messungen wurden statistisch ausgewertet und graphisch
(B) sowie tabellarisch (C) dargestellt. Die angegebenen Fehler sind Standardabweichungen.
*signifikant verschieden zu DT40 TRPC1-/- (t-Test p<0,01), ** signifikant verschieden zu DT40
TRPC1-/- Subklon 7 (t-Test p<0,01)

6.5.2 Expression von mTRP13 und Deletionsmutanten in TRPC1-defizienten
DT40-Zellen

Die TRPC1-defizienten DT40-Zellen wurden zur Untersuchung von mTRP1j3-
Deletionsmutanten eingesetzt. Dazu wurden TRPC1-defiziente DT40-Zellen mit
rekombinanten Retroviren transfiziert und fur 7d mit 1,5mg/ml Hygromycin
selektioniert. Die Effizienz des Transfektionsverfahrens wurde Uber Infektion mit
einem EGFP-Virus Uberpruft (Abb. 6.15). Der Anteil EGFP-transfizierter Zellen nach
Infektion und Selektion ist >95%. Diese Relation wurde auch bei
Immunfluoreszenzen beobachtet. Die Expressionsstarke ist bei diesen

Zellpopulationen allerdings sehr unterschiedlich. Daher wurden fir die weiteren
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Untersuchungen sowohl die Ursprungspopulationen nach Transfektion, als auch

subklonierte Zellklone verwendet.
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Abb. 6.15 Transfektion von DT40-Zellen durch retroviralen Gentransfer

Rekombinante Viren wurden durch Co-Transfektion von PlatE-Zellen mit p5SN-M-EGFP und pHCMV-
VSV-G produziert. Vor und nach Infektion sowie 6d nach Selektion mit 1,5mg/ml Hygromycin wurden
die Zellen per Durchflusszytometer analysiert. Die Prozentangaben geben den Anteil EGFP-positiver
Zellen an allen lebenden Zellen wieder.

Die Expression von mTRP13 und Deletionsmutanten wurde durch Immunfluores-
zenzmikroskopie und Western Blot-Analyse nachgewiesen. In Abb. 6.16 ist deutlich
die Membranlokalisation aller exprimierten Konstrukte zu erkennen. In Abb. 6.17 ist
ein Western Blot nach Immunprazipitation von HA-Fusionsproteinen aus DT40
Transfektanden abgebildet. Im Gegensatz zu den Immunfluoreszenzen, die an
Zellbatches durchgeflhrt wurden, wurden flr die Immunprazipitationen Zellklone
verwendet. Deutlich sind die starken Unterschiede in der Proteinmenge innerhalb der
verschiedenen Klone. Das apparente Molekulargewicht von mTRP1B-HA ist, wie
auch bei stabil transfizierten HEK293-Zellen (Abb. 6.2), ca. 10kDa geringer als die
nach der AS Zusammensetzung berechnete Grélke von 90kDa. Mit Ausnahme der
Mutante mTRP1BApp-HA, deren apparentes Molekulargewicht bei ca. 72kDa liegt
(berechnet:  76,5kDa), entsprechen die Differenzen der apparenten
Molekulargewichte der unterschiedliche Reduktion von Aminosauren (berechnete
Werte: mTRP1BAank-HA, 77kDa; mTRP1BAcc-HA, 83,5kDa; mTRP1BADK-HA,
78kDa). Bei den Immunprazipitationen aus den besonders stark exprimierenden
Klonen mTRP1BAank-HA Klon 9 und mTRP1BADKHA Klon 1, aber auch bei dem
Klon mTRP1BAcc-HA Klon 1 sind neben dem Hauptsignal um 70kDa auch deutliche
Signale in einem Bereich sichtbar, in denen Proteine mit klar groReren
Molekulargewichten laufen (Abb. 6.17). Da bei diesem Blot ein LMW-Marker
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verwendet wurde, kann gemal der verwendeten PAA-Konzentration von 7,5% nur in
grober Naherung ein apparentes Molekulargewicht abgeschatzt werden, das etwa

dem vierfachen der Grol3e des jeweiligen Monomers entspricht.
Dies sind die ersten biochemischen Hinweise auf die Bildung von tetrameren TRP-
Kanale. Der Vergleich der Signale von mTRP1B-HA und der Mutante mTRP1BAcc-

HA deutet darauf hin, dass durch die Deletion der ,coiled-coil*-Domane die Bildung

von Homotetrameren begunstigt wird.

Kontrolle mTRP1p-HA

mTRP1pAank-HA

mTRP1BAcc-HA mTRP1BApp-HA

mTRP13ADK-HA

Abb. 6.16 Stabile Expression von mTRP13 und Deletionsmutanten in TRPC1-defizienten
DT40-Zellen

Die Expression von mTRP1p und Deletionsmutanten in TRPC1-defizienten DT40-Zellen wurde durch
Immunfluoreszenz an PFA-fixierten Zellen Uberpruft. Nach Permeabilisierung mit TritonX-100 wurden
die HA-Fusionsproteinen mit 3F10 und Cy3-markiertem Esel-anti-Ratte markiert. Die Proben wurden

mit einem Konfokalmikroskop analysiert.
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Abb. 6.17 Stabile Expression von mTRP13 und Deletionsmutanten in TRPC1-defizienten
DT40-Zellen

10’ Zellen wurden in RIPA lysiert. Nach Immunprazipitation mit Maus anti HA-Tag wurden die Proteine
per SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf PVDF-Membran geblottet. Die HA-Fusionsproteine
wurden mit Ratte-anti-HA-Tag und Peroxidase-markiertem Ziege-anti-Ratte detektiert. A DT40
TRPC1-/-, B DT40 TRPC1-/- mTRP1B3-HA Klon 4, C DT40 TRPC1-/- mTRP1BAank-HA Klon 9, D
DT40 TRP1C-/- mTRP1BAcc-HA Klon 1, E DT40 TRPC1-/- mTRP1BApp-HA, F DT40 TRPC1-/-
mTRP1BADK-HA Klon 1

6.5.2.1 Ca**-Einstrommessungen nach  ER-Depletion  bei mTRP13  und

Deletionsmutanten exprimierenden DT40 TRPC1-/--Zellen

Fiur die Messungen des Ca®*-Flux in TRPC1-defizienten DT40-Zellen nach ER-
Depletion durch Thapsigargin wurden sowohl Zellen des Subklons 7 als auch die
Ursprungslinie verwendet. Damit wurden den Bedingungen, die den Daten von Mori
et al. (2002) zugrunde liegen, die Eigenschaften des im Rahmen dieser Arbeit
etablierten Subklons gegenubergestellt. In Abb. 6.18 sind die statistisch
ausgewerteten Maxima des Ca*'-Einstroms (iber die Plasmamembran nach ER-
Depletion dargestellt. Dabei sind in Abb. 6.18 A, B die Messungen gezeigt, in denen
die urspringliche TRPC1-/--Zelllinie fur die retroviralen Transfektionen verwendet
wurde. In diese Messungen gehen Daten von in der Immunfluoreszenzanalyse
positiv getesteten Klonen ein. Je transfiziertes Konstrukt wurden vier bis acht Klone
untersucht. In Abb. 6.18 C, D sind dagegen Messungen ausgewertet, in denen
ausgehend von dem TRPC1-defizienten DT40-Subklon 7 stabile Zelllinien etabliert
wurden.

TRPC1-defiziente Zellen der urspringlichen Zellline zeigen nach Transfektion mit
MTRP1BHA mit 229 +30 Einheiten eine signifikant hdhere cytosolische Ca*-
Konzentration aus dem Extrazellularraum nach ER-Depletion als die

Ausgangszelllinie mit 168 +20 Einheiten. Allerdings wird der Wert der wt DT40-
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Zellen, der bei 362 +34 Einheiten liegt, nicht erreicht (Abb. 6.18 A, B). Ebenfalls
signifikant hoher als bei TRPC1-/--Zellen sind die Werte fur mTRP1Acc-HA
exprimierende Zellen (235 +36 Einheiten) und mTRP1ADK-HA exprimierende DT40
TRPC1-/--Zellen (220 436 Einheiten) (Abb. 6.18 A, B). Fur alle anderen
Deletionsmutanten zeigt sich kein signifikanter Unterschied zu TRPC1-defizienten
DT40-Zellen (Abb. 6.18 A, B). Innerhalb der je Deletionsmutante selektionierten
Subklone ergeben sich erhebliche Abweichungen, wie durch die trotz héherer Anzahl
von Messungen wesentlich groReren Standardabweichungen im Vergleich zu den
Messungen mit dem DT40 TRPC1-/- -Subklon 7 zeigen (Abb. 6.18 B, D).

Ausgehend vom TRPC1-defizienten Subklon 7 zeigen nur mTRP1Acc-HA-
exprimierende Zellen einen signifikant héheren Ca®*-Einstrom nach ER-Depletion im
Vergleich zu DT40 TRPC1-/--Zellen (Abb. 6.18 C, D). Mit 356 +33 Einheiten wird ein
ahnliches Niveau erreicht, wie in wt DT40-Zellen (Abb. 6.18 D).

Aus diesen Daten wird deutlich, dass durch die Deletion der ,coiled-coil*-Doméane der
Ca?*-Einstrom nach Speicherdepletion durch Thapsigargin im Vergleich zu mTRP1p
erhdht wird. Zusammen mit den Daten der Western Blot-Analyse (Abb. 6.17) konnte
dies ein Hinweis darauf sein, dass uUber diese Domane die multimere Struktur von

TRP-Kanalen bestimmt wird.
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Abb. 6.18 Ca®*-Flux Messungen nach ER-Depletion an mTRP13 und Deletionsmutanten

exprimierenden TRPC1-defizienten DT40-Zellen

In mTRP1B-HA oder Deletionsmutanten exprimierenden DT40 TRPC1-/-- Zellen des Ursprungsklons

(A, B) und des Subklons 7 (C, D) wurde eine Ca**"-Antwort durch Zugabe von 1,5uM Thapsigargin in

Abwesenheit von extrazelluldrem Ca®* induziert und am Durchflusszytometer analysiert. Die

Maximalwerte der cytosolischen Ca®*-Konzentrationen nach Einstrom tber die Plasmamembran von n

Messungen wurden statistisch ausgewertet und graphisch (A, C) sowie tabellarisch (B, D) dargestellt.

Die angegebenen Fehler sind Standardabweichungen. *signifikant verschieden zu DT40 TRPC1 -/-
oder DT40 TRPC1-/- Subklon 7 (t-Test p<0,01)
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6.5.2.2 Ca®*-Einstrommessungen nach BCR-Quervernetzung bei mTRP1B und

Deletionsmutanten exprimierenden DT40 TRPC1-/--Zellen

FUr die Untersuchung des Einflusses von mTRP1p oder Deletionsmutanten auf den
Ca**-Einstrom nach BCR-Quervernetzung in TRPC1 defizienten DT40-Zellen wurde
vom Subklon 7 ausgegangen, da die Ursprungszelllinie, wie in 6.5.1 beschrieben,
eine inhomogene oder gar keine Stimulierbarkeit Uber den BCR zeigt. Zunachst
wurde untersucht, ob die etablierten Transfektanden einen vergleichbaren
Expressionslevel an Oberflachen IgM zeigen. In Abb. 6.19 sind FACS Analysen von
DT40-Zellen dargestellt, die mit FITC-konjugierten Ziege-anti-Huhn IgM markiert
wurden. Alle untersuchten Transfektanden zeigen ein vergleichbares Signal und

exprimieren zu etwa 100% IgM an der Zelloberflache.
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Abb. 6.19 IgM-Expression auf transfizierten DT40 TRPC1-/--Zellen des Subklons 7

Nach Markierung mit FITC-konjugiertem Ziege-anti-Huhn IgM wurden wt DT40- und TRPC1-defiziente
DT40-Zellen des Subklons 7 sowie mit mTRP1p oder Deletionsmutanten transfizierte Zellen am

Durchflusszytometer analysiert.

Der Ca?*-Einstrom aus dem Extrazellularraum nach BCR-Quervernetzung wurde bei
MTRP1B3 und Deletionsmutanten exprimierenden DT40 TRPC1-/--Zellen analysiert.
Dazu wurden DT40-Zellen in Abwesenheit von extrazelluldrem Ca?* mit 10ug/ml
Maus-anti-Huhn  IgM  stimuliert und die maximalen cytosolischen Ca*'-
Konzentrationen nach Ca®*-Zugabe statistisch ausgewertet (Abb. 6.20). Nur fiir
TRPC1-defiziente DT40-Zellen des Subklons 7, die mTRP1BAank-HA exprimieren
mit 183 +27 Einheiten und mTRP1BADK-HA exprimierende Zellen mit 165 +10
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Einheiten, zeigt sich ein signifikant hdheres Maximum im Vergleich zu wt DT40-
Zellen (118 £37 Einheiten) und dem DT40 TRPC1-/--Subklon 7 (100 +36 Einheiten).

Im Vergleich zu den Ca®*-Einstrom-Daten nach Speicherdepletion durch
Thapsigargin, hat mTRP1BAcc keinen Einfluss auf den rezeptoraktivierten Ca?*-
Einstrom in TRPC1-defizienten DT40-Zellen. Dagegen fuhrt die Expression von
mTRP1BAank und mTRP1BADK zu einer Erhdéhung des Ca?*-Einstroms (iber die
Plasmamembran nach BCR-Quervernetzung. Damit wird gezeigt, dass die
Speichdepletion durch Thapsigargin im Hinblick auf die Funktion von TRP-Proteinen
nicht mit der Speicherdepletion nach Rezeptoraktivierung gleichzusetzen ist. Die
Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen am cytosolischen N-Terminus von mTRP1p3
haben offensichtlich eine Bedeutung fur die Organisation von mTRP1p im
Signalkomplex von DT40-Zellen. Die 35AS von EWKFAR bis zur Dystrophin-

ahnlichen Domane konnten eine negativ regulierende Funktion vermitteln.
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Abb.6.20 Ca*-Flux Messungen nach Stimulation von mTRP13 und Deletionsmutanten
exprimierenden DT40 TRPC1-/--Zellen liber den BCR

Fluo3-beladene Zellen wurden mit 10ug/ml Maus-anti-Huhn IgM (M4) in Abwesenheit von extra-
zelluldrem Ca®* stimuliert und am Durchflusszytometer analysiert. Die Maximalwerte nach Zugabe von
Ca® von n Messungen wurden statistisch ausgewertet und graphisch (A) sowie tabellarisch (B)
dargestellt. Die angegebenen Fehler sind Standardabweichungen. *signifikant verschieden
zu DT40 TRPC1-/- Klon 7 (t-Test p<0,01), ** signifikant Verschieden zu wt DT40 (t-Test p<0,01)
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6.6 Ca*'-Flux Studien an den B-Zellinien EREB2.5 und P493.6

Viele Hypothesen uber Funktion und Regulation von TRP-Proteinen gehen davon
aus, dass entweder das Zusammenspiel unterschiedlicher TRP-Kanale, die Bildung
von TRP-Heteromeren oder auch die Interaktion von TRP-Proteinen mit bislang
unbekannten Proteinen wichtig fiir die Ca?*-Einstromeigenschaften einer Zelle sind
(zur Ubersicht Zitt et al., 2002). Zudem ist derzeit noch absolut unverstanden, in
welcher Weise wie viele Kanale in die Aufgaben des Ca?*-Einstroms einer Zelle

involviert sind.

Ein groRes Problem von Calciumfluxuntersuchungen an Zellen, die TRP-Proteine
unter der Kontrolle von konstitutiven viralen Promotoren exprimieren ist die Tatsache,
dass die Expressionsstarke in diesen Fallen nicht steuerbar ist. Dies konnte zur
Folge haben, dass transfizierte TRP-Konstrukte, die unabhangig vom Zellcyclus und
endogenen TRP-Proteinen transkribiert werden, die Eigenschaften in Bezug auf den
Ca**-Einstrom unkontrollierbar verandern. Dadurch wird der Einfluss eines TRP-
Proteins nicht im Kontext der insgesamt vorhandenen Kanalproteine und moglicher
Interaktionspartner untersucht. Die Informationen, die sich aus solchen Daten fur die

Situation in vivo ergeben, sind somit kritisch zu beurteilen.

Mit den humanen B-Zelllinien EREB2.5 und P493.6 stehen Modelle zur Verfligung, in
denen Uber die Ostrogen-regulierbare Expression des EBV Transkriptionsfaktors
EBNA2 (EREB2.5) oder die Tetracyclin regulierbare Expression von c-myc (P493.6)
der Proliferationsstatus gesteuert werden kann (Kempkes et al., 1995; Pajic et al.,
2000). In EREB2.5-Zellen wird EBNA2 als Fusionsprotein mit dem Ostrogenrezeptor
exprimiert. Erst bei Zugabe von 1mM Ostrogen wird das Fusionsprotein in den Kern
transportiert, EBNA2 ist aktiv und die Zellen proliferieren. P493.6 wurden aus
EREB2.5-Zellen durch Transfektion mit c-myc unter der Kontrolle des tTA etabliert.
Bei Zugabe von 0,1ug/ml Tetracyclin wird c-myc herunterreguliert und die Zellen
proliferieren nicht weiter. Unterliegen TRP-Proteine einer Regulation durch EBNA2
oder c-myc, so lassen sich TRP-Expressionsmuster und Ca?*-Flux Eigenschaften der

Zellen miteinander korrelieren.
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6.6.1 Expression von TRP-Proteinen in Abhangigkeit von EBNA2 oder c-myc
in EREB2.5- und P493.6-Zellen

Derzeit sind aus der Subfamilie der ,kurzen“ TRP-Proteine (TRPC) sieben Mitglieder
charakterisiert, wobei TRPC2 und TRPC7 nur in Mausen detektiert wurde (Zitt et al.,
2002; Montell et al.,, 2002). Die Subfamilie der Vanilloidrezeptor ahnlichen TRP-
Proteine (TRPV) umfasst finf Proteine, wahrend aus der Subfamilie der ,langen”
TRP-Kanale acht Proteine bekannt sind. Aufgrund der bekannten Gewebeverteilung
von TRPV1, TRPM1 und TRPM8 (zur Ubersicht Montell et al., 2002), sowie deren
Aktivierungsmechanismen (Hitze bei TRPV1, Menthol und Kalte bei TRPM8), wurde
die Expression dieser Proteine in EREB2.5 und P493.6-Zellen (proliferierend und
nicht proliferierend) nicht untersucht.

Die Expression aller anderen derzeit bekannten TRP-Proteine wurde mit Hilfe von
RT-PCR analysiert. Als Positivkontrolle wurde RNA aus HEK293-Zellen verwendet,
in denen bis auf TRPM2, TRPM3 und TRPM4 alle TRP-Proteine exprimiert werden,
wobei TRPV5 zu einem sehr schwachen Signal flhrt (Daten nicht gezeigt). Wie in
Tabelle 6.1 gezeigt, werden in EREB2.5- und P493.6-Zellen TRPC1, TRPV2 und
TRPM2 exprimiert. TRPC5 und TRPM7 zeigen nach 30 Zyklen ein im Vergleich zur
Positivkontrolle extrem schwaches, schwer reproduzierbares Signal und wurden flr

die weitere Analyse nicht berucksichtigt.

Transkript EREB2.5 P493.6 I;g;( Tab. 6.1 Expression von TRP-
TRPCT +iSt '/'iSt '/'_f_Et +:_et " Proteinen in EREB2.5- und P493.6-
TRPC3 - - - R + Zellen

TRPC4 - - - - + Die Expressionen verschiedener TRP-
lgﬁgg (:) (:) (:) (:) I Proteine in EREB2.5-Zellen mit und
TRPV2 + + + + + ohne Ostrogen (+est, ./.est) und
TRPV4 - - - - + P493.6 mit und ohne Tetracyclin (+tet,
TRPVS - - - - + J.tet) wurde mit RT-PCR untersucht.
TRPV6 - - - - T | Als Kontrolle wurde RNA aus HEK293
$Egmg T T T T : eingesetzt. Die PCR wurde mit 30
TRPM4 - - - - (-) Zyklen durchgefihrt. + positiv, -
TRPM5 - - - - + negativ, (-) nicht eindeutig

TRPM6 - - - - +

TRPM7 (-) () LG ()| +
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Weiterhin wurde untersucht, ob und in welcher Form die exprimierten Proteine Uber
EBNA2 (bei EREB2.5) oder c-myc (bei P493.6) reguliert werden. Dazu wurde eine
,Real-Time-PCR"* mit Hilfe eines ,Light Cycler*-Systems durchgefuhrt. Als
Normierungsfaktor wurde die Aktinexpression in den entsprechenden Zellen
bertcksichtigt. Detektiert wurde die Intensitat der ,SYBR Green® Fluoreszenz, und
zur Auswertung wurden die Schnittpunkte der Signalkurve im logarithmischen
Bereich mit einer Parallelen zur x-Achse herangezogen (,crossing point®). Diese
Parallele ist so gewahlt, dass sich hier alle analysierten Kurven in der
logarithmischen Wachstumsphase befinden. In Abb. 6.21 A sind die ,crossing points®
der TRPC1 PCRs normiert auf das Aktinsignal dargestellt. Unter Bertcksichtigung
des Fehlers sind die Expressionslevel von TRPC1 bei P493.6-Zellen durch c-myc auf
einem Niveau von etwa 18,5 Zyklen nicht beeinflusst. Dagegen wird die TRPC1
Expression bei Aktivierung von EBNA2 in EREB2.5-Zellen herunterreguliert. Die auf
Aktin normierten ,crossing-points® differieren um 1 Einheit (Abb. 6.21 A). Daraus
resultiert bei Annahme eines vollstandigen PCR-Umsatzes eine Regulation um den
Faktor 0,5 +0,03 (Abb. 6.21 D). Die Expression von TRPV2 ist auf einem Niveau von
ca. 14,5 Zyklen von EBNAZ2 und c-myc unbeeinflusst (Abb. 6.21 B). Die Expression
von TRPM2 wird dagegen bei Aktivierung von EBNA2 oder c-myc hochreguliert (Abb.
6.21 C). Die Expression von TRPM2 steigt in EREB2.5-Zellen um den Faktor
2,2 +0,4 und in P493.6-Zellen um den Faktor 3 +0,5 (Abb. 6.21 D). Fir beide
Zellsysteme wurde die Regulation von c-myc Uberpruft. Proliferierende EREB2.5
zeigen eine um den Faktor 6,6 +2,5 hohere c-myc Expression im Vergleich zu
EREB2.5, die 60h ohne Ostrogen kultiviert wurden. In P493.6 Zellen (bersteigt die
Expression von c-myc bei Zellen, die ohne Tetracyclin kultiviert wurden den Wert
nach Zugabe von Tetracyclin um den Faktor 33,4 +10,6. Alle Daten wurden qualitativ

uber densitometrische Auswertung von Agarosegelen verifiziert.

Damit wurden erstmalig TRP-Proteine als Targets von c-myc oder EBNAZ2

identifiziert.
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Abb. 6.21 Regulation der Expression von TRP-Proteinen in EREB2.5- und P493.6-Zellen

Gesamt-RNA wurde aus EREB2.5- und P493.6-Zellen, die jeweils mit und ohne Ostrogen oder
Tetracyclin kultiviert wurden, isoliert und in einer ,Real-Time-PCR* mit RT eingesetzt. Als
Normierungsfaktor wurde die Expression von Aktin berlcksichtigt. Die Detektion der Amplifikate
erfolgte Uber die Intensitat der ,SYBR Green® Fluoreszenz. Zur Auswertung wurde der Schnittpunkt
der Zeit-Fluoreszenzintensitat-Kurve mit einer Abszissenparallelen in der logarithmischen Phase
herangezogen. Gezeigt werden die Daten aus zwei vollstandig unabhangigen Ansatzen. Dargestellt
sind die auf das Aktinsignal normierten ,crossing points® fur hTRPC1 (A), hTRPV2 (B) und hTRPM2
(C). Aus den unterschiedlichen ,crossing points“ ergeben sich die in D dargestellten
Multiplikationsfaktoren fur die Expressionsveranderung (als PCR-Effizienz wurde der Faktor 2

verwendet). Die angegebenen Fehler sind die gemittelten Abweichungen vom Mittelwert.

6.6.2 Einfluss von EBNA2 oder c-myc auf die IgM-Expression

Um die Vergleichbarkeit der Ca?*-Antworten zwischen aktivierten und nicht
aktivierten Zellen zu gewahrleisten, mussen auch die Level an IgM an der Oberflache
der Zellen gleich sein. Dazu wurden die Zellen mit FITC-markiertem Ziege anti
Mensch IgM inkubiert und am Durchflusszytometer analysiert. Aus Abb. 6.22 A, B
wird deutlich, dass bei EBNA2-Aktivierung die Expression von Oberflachen IgM
nahezu vollstandig herunterreguliert wird (11% im Vergleich zu 80% bei EREB2.5
ohne Ostrogen). Der Anteil viabler Zellen geht bei Ostrogenentzug nach 60h auf 18%
zurick (80% bei  aktiviertem EBNA2). Bei P493.6-Zellen ist die
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Oberflachenexpression von IgM unabhangig von c-myc (Abb. 6.22 C, D; 93%
positive Zellen). Bei Tetracyclin Zugabe geht der Anteil lebender Zellen nach 60h auf

49% zuruck (90% bei proliferierenden Zellen).
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Abb. 6.22 IgM Oberflaichenexpression auf EREB2.5- und P493.6-Zellen

EREB2.5 mit Ostrogen (A) und 60h ohne Ostrogen kultiviert (B) sowie P493.6-Zellen Ohne (C) und
60h mit (D) Tetracyclin kultiviert wurden mit FITC-markierten anti IgM Antikdrpern (1:100) gefarbt und
im Durchflusszytometer untersucht (Prozentangaben entsprechen dem Anteil der positiven Zellen an

allen lebenden Zellen).
6.6.3 Ca’*-Messungen an EREB2.5 und P493.6-Zellen

Der Einfluss der unterschiedlichen TRP-Expressionsmuster auf die Ca®'-Flux
Eigenschaften von EREB2.5 und P493.6 wurde untersucht. Der Ca®*-Einstrom wurde
Uber BCR-Quervernetzung durch Ziege anti Mensch IgM (20ug/ml F(ab)z), durch
Thapsigargin (1,5uM) oder das DAG Analogon OAG (100uM) angeregt. Aufgrund der
Herunterregulation von IgM wurde bei EREB2.5 nur Thapsigargin und OAG zur

Stimulation verwendet.

6.6.3.1 Die Expression von c-myc verandert die Ca®*-Flux Eigenschaften von
P493.6-Zellen

In Abb. 6.23 A ist eine reprasentative Messung von P493.6-Zellen (mit 60h
Tetracyclin, permanent ohne Tetracyclin und 48h ohne Tetracyclin) mit BCR-
Stimulation dargestellt. Bei 24h Kultivierung ohne Tetracyclin entsprechen die
Signale denen nicht proliferierender Zellen und werden daher nicht dargestellt.
Wahrend die Primarsignale in Abwesenheit von extrazellularem Ca®* sehr ahnlich
verlaufen (407+27 Einheiten bei ./. Tetracyclin und 371 +6 Einheiten bei + Tetracyclin
(Abb. 6.23 A, 6.24 A)), sind die Sekundarsignale von P493.6-Zellen mit
angeschaltetem c-myc und nicht proliferierenden Zellen stark unterschiedlich. Bei

den Zellen, die 60h mit Tetracyclin kultiviert wurden, zeigt sich innerhalb von 20s ein
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Anstieg auf 467 +34 Einheiten (Abb. 6.24 A, B). Das Niveau sinkt in etwa 60s auf ein
langsam abfallendes Plateau bei etwa 280 Eineiten (Abb. 6.23 A). Bei P493.6-Zellen,
die permanent ohne Tetracyclin kultiviert wurden, wird das Maximum des
Sekundareinstroms nach etwa 80s bei20 3+34 Einheiten erreicht (Abb. 6.23 A; 6.24
A, B). Das Absinken dieser maximalen cytosolischen Ca®*-Konzentration erfolgt
gleichmalfig mit einer Rate von etwa 50 Einheiten pro Minute. Die Zellen, die fur 48h
tetracyclinfrei kultiviert wurden, erreichen das Maximum ahnlich schnell wie
permanent tetracyclinfrei kultivierte Zellen (Abb. 6.23 A). Dieses Maximum liegt
allerdings um etwa 150 Einheiten niedriger und auch das ausgebildete langsam
abfallende Plateau liegt mit 180 Einheiten auf einem kleineren Niveau (Abb. 6.23 A;
6.24 A,B).

Der Sekundareinstrom bei den unterschiedlich kultivierten P493.6-Zellen nach ER-
Depletion durch Thapsigargin zeigt in der Tendenz einen sehr ahnlichen Verlauf
(Abb. 6.23 B). Erneut ist das maximale Signal bei den nicht proliferierenden Zellen
mit 483+46 Einheiten deutlich hoher als bei proliferierenden Zellen mit 247+26
Einheiten (Abb. 6.24 B, C). Nach etwa 200s erreicht die cycosolische Ca*-
Konzentration bei allen Zellen das gleiche Niveau (Abb. 6.23 B). Der Signalverlauf
der Zellen, die 48h ohne Tetracyclin kultiviert wurden, gleicht im Bereich des
Sekundareinstroms dem der permanent proliferierenden P493.6-Zellen (Abb. 6.23 B).
Das Primarsignal nach Thapsigarginstimulation in Ca*'-freiem Puffer korreliert
integriert mit dem Beladungszustand des ER in Bezug auf freie Ca?*-lonen. In c-myc
exprimierenden P493.6-Zellen liegt das Maximum dieses Primareinstroms mit 185
+19 Einheiten signifikant hoher, als bei nicht proliferierenden Zellen mit 147 +5
Einheiten (Abb. 6.24 B).

Im Gegensatz zu der Tendenz, dass nicht proliferierende P493.6-Zellen eine hdhere
cytosolische Ca®*-Konzentration nach Sekundareinstrom erreichen, ist der Einfluss
der c-myc Expression auf den Ca®'-Einstrom nach OAG-Stimulation reziprok.
Proliferierende Zellen erreichen mit 420 Einheiten ein wesentlich hdheres Maximum
als nicht proliferierende Zellen mit 200 Einheiten (Abb. 6.23 D). 80s nach dem
Maximum sinkt die cytosolische Ca?*-Konzentration auf das Niveau der nicht
proliferierenden Zellen (Abb. 6.23 D).

Aus diesen Daten wird deutlich das durch die Erhohung der TRPM2-Expression
lonenkanale mit vollig anderen Eigenschaften gebildet werden. P493.6 ist die erste

Zelllinie, die nach Erhéhung der Expression eines TRP-Proteins einen verringerten
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Ca?*-Einstrom {ber die Plasmamembran zeigt. Zudem sind weder TRPC1 noch
TRPV2 oder TRPM2 bislang als DAG-sensitiv beschrieben worden. Diese
Ergebnisse weisen darauf hin, dass es nicht moglich ist, einzelne TRP-Proteine
isoliert von anderen Kanalproteinen und moglicherweise regulierenden Proteinen zu
untersuchen. P493.6-Zellen sind ein geeignetes Modellsystem, um die Funktion und

Organisation von TRP-Proteinen zu studieren.
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Abb. 6.23 Messungen des Ca”*-Einstroms in EREB2.5- und P493.6-Zellen

EREB2.5 Zellen mit (permanent und 48h) bzw. 60h ohne Ostrogen kultiviert (C, D) und P493.6 Zellen
mit (permanent und 48h) bzw. 60h ohne Tetracyclin kultiviert, wurden mit Fluo3 beladen und am
Durchflusszytometer untersucht. Die Stimulation der Zellen erfolgte in Ca®*-freiem Puffer mit 20ug/ml
Ziege anti human IgM (A), mit 1,5uM Thapsigargin (B, C) oder 100uM OAG (D). Nach Erreichen des
Basalwertes wurde die Ca®*-Konzentration des Puffers auf 1mM (A, D) oder 3mM (B, C) eingestellt.

Dargestellt sind reprasentative Messungen, die mindestens zwei Mal reproduziert wurden.

6.6.3.2 Die EBNA2-Aktivierung hat keinen Einfluss auf die Ca®*-Flux Eigenschaften
von EREBZ2.5-Zellen nach ER-Depletion

Die Aktivierung von EBNA2 in EREB2.5-Zellen durch Ostrogenzugabe beeinflusst
den Sekundareinstrom von Ca** nach ER-Depletion nicht signifikant (Abb. 6.23 C).

Die erreichten Maxima liegen mit 565 +49 Einheiten bei nicht proliferierenden Zellen
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und 544 +37 Einheiten bei proliferierenden Zellen im Fehlerbereich (Abb. 6.24 B, D).
Die Zugabe von OAG lost bei EREB2.5-Zellen unabhangig von der EBNAZ2-

Expression keinen Einstrom von Ca®* aus dem Extrazellularraum aus (Abb. 6.23 D).

Obgleich sich die TRP-Expressionsmuster in EREB2.5- und P493.6-Zellen nur
geringfiigig unterscheiden, zeigen diese Zelllinien véllig unterschiedliche Ca?*-
Einstromeigenschaften. Dies konnte bedeuten, dass flr die Steuerung von TRP-
Kanalen noch weitere, bislang unbekannte Komponenten erforderlich sind, die in
EREB2.5-Zellen nicht exprimiert werden. Allerdings ist beim Vergleich beider
Zelllinien zu berlcksichtigen, dass aufgrund eines unterschiedlichen Status des
Proteasoms in EREB2.5- und P493.6-Zellen die Expressionsdaten moglicherweise
nicht mit den TRP-Proteinmengen korrelieren (Polack et al., 1996; Pajic et al., 2001;
Gavioli et al., 2001).
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Abb. 6.24 Veranderung des Ca**-Einstroms in EREB2.5- und P493.6-Zellen durch EBNA2 oder

c-myc

EREB2.5 Zellen mit bzw. 60h ohne Ostrogen kultiviert (D) sowie P493.6 Zellen mit bzw. 60h ohne
Tetracyclin kultiviert (A, C), wurden in Ca®*-freiem Puffer mit 20pg/ml Zige anti human IgM (A) oder
mit 1,5uM Thapsigargin (C, D) stimuliert. Die maximale cytosolische Ca®*-Konzentration des Primér-
und Sekundarsignals wurden statistisch ausgewertet. Die absoluten Werte der Sekundarsignale sind

tabellarisch in B aufgefiihrt. Die angegebenen Fehler sind Standardabweichungen.
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6.6.3.3 Inhibition des Ca®*-Einstroms in P493.6-Zellen durch Gd**-lonen

Zur weiteren Charakterisierung des Ca?*-Einstroms in P493.6-Zellen wurden
Inhibitionsstudien mit GdCl; durchgefilhrt. Dazu wurden die Zellen in Ca*'-freiem
Puffer mit Ziege anti Mensch IgM stimuliert und nach Absinken des Ca®*-Spiegels auf
den Basalwert mit 1mM CaCl, und optional zusatzlich mit 100nM oder 1uM GdCl3
versetzt. Aus Abb. 6.25 A, B wird der inhibitorische Effekt von Gd** auf den Ca®*-
Einstrom aus dem Extrazellularraum deutlich. Das Sekundarsignal bei P493.6-Zellen,
die 60h mit Tetracyclin kultiviert wurden, sinkt von max. 500 relativen Einheiten (ohne
Gd*") auf max. 200 relative Einheiten bei Zugabe von 100nM oder 1uM GdCls. Bei
P493.6-Zellen, die c-myc exprimieren, sinkt das Sekundarsingal von 240 Einheiten
auf 120 Einheiten durch die Zugabe von Gd*". Auch hier ist der maximale Effekt bei

einer GdClIs-Konzentration von 100nM erreicht.

Eine derart hohe Sensitivitat fiir dreiwertige Kationen wurde bislang nur fiir den Ca**-
lonen-selektiven Strom Icrac beschrieben (vergl. 1.2.2). Offenbar sind mindestens
zwei unterschiedliche lonenkandle am Ca*-Einstrom iber die Plasmamembran
beteiligt, wobei ein Teil des Einstroms durch Gd**-lonen hemmbar und ein anderer
Teil des Ca?'-Einstroms Gd*"-insenstiv ist. Der Gd*'-sensitive Anteil des Ca?'-
Einstroms ist bei ruhenden P493.6-Zellen wesentlich ausgepragter, was bedeuten
kdnnte, dass eine Beteiligung von TRPM2 an solchen Kanalen zur Herabsetzung der

lonenselektivitat fuhrt.

A 700 (EIIIN=c1 .\ 1mM CaCl, B 700 (KT UN=3/- 9 1mM CaCl,
30pg/ml anti ig | 30pg/ml anti lgM

600 = 600 + = -
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Abb. 6.25 Inhibierung des Ca**-Einstroms in P493.6-Zellen durch Gd**-lonen

Fluo3-beladene P493.6 Zellen mit (A) bzw. 60h ohne Tetracyclin (B) kultiviert, wurden in Ca*'-freiem
Puffer mit 20ug/ml Zige anti human IgM stimuliert. Nach Erreichen des Basalwertes wurde der Puffer
mit 1mM CaCl,, 1mM CaCl, und 100nM GdCl; oder TmM CaCl, und 1uM GdCl; versetzt.
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7 Diskussion

Die Aktivierung von Lymphocyten ist ein zentrales Ereignis bei der adaptiven
Immunantwort. Eine wichtige Komponente dieser Aktivierung ist die Erhéhung der
cytosolischen Ca?*-Konzentration. Eine Ressource fiir Ca®** sind intrazellulare
Speicher, wie das endoplasmatische Retikulum. Die Freisetzung von Ca®* aus dem
ER in das Cytosol erfolgt durch IP;-Rezeptoren, die durch ihren Liganden IP3 aktiviert
werden. Durch Stimulation Uber ihre Tyrosinkinase-gekoppelten Rezeptoren in
Verbindung mit co-stimulierenden Signalen (z. B. CD28 bei T-Zellen und CD19 bei B-
Zellen) wird ein Signalkomplex organisiert, der zur Aktivierung von PLC-y fuhrt. PLC-y
katalysiert die Bildung von IPs aus PIP, und fiihrt so zur Freisetzung von Ca®" aus
intrazellularen Speichern (zur Ubersicht Campbell, 1999, Qian und Weiss; 1997,
Frauwirth und Thompson, 2002).

Zur vollstandigen Aktivierung von B- und T-Zellen ist eine lang anhaltend erhdhte
cytosolische Ca?*-Konzentration notwendig (Choquet et al., 1993; Budde et al., 1994;
lezzi et al, 1998). Uber die Form des Ca®'-Einstroms werden Transkriptionsfaktoren
differentiell aktiviert. So werden in B-Zellen NF-xB und JNK durch einen grof3en
transienten Ca?*-Einstrom ins Cytosol aktiviert und NFAT durch ein niedriges aber
lang anhaltendes Plateau (Dolmetsch et al. 1997). Zudem ist die Differenzierung
dieses Signals in Raum und Zeit ein wichtiger Parameter. Untersuchungen in T-
Lymphocyten ergaben, das NFAT effektiv durch repetitive Ca?*-Spitzen aktiviert wird,
wohingegen bei Oszillationen mit niedriger Frequenz nur NF-xB aktiviert wird
(Dolmetsch et al. 1998).

Da durch PMCAs in der Plasmamembran standig Ca®* aus der Zelle transportiert
wird, ist zur Aufrechterhaltung dieses anhaltenden Ca**-Signals ein Einstrom aus
dem Extrazellularraum Uber die Plasmamembran erforderlich. Die molekulare
Struktur sowie Aktivierungs- und Regulationsmechanismen von Kanalen, die einen
solchen Einstrom ermoglichen sind derzeit ungeklart. Als mdgliche Aktivierungs-
mechanismen werden die Rezeptor- und Speichersteuerung diskutiert (zur Ubersicht
Parekh und Penner, 1997; Zitt et al., 2002). Potentielle Kandidaten fiir Ca®*-Kanal-
bildende Proteine stammen aus der TRP-Proteinfamilie (Clapham et al., 2001; Zitt et
al., 2002; Vennekens et al., 2002).
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Erste signifikante Hinweise auf die Beteiligung von TRP-Proteinen am Ca®*-Einstrom
in B-Zellen wurden durch Arbeiten an der Huhner-B-Zelllinie DT40 erhalten, in der
das Gen fur TRPC1 durch homologe Rekombination unterbrochen wurde (Mori et al.,
2002). In dieser Studie wurde gezeigt, dass der Ca®*-Einstrom nach
Speicherdepletion in TRPC1-defizienten Zellen deutlich geringer ist als in wt-Zellen.
Zudem ist das Ca?*-Signal nach BCR-Quervernetzung in TRPC1-defizienten DT40-
Zellen abgeschwacht. TRPC1 wird z.B. in den B-Zelllinien 11A1.6, Raji und Ramos
exprimiert (unveroffentlichte Daten dieser Arbeitsgruppe). In heterologen
Zellsystemen und in ,antisense“-Experimenten wurden unterschiedliche, teilweise
widersprtchliche Charakteristika fir TRPC1 gefunden. Wahrend in SF9-Zellen die
Expression zu einem konstitutiv geoffneten lonenkanal fuhrte (Sinkins et al. 1998)
und in Xenopus Oocyten TRPC1 nicht speicherreguliert ist, wurde in CHO-Zellen (Zitt
et al., 1996), HSG-Zellen (Liu et al., 2000) und A549 sowie Endothelzellen (Brough et
al., 2001) eine Speicherabhangigkeit von TRPC1 festgestellt. Die Co-Expression von
TRPC1 mit TRPC3 (Lintschinger et al., 2000; Wu et al.,, 2000) und TRPC1 mit
TRPCS (Strubing et al., 2001) fuhrt zu vollstandig veranderten Kanaleigenschaften,
was auf die Bildung von Heteromeren hindeutet. Die Moglichkeit der Bildung von
heterooligomeren TRPC-Kanalen wurde durch O. Friedrich (2001) untermauert, der
in einem COS-Zellsystem die Interaktion von mTRP1p3 (Maus TRPC1p) mit TRPC2
und TRPC3 feststellte. Zudem konnte O. Friedrich in diesem System TRPC1 und das
Adapterprotein LAT co-prazipitieren. Dies ist ein Hinweis auf eine mogliche
Organisation von TRPC1 in dem Signalkomplex von T- und B-Zellen (Leo et al.,
2002).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von mTRP1p auf den rezeptoraktivierten
Ca?*-Einstrom und den Ca®"-Einstrom nach Speicherdepletion durch Unter-
suchungen an funf unterschiedlichen B-Zelllinien charakterisiert. Aufgrund der
offensichtlichen Abhéangigkeit der Eigenschaften des TRPC1-enthaltenden Ca®'-
Kanals von dem untersuchten Zellsystem (zur Ubersicht Zitt et al., 2002) wurden B-
Zellsysteme gewahlt, die endogen TRPC1 exprimieren (11A1.6), die TRPC1 endogen
nicht exprimieren (WEHI231) und in denen die endogene TRPC1-Expression durch
homologe Rekombination unterbunden wurde (DT40 TRP1-,- (Mori et al., 2002)).
Zudem wurde in dieser Arbeit erstmals humane B-Zellen analysiert, in dem die
Expression von TRP-Proteinen nicht durch heterologe Expression oder ,antisense®-

Konstrukte manipuliert wird, sondern eine endogene Steuerung der TRP-
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Expressionsmuster Uber den EBV-Transkriptionsfaktor EBNA2 (EREB2.5-Zellen)
oder c-myc (P493.6-Zellen) erfolgt (Kempkes et al., 1995; Pajic et al., 2000). In
diesen konditionalen Modellsystemen fur lymphoblastoide Zelllinien (EREB2.5) oder
Burkitt Lymphome (P493.6) wird offenbar die Expression von TRP-Proteinen an neue

Anforderungen beziiglich der Ca®*-Einstrom-Eigenschaften angepasst.

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit ist die funktionelle Charakterisierung der
cytosolischen Domanen von mTRP1B. Dazu wurden Deletionen der Ankyrin-
ahnlichen Wiederholungen (mTRP1BAank), der N-terminalen ,coiled-coil*-Doméane
(mTRP1BAcc) wund der Dystrophin-ahnlichen Domane am  C-Terminus
(mTRP1BAdys) von mTRP1B eingeflihrt (Engelke, 1999). AuRerdem wurde die
postulierte Porenregion im Bereich der 5. und 6. Transmembranregion (mTRP1BApp)
und die Uber alle TRPC-Proteine stark konservierte EWKFAR-Region
(MTRP1BAEWKFAR) deletiert (Friedrich, 2001). Uber die EWKFAR-Region hinaus
sind die folgenden 29AS, die einen Bereich von 10AS umfassen, der 50% Prolin
enthalt (AS 661-670), in der TRPC-Subfamilie konserviert. Aus diesem Grund wurde
in dieser Arbeit eine Deletionsmutante hergestellt, die diese 35AS nicht mehr enthalt
(mTRP1BADK). Der funktionelle Einfluss dieser Deletionen wurde in HEK293-Zellen'
und in den B-Zelllinien WEHI231 und DT40 TRP1-,- untersucht.

7.1 Expression und Lokalisierung von mTRP1p und Deletionsmutanten

Eine wichtige Voraussetzung bei der Untersuchung von mTRP13 und
Deletionsmutanten in hetrerologen Expressionssystemen ist die Lokalisation der
Proteine in der Plasmamembran. Dazu wurden immunfluoreszenzmikroskopische

Analysen in den verwendeten Zellsystemen vorgenommen.

Die umfangreichsten Lokalisationsstudien erfolgten an stabil mTRP1B-FLAG oder
Deletionsmutanten exprimierenden HEK293-Zellen. Hier sollte insbesondere gezeigt
werden, dass die Deletion von Domanen keinen Einfluss auf die Lokalisation in den
Zellen hat. In dieser Arbeit wurden fluoreszierende Marker fur Kern, Cytosol, ER und
Plasmamembran verwendet, um die Co-Lokalisierung der FLAG-Fusionsproteine in
bestimmten Bereichen der Zellen zu uUberprifen. Aufgrund des verwendeten
Expressionsvektors pIRES-EGFP wurden die mTRP1p-Konstrukte gemeinsam mit

EGFP exprimiert, das grundsatzlich ein cytosolisches Protein ist, aber aufgrund eines

' Die Caz+—Messungen an HEK293-Zellen wurden in Kooperation mit Dr. Olaf Friedrich durchgefihrt
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NLS (,nuclear localisation sequence®) -ahnlichen Bereichs zum grof3en Teil im
Zellkern lokalisiert ist. Zur Markierung der Plasmamembran wurde der Lipidfarbstoff
CM-Dil verwendet, der in zellularen Membranen angereichert wird. In anderen
Studien wird CM-Dil als Farbstoff beschrieben, der hauptsachlich in der
Plasmamembran lokalisiert ist (Andrade et al., 1996). Zur Markierung des
endoplasmatischen Retikulums wurde mit Thapsigargin inkubiert, das mit dem
Fluorophor Bodipy TR-X konjugiert ist. Thapsigargin bindet spezifisch an SERCA im
ER (Thastrup et al., 1989; Thastrup et al., 1990). Mit konfokaler Lasermikroskopie
wurde jeweils die Zellkernebene analysiert. Aus den Messungen an Kontrollzellen
(Abb. 6.3 A-C) wird deutlich, dass HEK293-Zellen in der z-Ebene eine sehr
heterogene Struktur aufweisen, woraus eine ungleichmafige Verteilung der CM-Dil-
Signale folgt. Der Vergleich des Bodipy TR-X-Thapsigargin-Signals mit dem CM-Dil-
Signal zeigt, das CM-Dil neben der Plasmamembran auch im ER lokalisiert ist (Abb.
6.3 B, C). Die teilweise Co-Lokalisation von Bodipy TR-X-Thapsigargin und CM-Dil
impliziert, dass CMDil auRerdem in den Membranen anderer Organellen, wie dem

Golgi-Apparat lokalisiert ist.
Aus Abb. 6.3 A wird deutlich, dass die Signale fir EGFP und das mit Cy5-

konjugiertem Antikorper markierte Flag-Fusionsprotein in keiner Weise Uberlappen
und mTRP1B weder cytosolisch, noch im Nucleus lokalisiert ist. In Abb. 6.3 C zeigt
die nahezu vollstandige Uberlagerung der Fluoreszenzsignale von Cy5 und CM-Dil,
dass mTRP1pB und die Deletionsmutanten hauptsachlich in der Plasmamembran von
HEK293-Zellen lokalisiert ist (Abb. 6.3 C). In diesem heterologen Zellsystem erfolgt
die Expression unter der Kontrolle des ,immediate early“-Promotors von CMV.
Aufgrund der hohen Expressionslevel ist zu erwarten, dass ein Teil des Proteins
noch nicht an die Plasmamembran transportiert wurde und demnach in ER und Golgi
lokalisiert ist. In Abb. 6.3 B wird diese Annahme bestatigt, da das Cy5-Signal
teilweise mit dem Bodipy TR-X-Signal dberlappt und demnach die FLAG-
Fusionsproteine auch im ER lokalisiert sind. In einem weiteren Experiment wurde
Uber Immunfluoreszenzmikroskopie die Co-Lokalisation von mTRP13 und TRPC3
gezeigt (Abb. 6.4 A-C)'. TRPC3 wurde in diversen Studien als Plasmamembran-
standig beschrieben (Vannier, et al., 1998; Wang et al., 1999)

Diese Daten bestatigen eindeutig die Lokalisation von mTRP1p in der Plasma-

membran von HEK293-Zellen. Sie stimmen mit Untersuchungen von Wang et al.

' Diese Experimente wurden in enger Zusammenarbeit mit Dr. Olaf Friedrich durchgefuhrt
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(1999) Uberein, die in einer einfachen Immunfluoreszenzanalyse eine Lokalisation
von TRPC1 und TRPC3 in der Plasmamembran von HEK293-Zellen zeigten. Zudem
belegen die Daten dieser Lokalisierungsstudie, dass die Deletion der cytosolischen
Domanen (vergl. Abb. 6.1) keinen Einfluss auf die korrekte Lokalisation der Proteine
hat. Die richtige Orientierung des cytosolischen C-Terminus wurde bereits gezeigt
(Engelke (1999); Friedrich (2001)).

In den B-Zellsystemen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurde die Expression
von mTRP1p oder Deletionsmutanten Uber Immunfluoreszenzmikroskopie Uberpruft.
In allen B-Zelllinien zeigen die immunfluoreszenzmikroskopischen Analysen eine
Uberwiegende Lokalisierung von mTRP1B3 oder Deletionsmutanten in der Plasma-
membran (Abb. 6.7; 6.10; 6.16).

Besonders problematisch ist die Expression von mTRP1p in der B-Zelllinie 11A1.6.
Diverse Versuche, mTRP1p stabil unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors
zu exprimieren blieben erfolglos. Auch zwei zunachst als positiv getestete Klone
verloren nach einigen Passagen die Expression von mTRP1p (Friedrich 2001). Der
Annahme folgend, eine hohe mTRP1p-Expression konnte toxisch fur I1A1.6-Zellen
sein, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein Tetracyclin-regulierbares System etabliert.
Aus 67 Subklonen wurden Uber RT-PCR drei regulierbar mTRP1 exprimierende
Klone identifiziert, wobei ein Proteinnachweis lediglich beim Klon 1l1A1.6Tet-On E2
768-3 mdoglich war. In Abb. 6.7 A zeigt sich deutlich die Anhebung des
Expressionslevels von mTRP1B-Flag nach 24h Induktion. Die Tatsache, dass dieser
Induktionseffekt nach 48h Inkubation mit Doxicyclin deutlich schwacher ausgepragt
ist, bedeutet einen weiteren Hinweis fur die Toxizitdt einer hohen mTRP13-
Expression in IIA1.6-Zellen. Die immunfluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in
Abb. 6.7 B zeigen ein signifikantes aber aulerordentlich schwaches Fluoreszenz-
signal, wodurch eine Bewertung der Induktion durch Doxicyclin nicht moglich ist.
Nach mehrwdchiger Passagierung der Zellen und nach Auftauen von Einfrierproben
konnte weder die Induktion der mTRP1B-Expression noch ein messbares
Fluoreszenzsignal reproduziert werden. Parallel durchgefihrte, in dieser Arbeit nicht
dokumentierte Experimente an der humanen B-Zelllinie Daudi fuhrten ebenfalls zu
dem Ergebnis, dass eine auf Proteinebene messbare Expression von mTRP1p
(konstitutiv. und Tetracyclin-regulierbar) nicht moglich ist. Beispiele fur die

Problematik der Manipulation der TRP-Protein-Expression gibt es auch fur TRPC3
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und TRPM7. Laut personlicher Mitteilung von Prof. Lickhoff (RWTH Aachen, Institut
fur Physiologie) ist es nicht moglich, stabil TRPC3-exprimierende CHO Zellen zu
etablieren, und die Unterbrechung des TRPM7-Gens in DT40 durch homologe
Rekombination ist letal (Nadler et al., 2001). Die Expressionslevel in WEHI231-Zellen
nach transienter Transfektion von mTRP1p oder Deletionsmutanten sind ebenfalls
sehr gering. Hier wurden bei immunfluoreszenmikroskopischen Untersuchungen
Fluoreszenzsignale gemessen, die nur geringfligig Uber den Signalen der
Kontrollzellen lagen (Abb. 6.10). Eine Ausnahme sind dabei die Fluoreszenzsignale
von mTRP1BApp-HA-exprimierenden WEHI231-Zellen. Die Intensitat dieser Signale
liegt deutlich Uber den Signalen der ubrigen untersuchten Zellen. Diese Beobachtung
ist in Ubereinstimmung mit Erkenntnissen von O. Friedrich (2001), der in IA1.6-
Zellen nur diese Deletionsmutante stabil und hoch exprimieren konnte. Warum aber
ist eine heterologe Expression von mTRP1p in dieser Zelllinie so problematisch? In
den Zellsystemen SF9 (Sinkins et al. 1998), CHO (Zitt et al., 1996) und HEK293
(Engelke et al., 2002) fihrte eine TRPC1-Expression zu nicht selektiven konstitutiv
geodffneten Kanalen, die im Fall von CHO- und HEK293 Zellen zusatzlich
speicherabhangig sind. Die Co-Expression von TRPC1 und TRPC3 oder TRPC5
fuhrt dagegen zu vollig anderen Kanalcharakteristika (Lintschinger et al., 2000;
Stribing et al., 2001). Eine mdgliche Interpretation flr die Expressionseffekte in
[IA1.6-, Daudi- und WEHI231-Zellen ist demnach, dass ab einer bestimmten Anzahl
von mTRP1B-Proteinen Kanale gebildet werden, die, moglicherweise aufgrund einer
konstitutiven Aktivitit, die Ca?*-Homdostase und/oder das Membranpotential derart
storen, dass solche Zellen in vitro einen Selektionsnachteil gegenuber Zellen haben,
die weniger mTRP1p exprimieren. Insbesondere die Daten der Tetracyclin-
regulierbaren Expression von mTRP1p in [IA1.6-Zellen passen sehr gut zu dieser
Hypothese. Die mTRP1App-Deletionsmutante zeigt in HEK293-Zellen keine
konstitutive Aktivitat (Engelke et al.,, 2002) und wirde demnach auch in anderen
Expressionsystemen nicht die nachteilige Wirkung von wt mTRP1p haben. Diese
Hypothese hatte zudem die Konsequenz, dass endogen exprimierte TRP-Proteine
(zumindest der Subfamilie TRPC) eine entscheidende Rolle fur die Eigenschaften
nach heterologer Expression ausuben. Auf diese Weise koénnten die vielen
widerspruchlichen Veroffentlichungen in Bezug auf die Charakteristika von TRP-

Proteinen (zur Ubersicht Zitt et al., 2002) begriindet werden.
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An mTRP1B oder Deletionsmutanten exprimierenden HEK293- und DT40 TRP1-,--
Zellen wurde eine Western Blot-Analyse durchgefuhrt. Aus Abb. 6.2 wird deutlich,
dass alle FLAG-Fusionsproteine apparente Molmassen aufweisen, die ca. 15%
unterhalb der aus der AS-Zusammensetzung errechneten Werte liegen. Diese
Differenz ist bei der Deletionsmutante mTRP1BApp kleiner und liegt bei ca. 5%.
Offenbar wird durch die hohe Anzahl an hydrophoben Domanen in mTRP13 das
Laufverhalten in Relation zum LMW-Marker verandert. Da in der Deletionsmutante
MTRP1BApp mit der potentiellen Porenregion ein grof3er hydrophober Bereich fehlt,
ist der Effekt hier geringer. Ahnliche Beobachtungen beziiglich des Laufverhaltens
von TRPC1 wurden in anderen Studien gemacht (Sinkins et al., 1998; Bobanovi¢ et
al., 1999). Die apparenten Molmassen der HA-Fusionsproteine nach Western Blot-
Analyse von DT40-Immunprazipitationen sind vergleichbar mit den Daten aus
HEK293-Zellen. Allerdings existiert flr die Deletionsmutanten mTRP1BAank,
MTRP1BAcc und mTRP1BADK neben dem Signal im Bereich einer apparenten
Molmasse von 70 bis 80kDa ein weiteres Signal in einer Hohe, in der Proteine mit
der etwa vierfachen Molmasse erwartet werden. Dies sind erste biochemische
Hinweise fur die Bildung von TRPC1-Tetrameren, die in Analogie zu CNG- und
spannungsabhangigen K*-Kanalen postuliert wurde (Birnbaumer et al., 1996; Kaupp
und Seiffert, 2002). Interessanterweise bildet wt mTRP1p-HA in diesem Experiment
keine Tetramere. Wahrend im Vergleich mit mTRP1pAank-HA und mTRP1BADK-HA
die wesentlich kleinere Menge an immunprazipitiertem Protein als Begrundung dafir
herangezogen werden konnte, ist die Signalintensitdt von mTRP1BAcc-HA
vergleichbar mit der von mTRP1-HA. Daraus ergeben sich zwei Interpretations-
ansatze. Zum einen kénnte die Deletion der ,coiled coil“-Domane zu einer grélieren
Bindungskonstante der Wechselwirkung fuhren, und zum anderen konnte die
Deletion die Bildung von Heteromeren mit endogenen TRP-Proteinen unterbinden
und somit mehr Homotetramere bilden. Grundséatzlich muss in dieser Uberlegung die
Tatsache berucksichtigt werden, dass die Proben vor Durchfihrung der PAGE in
SDS- und DTT-haltigem Laemmlipuffer aufgekocht wurden. Unter diesen
Bedingungen sollten ionische Wechselwirkungen und auch Disulfidbricken, die O.
Friedrich (2001) postulierte, nicht moglich sein. Vorstellbar ist, dass hydrophobe
Wechselwirkungen durch 2% SDS nicht vollstandig geldst wurden. Dies wirde
begrunden, dass die Deletionsmutante mTRP1BApp keine Tetramere bildet. Die
Wechselwirkung von TRPC1 mit PKD2 (Tsiokas et al., 1999) ist offenbar auch Uber



Diskussion 110

Interaktionen von hydrophoben Transmembranbereichen vermittelt. Laufende
Studien von C. Schafer (2002) zeigen, dass Co-Immunprazipitationen des
cytosolischen N-Terminus mit mTRP1p3, mTRP1BAank und mTRP1BAcc moglich
sind. Besonders effektiv sind diese Prazipitationen, wenn die Deletionsmutante
MTRP1BAcc verwendet wird. Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass die ,coiled-coil“-Domane eine Interaktion von mTRP1p mit anderen Proteinen
vermittelt und dadurch die Co-Prazipitation mit dem mTRP13-N-Terminus erschwert.
Solche Interaktionspartner kdnnten regulatorische Proteine oder Adapterproteine
sein. Denkbar, und in der Zusammenfassung der vorgestellten Daten wahrscheinlich,
ist die Wechselwirkung mit anderen TRP-Proteinen. Xu et al. (1997) konnten im Hefe
» TWO-Hybrid-System® und in einem ,pull-down-assay“ mit GST-Fusionsproteinen die
homo- und heteromere Interaktion der N-Termini von TRP und TRPL aus Drosophila
Melanogaster nachweisen. Ebenfalls in einem Hefe ,Two-Hybrid-System® fand
O.Friedrich (2001) eine von der ,coiled-coil“-Domane abhangige Interaktion des
cytosolischen N-Terminus von mTRP13 mit den cytosolischen N-Termini von
MTRP1p3 selbst sowie TRPC2 und TRPC3. Demnach ist moglicherweise eine
Interaktion der N-Termini, vermittelt Uber die ,coiled-coil*-Domanen, zumindest
innerhalb der TRPC-Subfamilie ubiquitéar. Uber die Menge an entsprechenden TRPC-
Proteinen sowie die Starke der Wechselwirkung wird gesteuert, ob und welche
Homo- oder Heteromere gebildet werden. Fur mTRP1p kann dies bedeuten, dass die
Wechselwirkung mit den N-Termini anderer endogen exprimierter TRP-Proteine Uber
die ,coiled-coil“-Domanen starker ist, so dass in den untersuchten mTRP1pB-
exprimierenden DT40-Zellen eine Heteromerisierung und den mTRP1BAcc-

exprimierenden DT40-Zellen eine Homomerisierung bevorzugt wird.

Diese Daten der Western Blot-Analyse liefern somit erste biochemische Hinweise flr
die strukturbildende Bedeutung der N-terminalen ,coiled coil*-Domane und erharten
die Moglichkeit der Bildung von Heterotetrameren, deren Zusammensetzung durch
die Eigenschaften der ,coiled coil“-Domane des jeweiligen TRPC-Proteins gesteuert

werden konnte.
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7.2 Einfluss der mTRP1B-Expression auf den Ca?*-Einstrom iiber die

Plasmamembran

HEK293-Zellen sind ein etabliertes Modellsystem fiir die Untersuchung von Ca®*-
Einstromeigenschaften, da die Stimulation Uber endogen exprimierte muskarinische
Acetylcholin-Rezeptoren mit Carbachol zu einem biphasischen Ca®*-Signal fiihrt
(Nakai et. al, 1988). Aus diesem Grund wurde zunachst der Einfluss von mTRP1p

auf den Ca®*-Einstrom in diesen Zellen untersucht.

Aus den Ca?*-Einstrom-Messungen an Fura2-beladenen HEK293-Zellen geht hervor,
dass die mTRP1B-FLAG-exprimierenden Zellen einen um etwa 30% erhOhten
Einstrom aus dem Extrazellularraum nach Rezeptoraktivierung im Vergleich zu
vektortransfizierten Kontrollzellen aufweisen. Elektrophysiologische Messungen an
diesen Zellen, die im Labor von Prof. A. Luckhoff (RWTH Aachen, Institut fur
Physiologie) durchgefuhrt wurden, zeigen, dass die Expression von mTRP1B-FLAG
zu einem konstitutiven lonenstrom Uber die Plasmamembran flhrt, der hauptsachlich
durch Na® getragen wird (Engelke et al., 2002). Im Gegensatz zu
elektrophysiologischen Daten TRPC1-exprimierender CHO-Zellen (Zitt et al., 1996)
ist dieser Strom nicht durch Speicherdepletion aktivierbar und ist daher in seiner
Charakteristik mit dem lonenstrom in TRPC1-exrimierenden SF9-Zellen vergleichbar
(Sinkins et al., 1998). Es besteht demnach ein scheinbarer Widerspruch zwischen
den elektrophysiologischen Daten und den Fura2-[Ca?*]-Messungen. Wichtig fir die
Interpretation dieser Ergebnisse ist die Tatsache, dass in HEK293-Zellen durch RT-
PCR die endogene Expression diverser TRP-Proteine nachgewiesen wurde.
Wahrend Wu et al. (2000) die Expression von TRPC1, TRPC3, TRPC4 und TRPC6
belegt, wurden im Rahmen dieser Arbeit zusatzlich die Expression von TRPCS5,
TRPV2, TRPV4, TRPV5, TRPV6, TRPM5, TRPM6 und TRPM7 mit unterschiedlicher
Intensitat nachgewiesen (Tab. 6.1). Berucksichtigt man weiterhin die Daten von
Strubing et al. (2001), die nach Co-Expression von TRPC1 und TRPCS in HEK293-
Zellen vollig veranderte Kanaleigenschaften zeigten sowie von Lintschiger et al.,
(2000), die veranderte Charakteristika nach Co-Expression von TRPC1 und TRPC3
fanden, so wird deutlich, dass die Expression von mTRP1B zu einer Vielzahl
unterschiedlicher Kanale mit wahrscheinlich heterogenen Kanaleigenschaften fuhren
kann. Eine Konsequenz daraus konnte die von Babnigg et al. (2000) beschriebene

groke Zell-zu-Zell-Variation bei Ca?*-Messungen an stabil transfizierten HEK293-
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Zellen sein. Wahrend in den Fura2-[Ca*]-Messungen der Effekt der mTRP1p-
Expression auf den Ca®*-Einstrom in seiner Gesamtheit gemessen wird, werden in
elektrophysiologischen Untersuchungen nur die Eigenschaften abgegrenzter Patches
gemessen. Dabei ist vollig unklar, welche TRP-Kanale in diesen Patches vorliegen
und wie die Eigenschaften dieser isolierten Bereiche auf die Gesamtzelle zu

Ubertragen ist.

Demnach ist es zumindest fraglich, dass der in dieser Arbeit gefundene Einfluss
einer mTRP1B-Expression auf den Ca?*-Einstrom nach Rezeptoraktivierung auf die
Bildung von homomeren mTRP1p3-Kanalen zuruckzufuhren ist. Eher wahrscheinlich
ist die Veranderung endogen vorhandener lonenkanale. Aufgrund des sehr
komplexen Expressionsmusters von TRP-Proteinen in HEK293-Zellen ist die
Eignung dieser Zelllinie als heterologes Expressionssystem fur die Untersuchung

einzelner TRP-Proteine kritisch zu beurteilen.

Zur Untersuchung des Einflusses von mTRP1p auf den Ca**-Einstrom in B-Zellen
wurden drei heterologe Expressionssysteme verwendet. In der B-Zelllinie 11A1.6
werden endogen die TRPC-Proteine 1, 2 und 3 exprimiert (unverdffentlichte Daten
dieser Arbeitsgruppe). Die B-Zelllinie WEHI231 exprimiert endogen nur die TRPC-
Proteine 2 und 3 (unveroffentlichte Daten dieser Arbeitsgruppe). Dazu wurde eine
Huhner-B-Zelllinie verwendet, in der das Gen fur TRPC1 durch homologe
Rekombination unterbrochen wurde (DT40 TRP1-,-). An weiteren endogen
exprimiertem TRP-Proteinen in DT40 ist lediglich TRPM7 bekannt (Nadler et al.,
2001). Mit diesen drei Zelllinien wurden bewusst Zelllinien verwendet, die in Bezug
auf die endogene TRPC1-Expression alle denkbaren Voraussetzungen aufweisen.
Damit wurden im Rahmen dieser Arbeit umfangreiche Daten flr den Einfluss von
TRPC1 in B-Zellen erarbeitet.

Bei dem Versuch, die Daten von Mori et al. (2002), die die TRPC1-defizienten DT40-
Zellen etablierten, zu reproduzieren, wurde die interessante Beobachtung gemacht,
dass jeweils bis zu ca. 60% der Zellen keine Ca*-Antwort nach BCR-
Quervernetzung zeigten. Da dieser Effekt auch bei wt-DT40-Zellen durch zweitagige
Kultivierung bei suboptimal hoher Zelldichte erreicht wurde, ist es unwahrscheinlich,
dass diese Eigenschaft allein auf die Defizienz fir TRPC1 zurickzuflhren ist. Dies
wird weiter untermauert durch die Tatsache, dass sich der Anteil stimulierbarer
Zellen, nach Transfektion und Selektion von TRPC1-defizienten DT40-Zellen auf 0%

reduzierte. Aus diesem Grund wurde die urspringliche Zelllinie subkloniert. Mit dem
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Subklon 7 wurde so eine Zelllinie etabliert, die vollstandig Uber den BCR stimulierbar
sind. Die in Abb. 6.13 dargestellten Daten zeigen eindeutig, dass die Ca*'-
Eigenschaften des TRPC1-defizienten Subklons 7 nicht signifikant von den
Eigenschaften der wt-Zellen abweichen. Ein vollkommen neuer Aspekt der Daten von
Mori et al. (2002) ist, dass in der TRPC1-defizienten Zelllinie die IP3-abhangige
Mobilisierung von Ca** aus dem ER um mehr als 50% reduziert ist. Diese Werte der
ursprunglichen DT40 TRPC1-,--Zelllinie konnten hier reproduziert werden (Abb.
6.13). Durch Untersuchungen an dem Subklon 7 wurde allerdings dieser mit
bisherigen Erkenntnissen Uber TRP-Proteine kaum zu vereinbarende Effekt widerlegt
(Abb. 6.13). Die Mdglichkeit eines Artefaktes wird durch Daten in der Publikation
selbst eingeraumt, da elektrophysiologische Untersuchungen zeigen, dass lediglich
20% der TRPC1-defizienten Zelllinie nach Perfusion mit IP3 in der Lage sind, einen
lonenstrom Uber die Plasmamembran aufzubauen (90% bei wt-DT40). Vor dem
Hintergrund der Erkenntnisse dieser Arbeit ist dieses Ergebnis mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht auf TRPC1 zurlckzufihren. Der durch Mori et al. (2002)
gezeigte Einfluss von TRPC1 auf den Ca®*-Einstrom nach Speicherdepletion durch
Thapsigargin ist auch in dem TRPC1-defizienten Subklon 7 signifikant, wenn auch
die Reduktion des Ca®*-Einstroms mit etwa 20% deutlich geringer ist als in der
ursprunglichen Zelllinie mit etwa 60% (Abb. 6.14). In den urspringlichen TRPC1-
defizienten DT40-Zellen konnte durch Transfektion von mTRP13 das beim wt
gemessene Signal nicht wieder hergestellt werden. Obgleich signifikant hoher, als
nicht transfizierte Zellen, lag das erreichte Maximum um ca. 30% niedriger als bei wt-
DT40-Zellen. Diese Daten stehen im Widerspruch zu den Ergebnissen von Mori et al.
(2002), wobei nicht klar ist, ob hier ein oder mehrer Klone fir die Messungen
verwendet wurden. Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Messungen, die
in Abb. 6.13 A und B zusammengefasst sind, wurden vier Klone verwendet, und es
wurde eine grole Klon-zu-Klon Abweichung festgestellt. Auch nach Transfektion des
TRP1-defizienten Subklons 7 mit mTRP1p wurde ein etwas kleineres Maximum als
bei wt-DT40 erreicht, wobei die beiden Werte im Bereich des Messfehlers gleich
sind. Demnach koénnte die groRe Differenz bei den Messungen mit der
ursprunglichen Zelllinie auf die stark heterogenen Eigenschaften innerhalb dieser

Zellen zurlckzufihren sein.

Die Berichtigung der Ergebnisse von Mori et al. (2002) durch die im Rahmen dieser

Studie erarbeiteten Daten ist fur die Ausrichtung der weiteren Forschung an TRP-
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Proteinen sowie das Verstiandnis des Ca**-Einstroms in B-Lymphocyten von groRer
Bedeutung. Die TRPC1-Defizienz fuhrt in DT40-Zellen lediglich zur Reduktion des
Ca”*-Einstroms nach Speicherdepletion durch Thapsigargin und hat keinen

signifikanten Einfluss auf das Ca?*-Signal nach BCR-Quervernetzung.

Wahrend mTRP1p in WEHI231-Zellen keinen Einfluss auf den Ca?*-Einstrom (iber
die Plasmamembran hat (Abb. 6.11 C, D), steigt die maximale cytosolische Ca?*-
Konzentration nach Induktion mit Doxicyclin auf einen um etwa 25% hoéheren Wert
an. Die Tatsache, dass dieser Effekt nach 48h Induktion nicht mehr zu beobachten
ist, korreliert mit den RT-PCR-Daten (Abb. 6.7 A) und ist wahrscheinlich auf toxische
Effekte einer hohen mTRP1p-Expression zurtuckzufuhren (vergl. 7.1). In WEHI231-
Zellen fuhrt die mTRP1B-Expression lediglich zu einer Erhdhung des Thapsigargin-
induzierten Ca®*-Einstroms um 21 +7,5%. Diese Daten sind uUbereinstimmend mit
den Ergebnissen aus den Messungen an TRP1-defizienten DT40-Zellen. Diese
Ergebnisse werfen die Frage auf, wie in den Zelllinien WEHI und DT40 zwischen der
Speicherdepletion durch Thapsigargin und der Speicherdepletion durch IP5 in Bezug
auf die Aktivierung von lonenkanalen in der Plasmamembran unterschieden wird.
Eine Interpretationsmdglichkeit ergibt sich aus der Tatsache, dass das Ca®*-Signal in
diesen Zelllinien nach BCR-Quervernetzung deutlich kurzer andauert als in [IA1.6-
Zellen (fur WEHI231 nicht gezeigt, fur 11A1.6- sowie DT40-Zellen Abb. 6.8 und Abb.
6.13). Die Maxima des Anteils dieses Signals, der durch lonenkanale in der
Plasmamembran einstromt, betragt fir DT40- und WEHI231-Zellen nur etwa 40% der
Maxima, die nach Speicherdepletion durch Thapsigargin erreicht werden (Abb. 6.13;
6.14). Dies konnte dazu fuhren, dass eine Differenz im Bereich von 20% mit der
angewendeten Methode nicht mehr aufzulésen ist, da sie im Rahmen des
Messfehlers liegt. Eine andere Moéglichkeit, die vorliegenden Daten zu interpretieren,
folgt aus Erkenntnissen, dass die Aktivierung von TRP-Proteinen von der
Organisation im Signalkomplex und von einer Umstrukturierung des Cytoskeletts
abhangig sein kdnnte (Rosado und Sage, 2000, 2001; Rosado et al., 2000a, 2000b;
2002; Lockwich et al., 2000, 2001). Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Rosado
in Thrombocyten ergaben eine Interaktion von endogenem TRPC1 mit IP3-R in
Abhangigkeit von der Depletion des ER (Rosado und Sage, 2000). Zudem wurde
gezeigt, dass die Aktivierung des Ca**-Einstroms {iber die Plasmamembran mit einer
Reorganisation des Cytoskeletts einhergeht (Rosado et al., 2000a, 2000b) und dass
TRPC1 in diesen Prozess involviert ist (Rosado und Sage, 2001; Rosado et al.,



Diskussion 115

2002). Die Arbeitsgruppe um Lockwich fand in HSG-Zellen eine Assoziation von
TRPC1 mit Caveolin1 und Goag11 in Llipid rafts® (Lockwich et al., 2000) sowie eine
durch Stabilisierung des kortikalen Aktins hervorgerufene Internalisierung von
TRPC3 in einem Komplex mit IPs-R, Caveolin1, PLCB, Gag11, SERCA und dem
Cytoskelett-Protein Ezrin (Lockwich et al., 2001). Mdglicherweise ist also die
Ansteuerung und Organisation von TRP-Proteinen in solchen Signalkomplexen von
spezifischen Interaktionspartnern abhangig. In Zelllinien wie WEHI231, die TRPC1
endogen nicht exprimieren, kdnnten entsprechende Interaktionspartner fur heterolog
exprimiertes TRPC1 fehlen und somit die Beteiligung dieses Kanalproteins am Ca®*-
Einstrom nach BCR-Quervernetzung verhindern. Moglich ist auch, dass eine fur die
Aktivierung von TRPC1-enthaltenden Kanalen erforderliche Organisation des
Signalkomplexes in WEHI231 nicht stattfindet, da auch der BCR in diesem
Modellsystem flr unreife B-Zellen nach Aktivierung im Gegensatz zu reifen B-Zellen
nicht in lipid rafts” rekrutiert wird (Sproul et al., 2000). Die Rolle von TRPC1 in DT40-
Zellen zu bewerten, ist dadurch erschwert, dass die Starke der endogenen TRPC1-
Expression unklar ist. Durch Mori et al. (2002) wurde endogenes TRPC1 durch
Northern Blot-Analyse nachgewiesen ohne eine Relation der Signalstarke
anzugeben. Die Validitat der Immunfluoreszenzanalysen in dieser Publikation ist
fraglich, da Ong et al. (2002) zeigten, dass der verwendete polyklonale Antikorper
(Alamone Labs) nicht spezifisch fur TRPC1 ist. Demnach kann unter
Berucksichtigung des derzeitigen Datenstands nicht abschlieRend beurteilt werden,
ob mTRP1B keine Auswirkung auf den Ca?*-Einstrom in DT40-Zellen nach BCR-
Quervernetzung hat, oder der Effekt zu klein ist, um signifikant mit dieser
Messmethode aufgeldost zu werden. Die Untersuchung des Einflusses der
Deletionsmutanten in diesen Zellen implizieren, dass TRPC1 in den Ca®*-Einstrom
nach Rezeptoraktivierung eingebunden sein konnte (vergl. 7.3).

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen an den verschiedenen Zellsystemen,
dass mTRP1B den Ca**-Einstrom in B-Zellen nach Rezeptoraktivierung erhdhen
kann. Dieser Effekt ist abhangig von der verwendeten Zelllinie. Moglicherweise hat
die heterologe Expression von mTRP1B nur in Zellen einen Einfluss, die TRPC1
endogen exprimieren. Dies impliziert, dass weitere spezifische Komponenten flur die
Einbindung von mTRP1pB in den Signalkomplex erforderlich sind. In Zelllinien, in
denen diese Komponenten fehlen, wird nur der Ca**-Einstrom durch mTRP1p erhéht,

der nach Speicherdepletion durch Thapsigargin erfolgt. Nach den Erkenntnissen der
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vorliegenden Arbeit ist zu bezweifeln, dass fur B-Zellen ein Mechanismus der
Aktivierung von Ca?*-permeablen Kanalen in der Plasmamembran besteht, der
isoliert vom Signalkomplex nur auf Speicherdepletion basiert. Demnach ist fraglich,
ob ein Thapsigargin-induzierter Ca?*-Einstrom Riickschliisse fiir die Situation in vivo

zulasst.

7.3 Einfluss der cytosolischen Dominen von mTRP1p auf den Ca**-Einstrom

tiber die Plasmamembran

Um den funktionellen Einfluss von cytosolischen Domanen zu untersuchen, wurden
Deletionsmutanten (Abb. 6.1) in den Zelllinien HEK293, WEHI231 und DT40 TRP1-,-
exprimiert.

Die Mutante mTRP1BApp, in der mit der 5. und 6. Transmembranregion die potentiell
porenbildende Region deletiert wurde, fuhrte in keiner der verwendeten Zelllinien zu
einer Erhdhung des Ca®'-Einstroms (ber die Plasmamembran nach
Speicherdepletion oder Rezeptoraktivierung. Eine Verringerung dieses Einstroms,
der durch Stérung endogener Kanale hervorgerufen werden kénnte, wurde nicht
beobachtet. Dennoch ergibt sich aus dem Vergleich der Effekte von mTRP1p und der
Deletionsmutante mTRP1BApp eine experimentelle Bestatigung der postulierten

Porenregion.

Die Deletionsmutanten mTRP1BAEWKFAR und mTRP1BAdys wurden in HEK293-
Zellen untersucht. Wahrend die Daten fir mTRP1p mit Deletion der in TRPC-
Proteinen hoch konservierten EWKFAR-Region aufgrund des groRen Fehlers nicht
bewertbar sind, ist die Mutante mTRP1BAdys (311 £30nM) im Gegensatz zu wt-
mTRP1B (399 +26) nicht in der Lage, den Ca**-Einstrom aus dem Extrazellularraum
im Vergleich zu den vektortransfizierten Kontrollzellen (300 +40nM) zu erhéhen (Abb.
6.5, 6.6). Im Bereich der Dystrophin-ahnlichen Domane befindet sich die
Aminosauresequenz, die in einer in vitro Studie als Bindungsregion fur Calmodulin
und |IP3-R identifiziert wurde (Tang et al., 2001). Demnach konnte der
unterschiedliche Einfluss von mTRP1BAdys im Vergleich zu mTRP1p auf die
fehlende Eigenschaft der IP3-R-Bindung zurtckzufuhren sein, die fir TRPC1 und
auch fur TRPC3 als essentiell beurteilt wird (Rosado und Sage, 2001; Rosado et al.,
2002; Boulay et al. 1999; Kiselyov et al., 1998; Kiselyov et al., 1999; Lockwich et al.,
2001; Ma et al., 2000; Ma et al., 2001). Im Gegensatz dazu zeigen Daten von Singh
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et al. (2000) eine vom cytosolischen C-Terminus unabhangige Wechselwirkung
sowohl mit Caveolin 1 als auch mit IP3;-R. Die in der betreffenden Arbeit untersuchte
Mutante, in der der cytosolische C-Terminus inklusive der EWKFAR-Sequenz
deletiert ist, filhrte in HSG-Zellen zu einer Erhdhung des Ca®*-Einstroms (iber die
Plasmamembran nach Speicherdepletion, die sogar grof3er war als nach TRPC1-
Expression. Unter der Voraussetzung, dass dieser Effekt nicht ausschlieRlich fir
HSG-Zellen besteht, konnten diese Daten bedeuten, dass die Interaktion von TRPC1
mit IP3-R nicht direkt erfolgt, sondern mittelbar Uber andere Proteine. Moglicherweise
fuhrt die Deletion des cytosolischen C-Terminus dazu, dass TRPC1-enthaltende
Kanale nicht mehr negativ regulierbar sind (eventuell durch Calmodulin wie von Tang
et al. postuliert). Im Vergleich mit den Daten der Ca?*-Messungen nach Expression
von mTRP1BAdys in HEK-Zellen wurde dies bedeuten, dass der Bereich der 35AS
von EWKFAR bis zur Dystrophin-ahnlichen Domane eine negativ regulierende
Funktion vermittelt. Dieser Sequenzbereich ist in Proteinen der TRPC-Subfamilie
stark konserviert (Friedrich, 2001) und enthalt ein Prolin-reiches Motiv AS641-675,
das in TRPC- und TRPM-Proteinen vorhanden ist (Vennekens et al., 2002). Dieser
Hypothese folgend wurde eine Mutante generiert, in der dieser Sequenzbereich
deletiert wurde (MTRP1BADK). Tatsachlich fuhrte die Expression dieser Mutante in
WEHI231-Zellen (Abb. 6.11 A, B) und DT40 TRP-,--Zellen (Abb. 6.18 A, B) zu einer
Erhéhung des Ca®*-Einstroms im Vergleich zu Kontrollzellen nach Speicherdepletion
durch Thapsigargin. In TRPC1-defizienten DT40-Zellen des Subklons 7 ist dieser
Effekt nicht signifikant. Dagegen flhrt in diesen Zellen die Expression von
MTRP1BADK zu einer signifikanten Erhéhung nach BCR-Quervernetzung. In
WEHI231-Zellen fiihrte das gleiche Experiment zu keiner Erhéhung des Ca®'-
Einstroms (Abb. 6.11), so dass diese Daten zum einen implizieren, dass TRPC1 in
DT40-Zellen am rezeptoraktivierten Ca**-Einstrom beteiligt sein kdnnte. AuRerdem
wird die Hypothese, mTRP1p kdnne in WEHI231-Zellen, die endogen kein TRPC1
exprimieren, nicht im Signalkomplex organisiert werden (vergl. 7.2), bestatigt.
Wahrend die Effekte von mTRP1BADK nach Speicherdepletion etwa denen
entsprechen, die nach Expression von mTRP1 gemessen wurden, erreicht das
Ca**-Signal in DT40-Zellen nach BCR-Quervernetzung ein héheres Maximum als wt-
DT40-Zellen. Obgleich eine exakte Bewertung aufgrund der ermittelten Messfehler
schwierig ist, konnte dies ein Hinweis darauf sein, dass der regulierende Einfluss nur

nach Rezeptoraktivierung ermdglicht wird.
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Aus diesen Daten ergeben sich deutliche Hinweise auf die Existenz eines negativ-
regulierenden Peptid-Motivs in mTRP1B, das innerhalb der 35AS ab EWKFAR

lokalisiert ist und moglicherweise auf einer Prolin-reichen Sequenz basiert.

Die Expression der Deletionsmutante mTRP1pAank fuhrte nach Expression in TRP1-
defizienten DT40-Zellen nicht zu einer signifikanten Erhdhung des Ca?*-Einstroms
uber die Plasmamembran nach Speicherdepletion durch Thapsigargin (Abb. 6.18). In
mTRP1BAank-eprimierenden WEHI231-Zellen wurde, ebenfalls nach Speicher-
depletion durch Thapsigargin, eine Erhohung des maximalen Ca2+—SignaIs
beobachtet, die mit 12 +2,5% signifikant kleiner ist, als in mTRP1p-exprimierenden
Zellen (21 £7%) (Abb. 6.11). Entsprechend diesen Daten fuhrt also die Deletion der
Ankyrin-dhnlichen Wiederholungen zu einer Minderung des Ca**-erhdhenden
Effektes von mTRP1p. Wahrend der Einfluss einer mTRP1pAank-Expression nach
Speicherdepletion durch Thapsigargin in den untersuchten Zelllinien schlissig ist,
fuhrt die Expression dieser Mutante in HEK293- und DT40 TRPC1-,--Zellen nach
Rezeptoraktivierung zu vollig unterschiedlichen Ergebnissen (Abb. 6.5, 6.6, 6.20). In
MTRP1pBAank-exprimierenden HEK293-Zellen wird mit 290 +37nM eine deutlich
geringere, mit den Kontrollzellen vergleichbare maximale cytosolische Ca?*-
Konzentration erreicht als in mTRP1B-exprimierenden Zellen (399 +26nM). Dagegen
ist der Ca®*-Einstrom nach BCR-Quervernetzung in TRPC1-defizienten DT40-Zellen
(Subklon 7), die diese Mutante exprimieren, signifikant grof3er als bei untransfizierten
DT40 TRP1-,--Zellen und wt-DT40-Zellen. Ankyrin-Wiederholungen enthalten ein
repetitives 33AS-Motiv und wurden in Uber 400 Proteinen, darunter Cytoskelett-
Proteine, Regulatoren von Transkriptionsfaktoren, und Inhibitoren der Cyclin-
abhangigen Kinase, identifiziert (Sedgwick, S. G. und Smerdon, S. J., 1999). In
Ankyrin sind 24 solcher AS-Motive tandemartig angeordnet und bilden die
membranbindende Domane, indem jeweils 6 Ankyrin-Wiederholungen eine globulare
Struktur bilden (Michaely und Bennett, 1993). Ankyrine fungieren als Adaptoren
zwischen dem Spektrin-basierten Membranskelett und Membranproteinen, wie
lonenkandlen und Zell-Adhasionsproteinen (Bennett, 1992; Bennett und Gilligan,
1993), wobei die Bindungsregion fir Membranproteine von Ankyrin-Wiederholungen
ausgebildet wird (Michaely und Bennett, 1993).In Ankyrin B-defizienten Mausen ist
die Bildung von T-Lymphocyten reduziert und die Lokalisation der IP3-Rezeptoren ist

abnormal, was eine Funktion von Ankyrin B in der Organisation von an der Ca?*-
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Homodostase beteiligten Proteinen impliziert (Tuvia et al., 1999). DAG-Kinasen der
Subgruppe IV, wie die DAG-Kinase (, enthalten am C-Terminus vier Ankyrin-ahnliche
Wiederholungen. DAG-Kinasen regulieren die ,second-messenger-Funktion von
DAG (zur Ubersicht Topham und Prescott, 1999; van Blitterswijk und Houssa, 2000).
RgdA kodiert fur eine DAG-Kinase in Drosophila melanogaster, die ebenfalls Ankyrin-
ahnliche Wiederholungen enthalt. In der rgda-defizienten Drosophila-Mutante sind
TRP und TRPL konstitutiv aktiv (Raghu et al., 2000). Im Zusammenhang mit der
Aktivierung verschiedener TRP-Kanale durch DAG (siehe Abschnitt 1.3) konnten
DAG-Kinasen eine wichtige regulative Funktion ausuben. In B-Zellen wurden zwei
Adapterproteine, BCAP und BANK, identifiziert, die ebenfalls eine Ankyrin-ahnliche
Wiederholung enthalten (Okada et al., 2000; Yamazaki et al., 2002; Yokoyama et al.,
2002). BCAP rekrutiert die PI3-Kinase in ,Lipid-Rafts® und verbindet so
moglicherweise die Rezeptor-assoziierten Kinasen mit dem PI3-Kinase-Signalweg
(Okada et al., 2000; Yamazaki et al., 2002). Die Unterbrechung des BCAP-Gens
durch homologe Rekombination flhrte sowohl in DT40-Zellen als auch in B-Zellen
aus ,knock out‘-Mausen zu deutlich reduzierten Ca?*-Signalen (Okada et al., 2000;
Yamazaki et al., 2002). BANK reguliert ebenfalls den Ca®*-Einstrom, offenbar iiber
eine direkte Interaktion mit dem IP3-R, die allerdings nicht durch die Ankyrin-ahnliche
Sequenz vermittelt wird (Yokoyama et al., 2002). Mdglicherweise sind Ankyrin-
ahnliche Wiederholungen fur die Organisation des Signalkomplexes in B-Zellen
essentiell, indem sie durch Interaktion mit dem Cytosklelett wichtige Komponenten in
bestimmten Bereichen der Zelle verankern. Eine Interaktion von TRPC3 mit dem
Cytoskelettprotein Ezrin wurde durch Lockwich et al. (2001) gezeigt. Diese
Interaktion ist maodglicherweise auf die Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen
zuruckzufuhren. Da BCAP und BANK hauptsachlich in B-Zellen exprimiert werden
(Okada et al., 2000; Yamazaki et al., 2002; Yokoyama et al., 2002), kdnnte die
Organisation des Signalkomplexes in diesen Zellen in spezieller Weise auf Ankyrin-
ahnlichen Sequenzen basieren. Dies wurde den unterschiedlichen Einfluss von
MTRP1BAank in HEK293-Zellen, die Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert
werden, und der B-Zelllinie DT40 begrinden. Fur TRPV1 wurde die SpleiRvariante
VR.5’ identifiziert, in der die Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen fast vollstandig
fehlen (Schumacher et al., 2000). Diese TRPV1-Form ist insensitiv gegenuber
Vanilloiden, was ein weiterer Hinweis flr die Wichtigkeit dieser Domanen in TRP-

Proteinen ist.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden somit erste Hinweise fur die Wichtigkeit der
Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen fiur die Funktion von TRPC-Proteinen erarbeitet.
Diese Daten implizieren auch einen grundsatzlichen Unterschied der Einbindung von
MTRP1 in den Signalkomplex von HEK293- und DT40-Zellen.

Die mTRP1B-Mutante, in der die im cytosolischen N-Terminus enthaltende ,coiled-
coil“-Domane deletiert wurde, fihrte nach Expression in den untersuchten Zelllinien
ebenfalls zu unterschiedlichen Effekten nach Speicherdepletion durch Thapsigargin
oder Rezeptoraktivierung. In HEK293-Zellen fuhrt die Expression von mTRP1BAcc
nicht zu der bei mTRP1B-Expression beobachteten Erhéhung des Ca®*-Einstroms
Uber die Plasmamembran (Abb. 6.5, 6.6). In WEHI231 und TRPC1-defizienten DT40-
Zellen hat diese Mutante ebenfalls keinen Einfluss auf das Ca**-Signal nach BCR-
Quervernetzung (Abb. 6.11, 6.20). Interessanterweise flhrt die Expression von
MTRP1BAcc in TRPC1-defizienten DT40- und WEHI231-Zellen zu einer signifikanten
Erhéhung der maximalen cytosolischen Ca®*-Konzentration nach Speicherdepletion
durch Thapsigargin (Abb. 6.11, 6.18). Das a-helikale ,coiled-coil“-Strukturmotiv
vermittelt die Oligomerisierung von Untereinheiten der unterschiedlichsten Proteine
(zur Ubersicht Burkhard et al., 2001). So wird z.B. der tetramere Komplex SNARE,
der eine Funktion in diversen Membranfusionsprozessen hat, Uber die Interaktion der
,coiled-coil“-Domanen von Syntaxin, SNAP-25 und Synaptobrevin gebildet, wobei die
Spezifitat dieser Bindung Uber AS-Reste determiniert ist, die tangential aus der
,coiled-coil“-Struktur herausragen (Lin und Scheller, 1997; Sutton et al., 1998).
Arbeiten von O. Friedrich (2001) und C. Schafer (2002) zeigen die Bedeutung der
,coiled-coil“-Domane fur die Interaktion der cytosolischen N-Termini. Diese Doméane
hat also maglicherweise eine strukturbildende Funktion, die in Abschnitt 7.1 im
Zusammenhang mit den Daten der Western Blot-Analyse von DT40-Zellen
ausfihrlich  diskutiert wurde. Auch die Ergebnisse der Ca*-Einstrom-
Untersuchungen bestatigen die Hypothese, dass die Zusammensetzung von TRP-
Heteromeren durch die ,coiled-coil-Domane determiniert werden konnte. Offenbar
bildet die Deletionsmutante mTRP1BAcc lonenkéanale, die nicht in den Signalkomplex
von HEK293-, WEHI231- oder DT40.-Zellen eingebunden sind. Der erhOhte Einstrom
von Ca?*-lonen Uber die Plasmamembran nach Speicherdepletion durch Thapsi-
gargin in mTRP1BAcc-exprimerenden WEHI231- und TRPC1-defizienten DT40-
Zellen ist ahnlich dem Effekt von mTRP1p (vergl. 7.2). Bei DT40-Zellen ist dieser
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Effekt bei mTRP1BAcc-Expression sogar starker ausgepragt als bei mTRP13-
Expression, was nach der in Abschnitt 7.1 aufgestellten Hypothese darauf

zuruckzufihren ist, dass vermehrt homomere Kanale gebildet werden.

Die funktionellen Untersuchungen von mTRP1B-Deletionsmutanten liefern demnach
Hinweise, dass die ,coiled-coil“-Domane im cytosolischen N-Terminus von mTRP1p3
eine strukturbestimmende Funktion hat, die moglicherweise in allen TRPC-Proteinen

zu beobachten ist.

7.4 Ein neues Modellsystem fiir die Untersuchung von TRP-Proteinen: Ca?**-
Einstrom-Untersuchungen an den konditionalen B-Zelllinien P493.6 und
EREB2.5

Die bisherige Forschung an TRP-Proteinen ist gepragt durch die Untersuchung des
Effektes einer heterologen Expression oder von ,antisense“-RNA (zur Ubersicht Zitt
et al., 2002). Bereits in Abschnitt 7.2 wurde ausfihrlich diskutiert, dass solche
Strategien nur dann zu sinnvollen Informationen fuhren, wenn die Zusammensetzung
der gebildeten Kanadle bekannt ware und die Aktivierungs- und Regulations-
mechanismen auf ubiquitdr vorhandenen Komponenten basierte. Sowohl die
widerspruchlichen Erkenntnisse Uber TRP-Proteine in unterschiedlichen heterologen
Expressionssystemen als auch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse weisen aber darauf hin, dass die Struktur und Regulations-
mechanismen von TRP-enthaltenden lonenkanalen sehr komplex sein muss, wobei
uber die Art und Weise, in der solche Kanale nach Rezeptoraktivierung angesteuert
werden, kaum Daten zur Verfugung stehen. Ein grundsatzliches Problem von
Untersuchungen, bei denen die Expression von RP-Proteinen entweder durch
»=antisense“-RNA oder durch Transfektion manipuliert wird, ist, dass keine Kontrolle
Uber die exakte Expressionsstarke besteht. So ist in solchen Experimenten weder
das Verhaltnis der TRP-Proteine untereinander noch das Verhaltnis von TRP-
Proteinen zu Komponenten, die in Regulation und Aktivierung eingebunden sind,

bekannt.

Aus diesen Grunden wurde im Rahmen dieser Arbeit nach Zellsystemen gesucht, in
denen endogen die Expression von Komponenten, die einen Einfluss auf den Ca?*-
Einstrom Uber die Plasmamembran haben, konditional angepasst werden. Die
Zelllinie EREB2.5 (Kempkes et al., 1995) ist eine konditionales Modell flr

lymphoblastoide Zellen, in denen die Expression des EBV-Transkriptionsfaktors
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EBNA2 iiber Ostrogen angeschaltet werden kann. Aus EREB2.5 wurde die Zelllinie
P493.6 etabliert, die die Teracyclin-regulierbare Expression von c-myc ermoglicht
und somit ein konditionales Modell fur Burkitt-Lymphome darstellt (Pajic et al., 2000).
Aus Tab. 6.1 geht hervor, dass in diesen beiden Zelllinien die TRP-Proteine TRPCA1,
TRPV2 und TRPM2 endogen exprimiert werden. In EREB2A wird durch EBNAZ2 die
Expression von TRPC1 halbiert und die Expression von TRPM2 um den
Faktor 2,2 +0,4 erhoht, wohingegen die Expression von TRPV2 nicht durch EBNA2
beeinflusst wird (Abb. 6.21). In P493.6-Zellen wird durch c-myc die Expression von
TRPM2 um den Faktor 3 +0,5 erhdéht und sowohl die TRPC1- als auch TRPV2-
Expression bleibt gleich (Abb. 6.21). Somit wurden erstmals TRP-Proteine als
Targets von c-myc (TRPM2) und EBNA2 (TRPC1) identifiziert.

Weiterhin wurde untersucht, wie die Ca**-Einstromeigenschaften dieser Zellen mit
der Veranderung der TRP-Expression korrelieren. Dabei konnte in EREB2.5 der
Ca"-Einstrom nur nach Speicherdepletion durch Thapsigargin untersucht werden, da
diese Zellen nach EBNAZ2-Induktion den Level an Oberflachen-IgM deutlich
herunterregulieren (Abb. 6.22) und somit nicht mehr durch BCR-Quervernetzung
stimulierbar sind. Aus Abb. 6.23 C und Abb. 6.24 D geht hervor, dass sich der Ca**-
Einstrom Uber die Plasmamembran nach Speicherdepletion mit Thapsigargin durch
die EBNA2-Induktion nicht signifikant verandert. Dagegen fuhrt die Erhohung der c-
myc-Expression zu einer Reduktion der maximalen cytosolischen Ca?*-Konzentration
um ca. 50% nach Speicherdepletion durch Thapsigargin (Abb. 6.23 B, Abb. 6.24 C).
Diese Reduktion wird auch beim Ca?*-Einstrom (iber die Plasmamembran nach
BCR-Quervernetzung beobachtet. P493.6 ist damit die erste beschriebene Zelllinie,
in der die Erhdhung der Expression von TRP-Proteinen zu einer Reduktion des Ca*'-
Einstroms uUber die Plasmamembran fuhrt. Die Expressionsmuster von TRP-
Proteinen sind in EREB2.5 und P493.6 identisch. Die Unterschiede bestehen in der
Expressionstarke von TRPC1, dessen Expression durch EBNA2 gehemmt wird, und
TRPM2, dessen Expression in P493.6 Zellen verdreifacht und durch EBNA2 ca.
verdoppelt wird. Bei der Bewertung der unterschiedlichen Ca?*-Einstrom-Daten ist zu
berlcksichtigen, dass P493.6-Zellen einen anderen Proteasom-Status haben, was
dazu fluhren konnte, dass eine hochregulierte Expression nicht zu erhdhten
Proteinmengen fuhrt (Polack et al., 1996; Pajic et al., 2001; Gavioli et al., 2001).
Daher ist nicht ausgeschlossen, dass sich die Menge an TRP-Proteinen nach
EBNAZ2-Induktion nicht signifikant erhoht. Der direkte Vergleich der Zelllinien
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EREB2.5 und P493.6 ware somit erst dann sinnvoll, wenn der Vergleich der TRP-
Expression auf Proteinebene erfolgte, was dadurch erschwert wird, dass derzeit
keine kommerziellen Antikorper fur TRPV2 und TRPM2 verfligbar sind. Warum aber
fuhrt in P493.6-Zellen die Erhdhung der TRPM2-Expression zu einer Verringerung
des Ca?*-Einstroms Uber die Plasmamembran? TRPM2 enthalt am cytosolischen C-
Terminus eine NUDT9-homologe Domane, die eine ADP-Pyrophosphatase-Aktivitat
hat (Perraud et al., 2001). Hara et al. (2002) konnten zudem eine Aktivierung durch
H>0, und damit eine Sensitivitat gegenuber einer Veranderung des Redox-Status der
Zelle nachweisen (vergl. Abschnitt 1.3.2). In diesem Zusammenhang ist interessant,
dass die c-myc-Expression in P493.6-Zellen zu einer Hochregulierung von anti-
oxidativen Enzymen, wie z.B. Thioredoxin, fuhrt (Schumacher et al., 2001; Guo et al.,
2000). Dies konnte zu einem Redox-Status der Zelle fihren, der die Aktivierung von

TRPM2-enthaltenden lonenkanalen erschwert.

Aus den in den Abb. 6.23 und 6.24 zusammengestellten Daten lassen sich weitere
Ruckschlisse auf die Aktivierung und Regulierung der beteiligten lonenkanale
ziehen. Die in P493.6-Zellen am Ca?*-Einstrom beteiligten lonenkanale sind durch
das DAG-Analogon OAG aktivierbar. Im Gegensatz dazu erfolgt in EREB2.5-Zellen
kein messbarer Ca®*-Einstrom nach OAG-Stimulation. Fiir TRPC3 und TRPC6 wurde
eine PKC-unabhangige Aktivierbarkeit durch OAG gezeigt (Hofmann et al., 1999;
Okada et al., 1999). Dagegen ist keines der in diesen Zelllinien identifizierten TRP-
Proteine bislang als DAG-sensitiv beschrieben worden. ,Antisense“-Experimente von
Wu et al. (2002) und auch die Co-Expression von TRPC1 und TRPC3 in HEK293-
Zellen zeigen, dass durch die Veranderung der TRP-Zusammensetzung in der Zelle
auch die Sensitivitat gegenuber OAG beeinflusst ist. Demnach besteht die
Moglichkeit, dass TRPC1, TRPV2 und TRPM2 in Kombination einen DAG-
aktivierbaren Kanal bilden. Dabei kdonnte TRPM2 eine entscheidende Funktion
ausiiben, da nach Erhéhung der TRPM2-Expression der Einstrom von Ca®*-lonen
nach OAG-Stimulation um mehr als 50% ansteigt (Abb. 6.23 D). Aus der Tatsache,
dass EREB2.5 keinen Ca**-Strom iiber die Plasmamembran nach OAG-Stimulation
ausbilden, lasst sich schliellen, dass entweder weitere Komponenten fur die OAG-
Sensitivitat erforderlich sind oder dieses Ergebnis auf die Unterschiede im
Proteasom-Mechanismus zurtckzuftuhren ist. Wie schon in Abschnitt 7.3 diskutiert,
konnten DAG-Kinasen in diesem Zusammenhang eine entscheidende Funktion
haben (Raghu et al., 2000). Aus Abb. 6.23 A, B wird deutlich, dass der Ca**-Einstrom
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Uber die Plasmamembran sein Maximum nur Uber einen Zeitraum von etwa 20s
aufrechterhalten kann bevor die cytosolische Ca?*-Konzentration schnell auf ein
Plateau sinkt. Daraus ergibt sich die Moglichkeit, dass der oder die beteiligten
lonenkandle durch eine hohe Ca*-Konzentration negativ reguliert werden. Eine
solche ,feed-back“-Hemmung wurde z.B. fir TRPC3-enthaltende Kanale gezeigt (Zitt
et al.,, 1997; Halaszovich et al., 2000). Fir TRPC-Proteine wurde eine Hemmung

durch einen Ca?*-Calmodulin-Komplex postuliert (Tang et al., 2001).

Zudem wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass ein Grossteil des Ca®'-
Einstroms Uber die Plasmamembran nach BCR-Quervernetzung in P493.6-Zellen vor
c-myc-Induktion bereits durch 100nM GdCls; hemmbar ist (Abb. 6.25). Eine derart
sensitive Hemmbarkeit durch dreiwertige Kationen wurde bislang nur bei Icrac
beschrieben (Parekh und Penner 1997). Diese Daten zeigen auch, dass der Ca**-
Einstrom aus einer Gd**-sensitiven und einer nicht-Gd>*-sensitiven Komponente
besteht, wobei in den ruhenden P493.6-Zellen mit niedriger TRPM2-Expression der
Gd*"-sensitive Anteil wesentlich ausgepragter ist als bei proliferierenden Zellen. Dies
kdnnte bedeuten, dass mindestens zwei lonenkanale mit unterschiedlichen
Eigenschaften an dem Ca**-Einstrom (iber die Plasmamembran beteiligt sind. Eine
andere denkbare Interpretation dieser Daten ware, dass durch einen hdheren Anteil
von TRPM2 an einem heteromeren lonenkanal die lonenselektivitat vermindert wird.
Zur genauen Klarung dieser Frage sind elektrophysiologische Messungen

notwendig, um den lonenstrom exakt zu charakterisieren.

Die Untersuchungen an den konditionalen B-Zelllinien P493.6 und EREB2.5
bestatigen deutlich die bereits in den vorangegangenen Kapiteln aufgestellte
Hypothese, dass fur die Ca2+-Einstrom-Eigenschaften von B-Zellen, einzelne TRP-
Proteine nicht isoliert zu betrachten sind, sondern in Kombination mit weiteren
Kanalproteinen und anderen, bislang unzureichend identifizierten Komponenten im
Signalkomplex einer Zelle organisiert sind. P493.6 kdnnte ein geeignetes System fur
die Aufldsung des offenbar komplizierten Aktivierungs- und Regulationsmechanismus
von TRP-Proteinen sein, da hier uUber die vollstandige Veranderung des Zell-
Phanotyps alle fiir den Ca**-Einstrom erforderlichen Komponenten auf die neue
physiologische Situation angepasst werden und nicht wie bei heterologer Expression
oder ,antisense“-Experimenten einzelne Teile dieses Systems manipuliert werden.
Die Etablierung vergleichbarer Systeme ist fiir ein Verstandnis des Ca?*-Einstroms

Uber die Plasmamembran von nicht spannungsabhangigen Zellen unabdingbar.
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9 Anhang

9.1 Klonierungsschema der Deletionsmutante mTRP1BADK-Epitop

TRP15’ 1923 Q\‘g-

&
ank cc 1}' Q}x\ dys

Apal Bcelll

/ \TRP1deIEWKFAR-675_3’

PCR-Produkt PCR-Produkt
Apal / Belll in Apal | Sacl in pBlueskript KS
pUC19 TRP1-Epitop zur Sequenzierung

Apal Fragment (bp 476-1986)
erganzen

ADK-Epitop

Kpnl | Xbal oder
Kpnl | Xbal und Klenow-
Behandlung “blunt end”in
Expressionsvektoren

Epitop-Tags sind tiber Kpnl /| BamHI
ausstauschbar

Abb. 9.2  Klonierungsstrategie fir mMTRP1BADK-Epitop

Die Deletionsmutante mTRP1BADK-Epitop wurde durch in vitro-Mutagenese mit den angegebenen
Primern hergestellt. Alle Klonierungsschritte erfolgten Uber die angegebenen Restriktions-
schnittstellen. Die potentielle Porenregion ist in magenta dargestellt.

ank: Ankyrin-ahnliche Wiederholungen; cc: ,coiled-coil“-Domane; TM: Transmembranregion; P: Prolin-

reiche Region; dys: Dystrophin-ahnliche Region
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9.2 Aminosauresequenz von mTRP1p

1 MGAPPPSPGLPPSWAAMMAALYPSTDLSGVSSSSLPSSPSSSSPNEVMALKDVREVKEEN

61 TLNEKLFLLACDKGDYYMVKKILEENSSGDLNINCVDVLGRNAVTITIENESLDILQLLL

121 DYGCQKLMERIQNPEYSTTMDVAPVILAAHRNNYEILTMLLKODVSLPKPHAVGCECTLC

181 SAKNKKDSLRHSRFRLDIYRCLASPALIMLTEEDPILRAFELSADLKELSLVEVEFRNDY

241 EELARQCKMFAKDLLAQARNSRELEVILNHTSSDEPLDKRGLLEERMNLSRLKLATIKYNQ

301 KEEVSQSNCQQFLNTVWEGOMSGYRRKPTCKKIMTVLTVGIFWPVLSLCYLIAPKSQFGR

361 ITHTPFMKFITIHGASYFTFLLLLNLYSLVYNEDKKNTMGPALERIDYLLILWITIGMIWSD

421 IKRLWYEGLEDFLEESRNQLSEFVMNSLYLATFALKVVAHNKFHDFADRKDWDAFHPTLVA

481 EGLFAFANVLSYLRLFFMYTTSSILGPLQISMGOMLODFGKFLGMFLLVLESFTIGLTOL

541 YDKGYTSKEQKDCVGIFCEQOSNDTFHSFIGTCFALFWYIFSLAHVAIFVTIREFSYGEELQ

601 SEVGAVIVGTYNVVVVIVLTKLLVAMLHKSFQLIANHEDKEWKFARAKLWLSYEFDDKCTL

661 PPPENIIPSPKTICYMISSLSKWICSHTSKGKVKRONSLKEWRNLKQOKRDENYQKVMCCL

721  VHRYLTSMRQKMQSTDQATVENLNELRQDLSKFRNEIRDLLGFRTSKYAMFYPRN

Abb.9.2 Aminosauresequenz von mTRP1j3

Die postulierten Domanen sind farbig hervorgehoben. Die Ankyrin-ahnlichen Wiederholungen sind in
grun, die ,coiled-coil“-Domane ist in violett, die Transmembrandoméanen sind in rot, die potentielle
Porenregionen in magenta, die Prolin-reiche Region ist gelb hinterlegt und die Dystrophindoméane ist

in blau dargestellt.
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