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1 Zusammenfassung

Kalziumionen (Ca®") sind als intrazellulare Botenstoffe an zahlreichen
physiologischen und pathologischen Prozessen beteiligt wie beispielsweise der
Sekretion von Neurotransmittern, der Muskelkontraktion und dem Wachstum
bosartiger Zellen. Der in dieser Arbeit untersuchte Ca** Kanal TRPV6 zahlt zu der
Familie der Transient Receptor Potential (TRP) Proteine und weist eine strukturelle
Verwandtschaft zum Vanilloid-Rezeptor (TRPV1) auf. Das menschliche TRPV6 Gen
hat zwei verschiedene Allele. Die beiden TRPV6 Proteine, TRPV6a und TRPV6D,
unterscheiden sich in drei Aminosaureresten. Von besonderem medizinischem
Interesse ist hierbei die erhdhte Expression von TRPV6 in malignem
Prostatagewebe.

Meine Aufgabe war es herauszufinden, ob zwischen TRPV6a und TRPVG6D,
funktionelle Unterschiede bestehen. Zu diesem Zweck wurden sowohl Ca®* Imaging
als auch Patch-Clamp Experimente an TRPV6a oder TRPV6b exprimierenden HEK-
Zellen und nicht-transfizierten Zellen durchgefiihrt. Fiir den Ca** selektiven Kanal
TRPV6b wurde bereits ein Aktivierungsverhalten in Abhangigkeit von der intra-
zellularen freien Ca** Konzentration ([Ca®']) nachgewiesen. Ob TRPV6a &hnliche
Eigenschaften aufweist, sollte in den optischen und elektrischen Versuchen
festgestellt werden. Die Ca?* Imaging Experimente wiesen sowohl fir TRPV6a als
auch fir TRPV6b auf konstitiutiv aktive Ca®* Kanale hin. In den elektrophysio-
logischen Versuchen waren bei starker intrazellularer Ca** Pufferung einwérts
rektifizierende Strome mit positiven Umkehrpotentialen messbar, die sich fir TRPV6a
und TRPV6b nicht unterschieden. Bei schwacher Pufferung der [Ca®*]; war weder in
den TRPV6a noch in den TRPV6b exprimierenden Human Embryonic Kidney (HEK)-
Zellen ein Ca?* Einstrom aktivierbar.

In dieser Arbeit wurde erstmalig TRPV6a funktionell charakterisiert und mit den
biophysikalischen Eigenschaften von TRPV6b verglichen. Die Ca?* Stréme beider
TRPV6 Kandle sind trotz ihrer strukturellen Unterschiede sehr &hnlich. Da TRPV6a
im Gegensatz zum TRPV6b Protein eine putative Phosphokinase C (PKC)
Phosphorylierungsstelle aufweist, konnte der Phosphorylierungsstatus die Kanal-
aktivitat beeinflussen. Zusatzliche Experimente missen klaren, ob dies der Fall ist
und ob ein kausaler Zusammenhang bezlglich der Expression von TRPV6 im
Prostatakarzinom besteht.



1. Summary

Calcium ions (Ca®") are second messengers participating in a number of
physiological and pathological processes, such as the secretion of neurotransmitters,
muscle contraction and malignant growth. The Ca** channel TRPV6 is a member of
the transient receptor potential (TRP) family of proteins, featuring a close structural
relation to the vanilloid receptor (TRPV1). The human TRPV6 gene exhibits two
different alleles. Both TRPV6a and TRPV6b differ in three amino acid residues.
Interestingly, TRPV6 is up-regulated in malignant prostate tissue.

The aim of the present thesis was to elaborate, whether there are functional
differences between TRPV6a and TRPV6b. For this purpose, Ca®" imaging and
patch-clamp experiments were performed on TRPV6a or TRPV6b expressing human
embryonic kidney (HEK)-cells and non-transfected cells. The Ca* imaging
experiments on TRPV6a and TRPV6b expressing cells indicated constitutively active
Ca?* channels. Inward rectifying currents with a positive reversal potential activated
when dialysing high concentrations of a Ca** chelator into TRPV6a and TRPV6b
expressing cells. In contrast, no currents developed using a weakly Ca?* buffered
intracellular solution. Thus, TRPV6a and TRPV6b channels can be activated by
lowering the free intracellular Ca** concentration ([Ca*'];).

This study is the first functional characterisation of TRPV6a in comparison to the
biophysical properties of TRPV6b. The Ca®" currents of both TRPV6 channels are
quite similar, despite their structural differences. When compared to TRPV6D,
TRPV6a possesses a putative additional phosphokinase C (PKC) phosphorylation
site, potentially influencing channel activity. Further experiments have to be

performed, in order to prove this hypothesis.



2 Einleitung

2.1. Regulation des intrazellularen Ca " Haushaltes

Der menschliche Organismus besteht aus vielen Milliarden Zellen. Die Koordination
dieser mikroskopisch kleinen Funktionseinheiten wird durch Signalmolekile geregelt.
Dazu zahlen beispielsweise Hormone und Neurotransmitter. Haufig binden diese
Botenstoffe an Rezeptorproteine in der Plasmamembran. Daraufhin werden oft
intrazellulare Enzymkaskaden aktiviert. Anderungen der intrazellularen freien Ca**
Konzentration ([Ca®']) spielen bei der Regulation zahlreicher physiologischer und
pathologischer Prozesse eine Rolle wie z.B. der Muskelkontraktion, der Sekretion
von Neurotransmittern und der Apoptose (Cohen et al., 1988; Tsien et al., 1991,
Hofmann et al., 1994; Zhang et al., 1994; Furuya et al., 1994; Waldron et al., 1994).

Die [Ca®']; nicht-stimulierter Zellen betragt etwa 100 nM, wéhrend die extrazellulare

") kann durch Ca?*

Ca?* Konzentration ca. 10000-fach hoher ist. Ein Anstieg der [Ca
Freisetzung aus Ca®*" Speichern erfolgen (Berridge 1993; Clapham 1995). Durch
Stimulation G-Protein-gekoppelter Rezeptoren wird die Phospholipase C (PLC-B)
Kaskade aktiviert. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) wird durch die PLC in
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. DAG
aktiviert die Proteinkinase C (PKC), die zahlreiche Proteine phosphoryliert (Berridge
et. al.,, 1984). IP; bindet an IPs-Rezeptoren, die sich Uberwiegend im endo-
plasmatischen Retikulum (ER) befinden. Daraufhin 6ffnen diese ligandengesteuerte
Kanéle, so dass Ca?" aus dem ER in das Zytosol freigesetzt wird. Im Skelettmuskel
erfolgt die Ca®* Freisetzung durch das Sarkoplasmatische Retikulum (SR) iiber eine
direkte Kopplung zwischen den in der Plasmamembran lokalisierten spannungs-
abhéngigen Dihydropyridinrezeptoren und den in SR-Membranen befindlichen

Ryanodinrezeptoren (Berridge 1993; Clapham 1995).

Zum anderen kann auch durch Ca?* Einstrom eine Erhohung der [Ca®'] erreicht
werden (Putney et. al., 1981). In erregbaren Zellen (Neurone, endokrine Zellen,
Muskelzellen) wird der Ca®" Einstrom hauptsachlich durch spannungsabhangige
Ca’®" Kanale (VOCCs = voltage operated calcium channels) reguliert, die wahrend

eines Aktionspotentials aktiviert werden (Abb. 1; Tsien et. al., 1995).



In nicht-erregbaren Zellen wird der Ca®" Einstrom in Abhangigkeit von dem
Fillungszustand intrazellularer Ca®* Speicher aktiviert (Putney 1986, 1990). Der am
besten charakterisierte speicherabhangige Strom ist der so genannte ,calcium-
release activated calcium current (Icrac), der erstmalig in Lymphozyten und
Mastzellen identifiziert wurde (Lewis und Cahalan 1989; Hoth und Penner 1992;
Zweifach und Lewis 1993). Nach Entleerung IPs-sensitiver Ca®* Speicher aktiviert
Icrac. Die molekulare Identitat des CRAC Kanals kdnnte mit Orai 1 bzw. CRACM 1
identisch sein (Feske et. al., 2006; Vig et. al., 2006; Cai 2007).

Rezeptorgesteuerte Kanale sind haufig durchlassig fir Ca®* und andere Kationen
(Abb. 1). Da der GroRteil der Strdme von monovalenten lonen wie Na“ und K*
getragen wird, ist der Beitrag zum Ca*" Einstrom gering.

Ligandenkontrollierte Kanéle werden durch intrazellulare Botenstoffe aktiviert (Abb.
1). Wie bei den rezeptorgesteuerten Kandlen handelt es sich bei den liganden-
gesteuerten Kanélen meist um unselektive Kationenkanéle.

Mechanismen, die eine Erniedrigung der [Ca*']; bewirken sind notwendig, um das
Ca?* Gleichgewicht der Zellen aufrecht zu erhalten und eine zeitliche Begrenzung
des Ca** Signals zu setzen. Hierbei stehen der Zelle ATP-abhangige Ca?**-/Na*-
Pumpen und Kotransporter sowie verschiedene Ca?* bindende Proteine zur
Verfiigung. Die Sarko Endoplasmatische Retikulum Ca?* ATPase (SERCA) befordert
zytosolisches Ca** in das Lumen des SR bzw. ER. Die Plasmamembran Ca**
ATPase (PMCA) pumpt intrazellulares Ca?* in den Extrazellularraum (Abb. 1).
Zusatzlich gibt es mitochondriale Ca?* Transporter, die Ca®* aus dem Intra-
zellularraum ins Organellinnere transportieren. Der in der Plasmamembran
lokalisierte Na*-/ Ca®'-Austauscher befordert passiv Na“ in die Zelle und im
Gegenzug Ca?* in den Extrazellularraum (Abb.1). Die [Ca®']; wird durch Ca?®'
bindende Proteine wie z.B. Calmodulin, Calbindin und Calsequestrin gepuffert
(Putney 1993; Clapham 1995; Berridge 1997; Barritt 1999).



Abb. 1: Regulation der intrazellularen Ca  ?*-Konzentration

Schematische Darstellung Ca®* permeabler Kanéle in der Plasmamembran und in den Membranen
des SR und des ER. Rezeptorgesteuerte lonenkanale aktivieren durch Bindung extrazellularer
Agonisten. Spannungsabhangige Ca®* Kanale o6ffnen bei Membrandepolarisation. Unter physio-
logischen Bedingungen &ffnen speicherabhangige Ca®* Kanale bei Aktivierung G-Protein gekoppelter
Rezeptoren oder Rezeptortyrosinkinasen. Daraufhin katalysiert die PLC die Hydrolyse von PIP, zu
DAG. DAG aktiviert die PKC und IP3, bindet an IP;-Rezeptoren des ER und setzt hieraus ca* frei.
Sowohl PKC als auch Ca®* sind an der Inaktivierung des speicherabhangigen ca® Stroms lcrac
beteiligt. Zuséatzlich zu den IP; sensitiven Ca2+-Speichern gibt es die Ryanodin empfindlichen ca”
Speicher, die vorwiegend in erregbaren Zellen vorkommen.

NCX = Na'-/Ca’*-Austauscher, SOC = speicher-abhéangiger Kanal (store operated channel), PKC =
Phosphokinase C, PLC = Phospholipase C, PIP, = Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, DAG =
Diacylglycerol, IP; = Inositol-1,4,5-trisphosphat, GPCR = G-Protein-gekoppelter Rezeptor (G-protein
coupled receptor), RTK = Rezeptor-Tyrosinkinase, SERCA = Sarkoendoplasmatische Kalzium-
ATPase, PMCA = Plasmamembran Kalzium-ATPase, RyR = Ryanodinrezeptor, DPR =
Dihydropyridinrezeptor, IPsR = IP;-Rezeptor.

10



2.2. Einteilung der TRP Proteine

2.2.1 ldentifizierung von TRP Proteinen

Messungen an Photorezeptoren der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ergaben,
dass in einer Mutante das Rezeptorpotential, welches durch einen Einstrom von
Kationen Uber die Plasmamembran nach Belichtung entsteht, transient und nicht wie
normalerweise in den Wildtyp Fliegen lang anhaltend war (Montell et. al., 1985). Das
mutierte Gen wurde nach dem Phanotyp der Mutante Transient Receptor Potential
(TRP) genannt. In weiteren Experimenten wurde gezeigt, dass wahrend der
Belichtung Ca?* durch einen in der Plasmamembran lokalisierten Kanal, fiir den das
trp-Gen kodiert, einstromt (Hardie und Minke 1992; Perez et al., 1994). Um
entsprechende Kanale in Vertebraten zu identifizieren, wurde insbesondere bei
Saugern nach homologen Proteinen gesucht. Bislang wurden zahlreiche strukturell
ahnliche Proteine identifiziert, die so in verschiedenen Organismen wie Wuirmern,

Fliegen und Saugern vorkommen (Abb. 2).

2.2.2 Struktur der TRP Proteine

Alle TRP Proteine bestehen aus sechs putativen Transmembrandomanen (Segment
1-6) mit einer hydrophoben Schleife zwischen Segment 5 und 6, welche wahr-
scheinlich die Pore bildet, und aus zytosolisch gelegenem Amino-(N) und Carboxy-
(C)Terminus (Abb. 2, 3). Zudem weist das Protein ,Ankyrin-like-repeats” auf, welche
moglicherweise bei Interaktionen zwischen Proteinen eine Rolle spielen (Sedgwick
et. al.,, 1999). Aufgrund ihrer Homologie werden die einzelnen Proteine der TRP
Familie in mindestens drei Untergruppen unterteilt (Abb. 2; Montell et al., 2002): TRP
C, TRP M, TRP V und entferntere TRP verwandte Proteine wie verschiedene
Mucolipine (TRPML), Polycystine (TRPP) und ANKTM1 (nicht abgebildet).

11
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Abb. 2: Stammbaum der TRP Proteine

Die TRP Proteine werden in mindestens drei Untergruppen unterteilt: die klassische (TRPC), die
Vanilloid Untergruppe (TRPV) und die Melastatin Untergruppe (TRPM).

Rechts neben dem Stammbaum ist die vorausgesagte Transmembrantopologie fir jeweils einen
Vertreter der drei Untergruppen dargestellt. Dabei steht C fur den zytosolischen Carboxy- und N fir
den Amino-Terminus. In der Vanilloid und der klassischen Untergruppe sind zudem Ankyrin-like-
repeats mit blau markiert. Die Porenregion (rot markiert) befindet sich bei allen Proteinen wahr-
scheinlich zwischen der Transmembrandomane 5 und 6 (Bédding 2006).

Entferntere verwandte TRP Proteine sind Mucolipine, Polycystine und ANKTM1, die hier nicht

abgebildet sind.
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2.2.3 Funktion der Proteine

TRPC Protein Gruppe

Die klassischen TRPC Kanédle weisen zu dem TRP Protein der Fruchtfliege
Drosophila melanogaster die hochste Homologie auf und zéhlen zu den am langsten
bekannten Vertretern (TRPC1-C7). Bei den TRPC Proteinen handelt es sich um Ca®*
durchlassige Kationenkanéle, die bei Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren

bzw. Rezeptortyrosinkinasen 6ffnen.

TRPM Protein Gruppe

Dieser Gruppe gehoéren acht Mitglieder an, die nach dem Melastatin (TRPM1)
benannt wurden (Abb. 2). TRPM1 wurde in menschlichen Melanoma-Zellen
identifiziert und weist Eigenschaften eines Tumorsuppressors auf (Duncan et al.,
1998, 2001). TRPM2, TRPM6 und TRPM7 sind multifunktionelle Proteine, die neben
einer Porenregion jeweils auch eine Enzymdoméne aufweisen (Nadler et al., 2001,
Perraud et al., 2001; Runnels et al., 2001; Sano et al., 2001). TRPM8 mRNA wird
unter anderem in Hinterwurzel- und Trigeminalganglien sowie in Prostatakarzinomen
exprimiert. Temperaturen unterhalb von 26T und kiih lende Substanzen wie Menthol
und Icilin aktivieren TRPM8 (Tsavaler et al., 2001; McKemy et al., 2002; Peier et al.,
2002). Allen Mitgliedern dieser Gruppe ist das Fehlen von ,Ankyrin-like-repeats*
gemeinsam (Abb. 2; Harteneck et al., 2000; Montell et al., 2001, 2002).

TRPV Protein Gruppe

TRPV Kanéle werden nach dem Vanilloid Rezeptor TRPV1 benannt, der bei der
Schmerzwahrnehmung und Temperaturempfindung eine Rolle spielt (Caterina et al.,
1997). TRPVL1 ist ein Kationenkanal, welcher in dorsalen Wurzeln, sensorischen
Ganglien und in den Hinterhdrnern des Ruckenmarks exprimiert wird. Andere
temperaturabhéngige Kanale sind TRPV4 (>25€), TRPV3 (>31C) und TRPV2
(>52%C) (Guler et al., 2002; Smith et al., 2002; Xu et al., 2002; Peier et al., 2002;
Caterina et al., 1997, 1999).
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TRPV5 und TRPV6

Diese beiden lonenkanéle bilden aufgrund struktureller und funktioneller Gemein-
samkeiten eine eigene Untergruppe. TRPV5 und TRPV6 sind Ca** Kanale, die bei
geringen [Ca®"]; aktivieren (Nilius et al., 2001; Bédding, Wissenbach, Flockerzi 2002).
Ihre mMRNA kommen hauptséachlich in Niere (TRPV5), Darm (TRPV5/6), Plazenta
(TRPV6) und Pankreas (TRPV6) vor und sind vermutlich fiir die epitheliale Ca?*
Resorption verantwortlich (Hoenderop et. al., 1999; Peng et. al., 1999). Die TRPV6
cDNA wurde urspringlich aus dem Duodenum der Ratte kloniert und das Protein als
Ca?* Transporter (CaT) bezeichnet (Peng et al., 1999). Die TRPV6 mRNA wird beim
Menschen im Gegensatz zur Maus vermutlich nicht in Niere und Darm exprimiert,
sondern vorwiegend in Plazenta und Pankreas (Wissenbach et al., 2001; Hirnet et.
al., 2003; Wissenbach und Niemeyer 2007). Von besonderem medizinischen
Interesse ist die Expression von TRPV6 Transkripten in malignen, nicht aber in
benignen Zellen der Prostata (Wissenbach et al., 2001).

Es existieren zwei Allele des TRPV6 Gens: Typ a und Typ b, die sich in finf Basen
unterscheiden (Wissenbach et al., 2001). Als Folge dieses genetischen Poly-
morphismus entstehen zwei Proteine, die sich durch drei Aminosaurenaustausche, R
bzw. C an Position 158, V bzw. M an Position 378 und T bzw. M an Position 681 fur
TRPV6a bzw. TRPV6Db, differenzieren lassen (Abb. 3). Der N-terminal gelegene
Unterschied in den Aminosaureresten Arginin bzw. Cystein fuhrt zu einer moglichen
Phosphorylierungsstelle (SPR) fir die Phosphokinase C (PKC) in dem TRPV6a
Protein. Bislang wurden alle funktionellen Untersuchungen des TRPV6 Proteins an

der b-Variante vorgenommen.
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Abb. 3: Aminosauresequenz der beiden TRPV6 Proteine
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MG 2

MEQRASLDSEESESPPQENSCLDPPDRDPNCKPPP VKPHIFTTRSRTRLFGKGDSEEASP 60

LSLPKEKG----LILCLWSKFCRWFQRR---ESW

LDCPYEEGGLASCPIITVSSVLTIQRPGDGPASVR

AKDNDVQALNKLLKYEDCKVH------- QRGAMGE

VAQSNCQELESLLPFLQRSKKRLTDSEFKDPETGK

- NLIYF
GRPGFYFGELPLSLAACTNQLAIVKFLLQNSWQPA
NKTFACQMYNLLLSYDRHGDHLQPLDLVPNHQGLT

-PELVFEPMTSELYEGQTALHIAVVNQNMN
RKTDSLKQFVNASYTDSYYKGQTALHIAIERRNMT

HPLSFAACVNSEEIVRLLIEHG---A

NTKFVTSMYNEILILGAKLHPTLKLEEITNRKGLT

ECRHLSRKFTEWAYGPVHSSLYDLSCIDTC-EKNS

ELVSLKWKRYGRPYFCMLGAIYLLYIICETMCCIY
RLLOQDKWDRFVKRIFYFNFFVYCLYMIIFTAAAYY

KRKHTQWTYGPLTSTLYDLTEIDSSGDEQS

S1

EAY TPKDBIRLVGELVTVIGAIIILLVEVPDIFR

----TVGDYFRVTGEILSVSGGVYFFFRGIQYFLQ

S2

MVLVTMVMRLISASGEVVPMSFALVLGWCNVMYFA
FMLVSVVLYFSQRKEYVASMVFSLAMGWTNMLYYT

S4

S5

WLMAVVILGFASAFYIIFQTED----PEE------

FVYLVFLFGESTAVVTLIEDGKNNSLPMESTPHKC

LTH

DGPANYNVDLPFMYSITYAAFAIIATLLMLN

IGMGDLEFTENYDFKAVFIILLLAYVILTYILLLN

S6

VATTVMLERKLPRCLWP--RSG---ICGREYGLGD

AITILDTEKSFLKCMRKAFRSGKLLQVGFTRDGKD

FHTR----GSEDLDKDSV-EKLELGCPFSPHLSLP

AQSRDEQNLLQQK-RIWESP-LLLA 52
PSSQDSVSAGEKPPRLYDRRSIFDA 120

TALHIAAL-YDN—LEAAMVLMEAA 102
TCLLKAMLNLHNGQNDTIALLLDVA 180

LVRALLARRASVSARATGTAFRRSP 156
LVTLLVENGADVQAAANGDFFKKTK 240

DIRAQDSLGNTVLHILILQP----- 207

DISARDSVGNTVLHALVEVADNTVD 300

PFKLAGVEGNTVMFQHLMQ----- 261
PLALAASSGKIGVLAYILQREIHEP 360

LLELIITTK-KREAR-QILDQTPVK 314
VLEVIAYSSSETPNRHDMLLVEPLN 419

RPLKPRTNNRTSPRDNTLLQQKLLQ 374
RPVEG-----LPP+--YKLKN-- 467

MGVTRFFGQTILGGPFHVLIITYAF 434

RRPS—-LKSLFVDSYSEILFFVQSL 521
- S3__

RGFOMLGPFTIMIQKMIFGDLMRFC 494
RGFQQOMGIYAVMIEKMILRDLCRFM 581

------ LG-HFYDYPMALFSTFELV 537
RGSACKPGNSYNSLYSTCLELFKFT 641

LLIAMMGDTHWRVAHERDELWRAQI 597
MLIALMGETVNKIAQESKNIWKLQR 701

—-RWFLRVEDRQDLNRQRIQRYAQA 650
DYRWCFRVDEVNWTTWNTNVGIINE 761

SVSRSTSRSSANWERLRQGTLRR 705

DPGN-—CEGVKRTLSFSLRSGRVSGRNWKNFALVP LLRDASTRDRHATQQEEVQLKHYTG 819

DLRGIINRGLEDGESWEYQI*
SLKPEDAEVFKDSMVPGEK*

725
838

im Vergleich zu TRPV1

Das menschliche TRPV6 Protein kommt in zwei Varianten vor. Die a- und b-Variante unterscheiden
sich in drei Aminosaureresten in Position 157 (R bzw. C), 378 (V bzw. M) und 681 (T bzw. M). Zum
Vergleich ist die Aminosauresequenz des ersten Vertreters der TRPV Familie abgebildet (modifiziert
nach Wissenbach et al., 2001).
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2.3 Ziel der Arbeit

Ziel meiner Arbeit ist die erstmalige funktionelle Charakterisierung des TRPV6a
Kanals. Die mittels zytosolischer Ca** Messungen und elektrophysiologischer
Versuche gewonnenen Daten sollen mit den bereits bekannten Eigenschaften des
TRPV6b Kanals verglichen werden, um mdogliche Unterschiede zwischen beiden
Proteinen festzustellen. Interessanterweise wird TRPV6 in malignem Prostata-
gewebe exprimiert (Wissenbach et al., 2001). Dabei konnte TRPV6a vor allem in der
afroamerikanischen Bevolkerung nachgewiesen werden (Akey et al., 2006), welche
etwa doppelt so haufig wie weil3e US-Amerikaner und viermal haufiger als Europaer
an Prostatakarzinom erkranken. Asiaten hingegen erkranken viel seltener (Brawley et
al., 1998). Neben soziookonomischen Faktoren sind auch genetische Faktoren fir
diese familiare Haufung verantwortlich (Shavers und Brown, 2002). Ein Zusammen-
hang zwischen TRPV6 Expression und Inzidenz bzw. Mortalitat des Prostata-
karzinoms ware hierbei denkbar und kénnte fir die Entwicklung neuer diagnostischer

Methoden sowie pharmakologischer Therapiekonzepte hilfreich sein.
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3. Material und Methoden

3.1 Arbeitsmaterial und Gerate

3.1.1 HEK-293-Zelllinie (ATCC (American Type Culture Collection), 1573-CRL):
Dabei handelt es sich um eine Zelllinie aus Fibroblasten der menschlichen

embryonalen Niere.

3.1.2 Kulturmedien

HEK-293, 293hTRPV6Db-1d (stabil transfizierte Zelllinie)

Menschliche embryonale Nierenzellen (human embyonic kidney, HEK 293) wurden in
Minimum Essential Medium (MEM, Kat. Nr. 31095-029, Invitrogen) kultiviert, dem 10
% fetales Kélberserum (FCS, Kat. Nr. 10270, Invitrogen) zugesetzt war. Zusatzlich
enthielt das Medium im Falle der stabil hnTRPV6 transfizierten Zelllinie 293hTRPV6b-
1d 500 ug/ml Geneticin (G 418, Kat. Nr. 10131-019, Invitrogen).

3.1.3 FURA-2-AM (Molecular Probes Inc.): Es handelt sich hierbei um ein
Acetyloxymehtylester des Fluoreszenzindikators Fura-2. Durch die Veresterung ist
Fura-2-AM membrangangig. Nach Aufnahme in die Zelle erfolgt die Abspaltung der
Estergruppen durch endogene Esterasen, so dass die Ca** bindende Saure entsteht.
Diese liegt bei physiologischem pH-Wert als Salz vor, das zu hydrophil ist, um tber
die Plasmamembran aus dem Zytosol zu gelangen (Tsien et al., 1981).

3.1.4 Vektoren

Das Plasmid pcDNA3 wurde zur cDNA-Amplifikation in Eschericha coli, zur Mutation
von cDNA und zur Proteinexpression in vitro oder nach Transfektion in HEK-293
Zellen verwendet. Es beinhaltet prokaryotische, eukaryotische und virale Elemente.
Der bakterielle high copy Replikationsursprung ColE1 origin sowie das Gen fir die 3-
Lactamase ermdglichen Amplifikation des Plasmids und Selektion der plasmid-
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tragenden Bakterien. Die Phagen-Promotoren T7 und Sp6, welche die multiple
Klonierungsstelle flankieren, dienen der strangspezifischen in vitro Transkription, z.B.
bei der kombinierten in vitro Transkription und Translation einer cDNA. Die
Proteinexpression in eukaryotischen Zellen steht unter der Kontrolle des viralen

Cytomegalo Virus (CMV)-Promotors.

3.1.5 Lésungen
Fiur die Ca®* Imaging Experimente wurden zwei Badlésungen mit folgender Zu-

sammensetzung verwendet.

145 mM NacCl 145 mM NacCl
10 mM HEPES 10 mM HEPES
2.8 mM KCI 2.8 mM KCI

2 mM MgCl, 2 mM MgCl,

2 mM CaCl, 1 mMEGTA

Die Patch-Clamp Experimente wurden mit einer modifizierten Ringerlésung durch-
gefuhrt. Dabei wurde die Messpipette mit einer Cs-Aspartat haltigen Losung befullt.
Sowohl die extrazellulare als auch die intrazellulare Losung wurden jeweils mit NaOH
bzw. CsOH auf einen pH-Wert von 7.2 titriert. Die Osmolaritdten lagen zwischen 290

und 310 mosm/I.

intrazellular i extrazellular
145 mM Cs-Aspartat i 145 mM NacCl
8 mM NaCl I 10 mM HEPES
1 mM MgCl, i 2.8 mM KClI

10 mM HEPES I 2 mM MgCl,
2 mM Mg-ATP i 10 mM CaCl,
10 mM oder 0.1 mM EGTA i 10 mM CsCl
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3.1.6 Datenanalyse

Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit der Software “PulseFit” (HEKA
Electronics) und der “IGOR-Macro-language” Software (Wave Metrics, Lake Oswego,
OR, U.S.A)). Die Strome wurden durch Spannungsrampen ausgeldst und bei -80 mV
gemessen. Die statistische Analyse der Werte erfolgte durch Bildung der Mittelwerte
mit beidseitiger Standardabweichung (+ S.E.) der Mittelwerte (s.e.m.) aus der Anzahl
(n) der gemessenen Zellen. Zum Vergleich der Mittelwerte untereinander wurde der
ungepaarte t-Test fur ungleiche Varianzen mit p < 0,05 herangezogen. Signifikante
Anderungen sind in den Abbildungen mit einem Stern (*) gekennzeichnet oder im

Text erwahnt.

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden unter einer Reinraumwerkbank
(Holten Lamin Air, Modell S 2010) durchgefiuihrt. Gebrauchsgegenstande, wie
Pipetten oder Kulturflaschen wurden entweder autoklaviert oder es wurden sterile
Kunststoff-Einwegartikel verwendet. Alle Lésungen wurden autoklaviert oder waren
bereits steril. Die Zellen wurden in Bicarbonat-gepufferten Medien im Begasungs-
brutschrank bei 37 T in wasserdampfgesattigter 5 % CO,-Atmosphare kultiviert. Um
den Gasaustausch mit der Umgebung zu ermdglichen, wurden die Deckel der
Kulturflaschen nicht vollstandig geschlossen.

3.2.2 Transfektion

Unter Transfektion verstent man das Einschleusen von Fremd-DNA in lebende
Zellen. Zur transienten Transfektion von HEK-Zellen mit TRPV6 cDNA wurde das
PolyFect Transfektion Reagenz (Qiagen) eingesetzt. Bei dieser Methode wird die
DNA an ein kationisches Polymer, ein so genanntes aktiviertes Dendrimer gebunden.
Der positiv geladene DNA/Dendrimer-Komplex bindet an negativ geladene Ober-
flachenmolekile der Zelle und wird dann endozytotisch aufgenommen; daher spricht

man auch von einer Ladungs-basierten Transfektionsmethode.

19



Die Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion passagiert und in Zellkultur-
schalchen von 3,1 cm Durchmesser ausgesat. Zum Zeitpunkt der Transfektion
sollten die Zellen 60-70 % Konfluenz aufweisen. Pro Transfektion wurden etwa 2-3
Mg Plasmid-DNA in 100 pl Optimem 1-Medium mit Glutamax-I (Invitrogen) ohne FCS-
Zusatz aufgenommen, 10 pl PolyFect Reagenz hinzugeflgt, der Ansatz intensiv
gemischt und 10 Minuten inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit Optimem-Medium
ohne FCS-Zusatz gewaschen und anschlielBend mit 1,5 ml MEM-Medium mit FCS-
Zusatz Uberschichtet. Zu den DNA-LOsungen wurden je Ansatz 600 pl MEM-Medium
pipettiert, die Ansatze grundlich gemischt und in die Kulturschélchen tberfihrt. Die
Zellen wurden 24 Stunden nach der Transfektion fur die optischen bzw. elektrischen

Messungen verwendet.

3.2.3 Ca*" Imaging

3.2.3.1 Fluoreszenzindikatoren

Fura-2 ist ein fluoreszierender Komplexbildner fir zweiwertige Kationen. Die
Dissoziationskonstante des Ca*'-Fura-2-Komplexes liegt bei etwa 224 nM
(Grynkiewicz et al., 1985). Aufgrund der hohen Ca** Affinitat ist Fura-2 zur
Bestimmung physiologisch vorkommender Ca®* Konzentrationen in lebenden Zellen
geeignet. Fura-2 ist eine organische Saure und als Salz gut wasserléslich. Fura-2-
AM st ein Acetyloxymethylester-Derivat, das durch die Veresterung der Carboxyl-
gruppen lipophil und damit membrangangig ist. Es wird in die Zelle aufgenommen
und reichert sich dort an. Im Zytosol vorkommende Esterasen spalten die
Esterbindungen, so dass aus Fura-2-AM das Ca** bindende Fura-2 entsteht (Tsien et
al., 1981).

3.2.3.2 Ratiometrische Ca ?* Bestimmung

Fura-2 eignet sich besonders gut fiir Ca** Messungen, da ein Zusammenhang
zwischen Fluoreszenzintensitét und [Ca®*] besteht. Wenn eine FURA-2 beladene
Zelle mit Anregungslicht der Wellenlange 340 nm beleuchtet wird, fluoresziert der
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Farbstoff bei ca. 510 nm mit der Intensitét Fs4. Bei hoher [Ca®*] (43,4 uM) verschiebt
sich das Maximum der Fluoreszenzintensitat auf eine Wellenlange von 340 nm. Die
Fluoreszenzintensitaten sind nicht nur von der Ca?* Beladung des Farbstoffs
abhangig, sondern auch von der Fura-2 Konzentration, der Zelldicke und einer
Konstante, die von den optischen Eigenschaften der Messapparatur abhangt.

Y], aus der Intensitat

Da aber die Zelldicke unbekannt ist, ist es nicht mdglich die [Ca
des Fluoreszenzlichtes Fz40 zu berechnen. Hier hilft nun die Eigenschaft von Fura-2,
auf Anstieg der [Ca®*']; mit einem Anstieg von Fsix und einem Abfall von Fago zu
reagieren: Fuhrt man zwei Fluoreszenzmessungen kurz hintereinander durch, und
zwar mit einem Anregungslicht von 340 nm und bei 380 nm, andern sich weder
Farbstoffkonzentration noch Zelldicke oder die Konstante zwischen den beiden
Messungen (Abb. 4). Wenn man dann die beiden gemessenen Fluoreszenz-
intensitaten Fz40 und F3g dividiert, ist es moglich die drei unbekannten GroRen zu
kirzen. Durch diese Methode erhélt man eine experimentell bestimmbare Messgréf3e

2+]i

(den Quotienten Fz40/F350), die nur von der [Ca“’]; abhangt. Der Quotient Fz40/F3s0

wird oft mit R (englisch: ratio) bezeichnet. Dieser Quotient ermdglicht die Messung

2+]i

absoluter [Ca in lebenden Zellen, weil er unabhangig von der Farbstoff-

konzentration und der Zellform ist (Grynkiewicz et al., 1985).
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Abb. 4: Strukturformel und Emissionsspektrum von F ura-2

Hier ist die Fluoreszenzintensitat von Fura-2 bei Anregung mit ultraviolettem Licht dargestellt. Die
Fluoreszenz andert sich sowohl mit der Wellenlange des Anregungslichts als auch mit der [Ca®"].
In Ca®* freier Losung wird das blaue Spektrum mit einem Emissionsmaximum bei einer
Wellenlange von 365 nm gemessen. Bei hoher [Ca®*] von 43,5 pM verschiebt sich das Maximum
auf 340 nm, und das rote Spektrum wird gemessen. Nur bei 360 nm, dem isosbestischen Punkt,
ist die Fluoreszenz unabhangig von der [Ca*]. Bei Zugabe von Ca** zu einer Fura-2-Lésung
ergeben sich also zwei gegenlaufige Anderungen der Fluoreszenzintensititen (griine Pfeile): Eine
Zunahme bei einer Anregungswellenlange von 340 nm und eine Abnahme bei 380 nm. Auf
diesem Effekt beruht die Verwendung von Fura-2 als ratiometrischer ca’* Indikator.
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3.2.3.3 Messplatz

Der Messaufbau des Imaging-Setups besteht aus einem inversem Mikroskop, mit
dem die zu untersuchenden Zellen von unten betrachtet werden kénnen und einem
daran angeschlossenen Imaging-System (T.l.L.L. Photonics). Dieses umfasst eine
monochromatische Lichtquelle fur die Anregung von Fura-2, einen dichroitischen
Filter zur Auskopplung des emittierten Fluoreszenzlichtes, eine im Emissions-
strahlengang angebrachte Kamera und ein computergestitztes Auswertungssystem
(Grynkiewicz et al., 1985; Caterina et al., 1997, 2000; Tominaga et al., 1998). Bei
dem dichroitischen Spiegel (engl. dichroic mirror) handelt es sich um einen Spiegel,
der nur einen Teil des Lichtspektrums reflektiert und den nicht reflektierten Anteil
durchlasst. Er trennt das einfallende Licht nach der Wellenldnge und somit nach der
Farbe (Abb. 5).

Kamera

Q w Meltkammer

-
Okular H“‘“\/ E

l/l

be'-_a'.regl icher Objektiv monochromatische
Spiegel Lichtguelle

\ dichroitischer
Spiegel

Umlenkspiegel

Abb. 5: Strahlengang im Imaging-Setup
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3.2.3.4 Versuchsablauf

Vorbereitung:

Zu Beginn des Versuchs werden die benotigten Reagenzien angesetzt:

« 100 ml Ca®" haltige Ringerlésung (2 mM Ca?")

» 100 ml EGTA-haltige Ringerlésung (1 mM EGTA)

* Fura-Stammlosung (50ug Fura-2 in 50 ul DMSO = 3 uM Fura-2)
Hiernach erfolgt die Beladung der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2:

* Die mit hTRPV6-Zellen beschichteten Deckglaser werden in Schalen tberfuhrt.

* Es erfolgt anschlieRend eine 30-mindtige Inkubation in 1.5 ml Medium und 4.5 pl
Fura-2-AM-Stammlésungbei 37°

« Danach muss mehrmals mit einer Ca** haltigen Ringerlésung gewaschen werden,

um extrazellulares Fura-2 zu entfernen.

2+]i in TRPVG6-transfizierten Zellen vs. Kontrollzellen:

Zeitverlauf der [Ca

* Die Deckglaschen mit den Zellen werden jeweils in eine Messkammer eingespannt
und 300 pl Ca**-haltige Ringerlésung zupipettiert.

» Jetzt erfolgt die Fokussierung des Kamerabildes im ,live“-Modus.

» AnschlieBend wird die optimale Belichtungszeit ermittelt (Anhaltspunkt: FURA-
Filtersatz, Start-time: 0, Cycle-time: 2000, Numbers of Cycles: 500, Exposure time:
20 ms).

« Jetzt kann die Messung gestartet werden (500 frames, Anregungswellen: 340 nm
und 380 nm, Belichtungszeit wie ermittelt, Intervall: 2 s).

* Nach 400 Sekunden erfolgt Zugabe von 900 ul der EGTA-haltigen Ringerlésung (1

mM). Dabei ist darauf zu achten, dass Zellen nicht weggespult werden.
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3.2.4 PATCH-CLAMP METHODE

3.2.4.1 Einleitung

Mit der Patch-Clamp Technik (Hamill et al., 1981; Neher & Sakmann, 1992; Hille,
1992) kénnen lonenkanale in Zellmembranen funktionell untersucht werden. Die
Registrierung von Stromen mit geringer Amplitude (Tausendmilliardstel Ampére) ist
mit Hilfe dieser Messtechnik an biologischen Membranen maéglich.

Der Physiker Erwin Neher und der Mediziner Bert Sakmann haben die Patch-Clamp
Technik entwickelt. Das Problem der unvollstandigen Abdichtung zwischen Mikro-
pipette und Zellmembran wurde durch Séaubern der Zelloberflache durch Behandlung
mit Kollagenasen und Proteasen, Filtrieren der Lo6sungen, Beschichtung der
Pipettenoberflache und der Optimierung der Pipettenspitze geldst und damit ein
engerer Kontakt hergestellt.

SchlieB3lich konnten an einem denervierten Froschmuskel Einzelkanalstrome durch
den nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor (n-Ach-Rezeptor) auf dem Oszilloskop
aufgezeichnet werden (Neher und Sakman, 1976). Diese rechteckigen Signale
gleicher Amplitude aber unterschiedlicher Dauer belegten friihere Hypothesen, dass
lonenkanéle nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip 6ffnen und schlie3en. Neher stellte
durch Zufall fest, dass durch Ansaugen der Zellmembran durch die frisch polierte
Messpipette der Abdichtwiderstand bis in den Gigaohm-Bereich gesteigert werden
konnte (Hamill et al., 1981). Fir die Entwicklung der Patch-Clamp Technik und den
so moglichen elektrophysiologischen Untersuchungen von lonenkanalen, erhielten

Neher und Sakman 1991 den Nobelpreis fur Medizin.
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Abb. 6: Darstellung des engen Kontaktes zwischen Pi  pette und der Zellober-
flache einer Neuronenzelle

Diese Abbildung veranschaulicht den engen Kontakt zwischen Pipettenspitze und Zellmembran
(Neher & Sakmann 1992).

3.2.4.2 Prinzip der Spannungsklemme

Um Anderungen des Membranpotentials zu verhindern, wird ein sog.
Kompensationsstrom erzeugt, der genauso grol3 ist wie der lonenstrom, der Uber die
Membran flie3t, diesem aber entgegengerichtet ist (negativer Ruckkopplungs-
mechanismus). Es wird also das Membranpotential der Zelle gemessen und mit
einem vorgegebenen gewunschten Wert der so genannten Sollspannung Usg
verglichen. Bei Unterschieden zwischen der Sollspannung und der tatsachlich
gemessenen Membranspannung wird ein entgegengerichteter Strom in die Zelle
injiziert. Dieser sehr kleine Kompensationsstrom wird in Voltage-Clamp
Experimenten gemessen. Er lasst unmittelbar Schlisse auf die Leitfahigkeit der
Membran zu, die unter anderem von den lonenkandlen oder lonentransportern
bestimmt wird.
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3.2.4.3 Messkonfigurationen

Die Patch-Clamp Technik wird in verschiedenen sog. Konfigurationen angewendet.
In meinen Experimenten wurde der Strom in der Ganzzell-Konfiguration gemessen.
Hierfir muss zuerst ein hoher Abdichtwiderstand zwischen Messpipette und
Plasmamembran hergestellt werden. Von dieser als cell-attached bezeichneten
Messkonfiguration kann durch einen kraftigen, kurzen Saug- oder Spannungspuls
(zwischen 0.5 und 1 V fur 0.5 bis 1 ms) ein Loch in die Zellmembran unterhalb der
Pipettendffnung gebrochen werden. Die Ganzzell-Konfiguration ist besonders fir
kleine Saugetierzellen geeignet. Damit ist es moglich, Strome durch Kanale der
Zellmembran zu messen.

Durch Wegziehen der Pipette von der Zelle kann ein Zellmembranflecken abgelost
werden. Die aus der Pipette ragenden Membranrdnder verschliel3en sich sofort
wieder, so dass die Aul3enseite der Zellmembran in Richtung der Badldsung weist. In
diesen Outside-out (,Aul3en-Aul3en”) patches werden meist rezeptorgesteuerte
lonenkanéle vermessen, da Losungen von der extrazellularen Seite appliziert werden
kénnen (Abb. 7).

"on-cell”

"inside-out”
"whole-cell”

it e

"outside-out”

Abb. 7: Ubersicht der unterschiedlichen Messkonfigu rationen

Diese Abbildung zeigt eine schematische Ubersicht der wichtigsten Messkonfigurationen, die bei der
Patch-Clamp Methode verwendet werden. In den Experimenten meiner Dissertation wurde
ausschlieBlich die Ganzzell-Konfiguration (,whole-cell) verwendet, bei der Stréme durch Kanéle einer
Zelle gemessen werden.
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3.2.4.4 Messstand

Der typische Messplatz zur Durchfihrung von Patch-Clamp Experimenten besteht
aus optischen, mechanischen und elektrischen Komponenten. Zum Schutz vor
Schwingungen sollte der Messplatz erdnah in einem maoglichst storfreien Raum des
Gebaudes aufgestellt und durch Tischbeine aus Styropor, Tennisballen oder
Reifengummis gestltzt werden. Um Stdrungen durch vertikale Bewegungen
vorzubeugen, verwendet man Ublicherweise Pressluft-gelagerte, schwere Tisch-
platten.

Zur kontrollierten Steuerung der Pipette in Richtung Zelloberflache bendtigt man so
genannte Mikromanipulatoren, die auf mechanische, hydraulisch-pneumatische,
motorische oder piezoelektrische Art und Weise eine koordinierte Bewegung im
dreidimensionalen Raum ermaoglichen.

Ein Faradaykafig schirmt den Messstand vor elektrischen Storeinflissen ab. Kleidet
man den Kafig mit dunkler, lichtabsorbierender Pappe aus, dann lassen sich
Experimente mit lichtempfindlichen Substanzen durchfihren.

Mit einer an dem Mikroskop angebrachten Videokamera ist es moglich unter visueller
Kontrolle eine sehr prazise Anndherung der Pipettenspitze an die Zellmembran
durchzufihren. Ein weiterer Vorteil einer Kamera liegt in der Beobachtung der
Zellmorphologie wahrend der Messungen.

Zum Ableiten der Strome wird einem Hauptverstarker ein Vorverstarker vor-
geschaltet, welcher den Strom vergrofR3ert und damit diesen vor dem Hintergrund-
rauschen schitzt. Gemessen wird mit Hilfe von zwei Elektroden. Dabei befinden sich
die Referenzelektrode in der Badlésung und die Messelektrode in der mit der
intrazellularen Losung gefillten Glaskapillare. Letztere ist direkt tber einen mit Teflon
isolierten BNC-Stecker mit dem Vorverstarker verbunden. Chlorid ist Ladungstrager
der Ag/AgCl-Elektroden. Im Hauptverstarker folgt anschlieBend sowohl die
Amplifikation als auch die Filterung des Signals. Die MessgroéRen werden tber einen
A/D-(analog/digital)-Wandler direkt in den Computer Uberfuhrt. Zur Applikation von
Spannungséanderungen an der Zellmembran dient ein Pulsgenerator, dessen digitale

Signale in einem D/A-Wandler in Spannungssignale umgewandelt werden.
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3.2.4.5 Versuchsablauf

Die Pipetten werden in der Hitze mit einem Puller aus einer Glaskapillare gezogen.
Das Ausziehen der Glaspipette erfolgt in zwei Stufen. In der ersten hat die Erhitzung
innerhalb der Heizspule eine Dehnung der Glaskapillare zur Folge und in der zweiten
Phase bewirkt der Temperaturanstieg den Bruch der Kapillare woraus die zwei
symmetrischen Pipetten entstehen.

Unter Aussparung der Pipettendffnung wird der vordere Teil der Pipette mit einer
isolierenden Schicht Uberzogen, um das Signal-Rauschverhéltnis bei Strom- und
Kapazitdtsmessungen zu verbessern. Durch die anschlieRende Hitzepolierung der
Pipettenspitze werden die Glasrander geglattet, damit die Zellen nicht verletzt
werden und um einen Gigaseal zu ermdglichen. Die so fertig gestellte Pipette wird je
nach Messkonfiguration in eine intra- oder extrazellulare LOésung eingetaucht,
wodurch sie aufgrund der Kapillarkrafte Flissigkeit aufnimmit.

Bei der Fullung der Pipette durch eine Spritze vom anderen Ende muss darauf
geachtet werden, keine Luftblasen zu erzeugen, um eine mdgliche Unterbrechung
des Kontakts zwischen Elektrolytlésung und Ag/AgClI-Elektrode zu vermeiden.

Wird die Messelektrode in die Badldsung eingetaucht, schlief3t sich der elektrische
Schaltkreis zur Referenzelektrode und ein Strom kann gemessen werden. Daraus
kann nach dem Ohm’schen Gesetz (R=U/lI) der Pipettenwiderstand berechnet
werden, welcher in meinen Experimenten stets einen Wert zwischen 2 und 5 MQ
betrug. Bei Annaherung der Pipette an die Zelle nimmt der Widerstand zu und der
Strom ab. Beruhrt die Pipette die Zellmembran, wird Uber einen an den Pipettenhalter
angeschlossenen Schlauch vorsichtig gesaugt. Durch Depolarisation kann das
Erreichen des Gigaseals beschleunigt werden.

Zur Uberfihrung des momentan geschaffenen On-cell-Modus in die Ganzzell-
Konfiguration wird ein zweiter, diesmal starkerer und kirzerer Saugstol3 appliziert,
der die Zellmembran unterhalb der Pipettentffnung aufbrechen lasst. Nach
Kompensation der kapazitiven Transienten kann die Messung beginnen.

Das hierbei verwendete Spannungsprotokoll besteht aus Rampen (von -110 mV bis
+90 mV in 50 ms), welche alle zwei Sekunden appliziert werden. Hierflir wurde die
PULSE Software (HEKA Electronics) benutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Ca®* Messungen an hTRPV6 exprimierenden HEK-Zellen

Funktionelle Untersuchungen an der b-Variante von TRPV6 ergaben, dass es sich
bei diesem Protein, um einen Ca* durchlassigen lonenkanal handelt (Wissenbach et
al., 2001). Ob dies auch fiir die a-Variante gilt, sollte durch Messungen der [Ca®*];
transfizierter Zellen festgestellt werden. In diesen Experimenten wurde zuerst die
[Ca®*], unter annahernd physiologischen Bedingungen gemessen, indem eine
extrazellulare Ringerldsung verwendet wurde, die 2 mM Ca®" enthielt. AnschlieRend
erfolgte die Entfernung freier extrazellularer Ca** lonen durch die Zugabe des
Chelators EGTA in die Badlésung. Eine Abnahme der [Ca®'], wies auf einen
konstitutiv aktiven Ca?* Einstrom hin.

Die Abbildung 8 zeigt eine deutliche Abnahme des Fluoreszenzverhaltnisses
(Fs40/F330) in TRPV6a exprimierenden HEK-Zellen nach Entfernung der
extrazelluldaren Ca?* lonen durch Zugabe des Ca®" Chelators EGTA (nach 400
Sekunden).
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Abb. 8: Ca*" Messungen an hTRPV6a exprimierenden HEK-Zellen

Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzverhaltnis (Fz40/F3g0) gegen die Zeit in Sekunden (s) auf der x-
Achse aufgetragen. Dieses Fluoreszenzverhdltnis stellt ein MaR3 fur die [Ca2+]i dar. Die Messung
be%innt beim Zeitpunkt t = 0. Die Messkammer enthalt 300 ul der ca® haltigen Ringerlésung (2 mM
Ca’"). 400 Sekunden nach Messbeginn werden 900 pl einer EGTA-haltigen Lésung (1 mM) der
Badldsung zugegeben. Es sind Durchschnittswerte mit beidseitiger Standardabweichung der
Mittelwerte dargestellt (n = 21).
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Eine Erniedrigung der extrazellularen Ca®" Konzentration bewirkt auch bei der b-
Variante eine Abnahme des Fluoreszenzverhaltnisses (Abb. 9). Somit scheint Ca?*
sowohl in die TRPV6a als auch in die TRPV6b exprimierenden HEK-Zellen unter
diesen Messbedingungen einzustromen.
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Abb. 9: Ca** Messungen an hTRPV6b exprimierenden HEK-Zellen

Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzverhaltnis (Fz40/F3g0) gegen die Zeit in Sekunden (s) auf der x-
Achse aufgetragen. Dieses Fluoreszenzverhdltnis stellt ein MaR3 fur die [Ca2+]i dar. Die Messung
be%innt beim Zeitpunkt t = 0. Die Messkammer enthalt 300 ul der ca® haltigen Ringerlésung (2 mM
Ca’"). 400 Sekunden nach Messbeginn werden 900 pl einer EGTA-haltigen Lésung (1 mM) der
Badldsung zugegeben. Es sind Durchschnittswerte mit beidseitiger Standardabweichung der
Mittelwerte dargestellt (n = 26).
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Als negative Kontrolle wurde die [Ca®']; in nicht transfizierten HEK-Zellen untersucht
(Abb. 10). Mit einem polyklonalen Antikdrper konnte in HEK Wildtyp Zellen kein
TRPV6 Protein nachgewiesen werden (Bddding et al., 2003; Hirnet et al., 2003).
Dementsprechend war das Fluoreszenzverhéltnis zu Beginn der Messung niedriger
als in den Experimenten an den transfizierten HEK-Zellen. Der geringere basale Ca**
Einstrom durch TRPV6 Kandle kdnnte hierfur verantwortlich sein. Nach Chelatierung

des extrazellularen Ca?* zeigte sich eine geringfiigige Abnahme der [Ca®']; (Abb. 10).
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Abb. 10: Ca*" Messungen an HEK Wildtyp Zellen

Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzverhaltnis (Fz40/F3g0) gegen die Zeit in Sekunden (s) auf der x-
Achse aufgetragen. Dieses Fluoreszenzverhdltnis stellt ein MaR fiir die [Ca®']; dar. Die Messung
be%innt beim Zeitpunkt t = 0. Die Messkammer enthalt 300 pl der Ca** haltigen Ringerlosung (2 mM
Ca’"). 400 Sekunden nach Messbeginn werden 900 pl einer EGTA-haltigen Lésung (1 mM) der
Badldsung zugegeben. Es sind Durchschnittswerte mit beidseitiger Standardabweichung der
Mittelwerte dargestellt (n = 17).

32



Zusammenfassend sind in Abbildung 11 Experimente an der a- und b-Variante von
TRPV6 sowie die Versuche an nicht-transfizierten HEK-Zellen dargestellt. Die
transfizierten Zellen weisen ein deutlich hoheres Ausgangsniveau des Fluoreszenz-
verhaltnisses auf als nicht transfizierte Zellen. Bei den TRPV6a exprimierenden HEK-
Zellen ist das Fluoreszenzverhaltnis zu Beginn etwas hoher als bei den TRPV6b
exprimierenden HEK-Zellen, jedoch ist dieser Unterschied statistisch nicht signifikant
(Abb. 12). Bei allen Zellen ist nach Applikation von EGTA eine Abnahme des

Fluoreszenzverhaltnisses auf ein relativ einheitliches Niveau zu erkennen.

EGTA

3_
S5 ® HEK-hTRPV6a
<2 HEK-hTRPV6b
o - ® HEK-wt
&mj-—“
3
LLm

04, ' | ' | ' | ' | !

0 200 400 600 800
Zeit (S)

Abb. 11: Ca* Messungen an hTRPV6a und TRPV6b exprimierenden HEK  -Zellen

im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen

Der Versuchsablauf ist identisch mit den vorangegangenen Experimenten (dargestellt in Abb. 8, 9,
10). Es handelt sich dabei um den Vergleich zwischen transfizierten HEK-Zellen mit TRPV6a/b (n =
21/n = 26) und nicht-transfizierten HEK Wildtyp Zellen (n = 17). Es sind Daten mit beidseitiger
Standardabweichung der Mittelwerte abgebildet.
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Die [Ca®']; wurde in der An- und Abwesenheit von extrazellularem Ca?* analysiert,
indem die Fluoreszenzverhaltnisse der transfizierten und nicht-transfizierten HEK-
Zellen zu Beginn und am Ende der Messung bestimmt wurden (Abb. 12, 13). In den
hTRPV6a und hTRPV6b exprimierenden HEK Zellen waren die Ausgangsnhiveaus
statistisch signifikant hoher als in den Wildtyp Zellen. Der Unterschied zwischen den
hTRPV6a bzw. hTRPV6b exprimierenden HEK-Zellen war nicht signifikant.
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Abb. 12: Ausgangs-Fluoreszenzverhaltnisse zu Beginn der Messung

Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzverhaltnis (Fss/Fsg0) aufgetragen. Die drei Histogramme stellen
jeweils die Durchschnittswerte der maximalen Fluoreszenzverhaltnisse dar mit zugehoriger
Standardabweichung. Fz40/F3gp ist aufgezeichnet zu Beginn der Messung zum Zeitpunkt gleich O s.
Von links nach rechts sind hTRPV6a (Maximales Fluoreszenzverhdltnis = 2.17 + 0.01), hTRPV6b
(Maximales Fluoreszenzverhdltnis = 1.57 + 0.01) und wt (Maximales Fluoreszenzverhaltnis = 0.85 +
0.01) abgebildet. Dabei ist jeweils ein signifikanter Unterschied zwischen den hTRPV6-transfizierten
und den nicht-transfizierten HEK Wildtyp Zellen zu beobachten(*p < 0.05 vs. wt). Zwischen der a- und
b-Variante besteht kein signifikanter Unterschied.



Die Untersuchung der Fluoreszenzverhéltnisse in TRPV6 exprimierenden HEK-
Zellen und nicht-transfizierten Zellen am Ende der Messung zeigte keinen signifi-
kanten Unterschied (Abb.13). Aus diesen Daten ergibt sich die Schlussfolgerung,

dass die [Ca®']iin allen Zellen &hnlich war.
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Abb. 13: Fluoreszenzverhéltnisse in Ca 2' freier Badldsung zum Ende der
Messung

Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzverhaltnis (Fs40/F3g0) zum Ende der Messung (900 s) aufgetragen.
Es ist hierbei kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Sowohl die transfizierten als auch die nicht-
transfizierten HEK-Zellen befinden sich zum Ende der Messung auf einem sehr &hnlichen
Fluoreszenzverhaltnis.
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4.2 Patch-Clamp Messungen

Die Kanalaktivitdt des TRPV6b Proteins ist abhangig von der Hohe der [Ca®']: Bei
starker intrazellularer Ca?* Pufferung strdomt mehr Ca®* in TRPV6b exprimierende
HEK-Zellen als bei schwacher intrazellularer Ca?* Pufferung (Nilius et al., 2001;
Bodding, Wissenbach, Flockerzi 2002). Um festzustellen, ob die Stromdichte von
TRPV6a von der intrazelluldren Ca** Pufferung abhangt, wurden Strommessungen in
der Ganzzell-Konfiguration der Patch-Clamp Technik mit unterschiedlichen intra-

zellularen EGTA Konzentrationen durchgefuhrt.

4.2.1 Untersuchungen bei hoher intrazellularer Ca %" Pufferung

Die Abbildung 14 zeigt den Verlauf des Einstroms der hTRPV6a exprimierenden
HEK-Zellen bei hoher intrazellularer Ca®* Pufferung mit 10 mM EGTA. Zu Beginn der
Messung kam es zu einer raschen Aktivierung eines Einwartsstroms, gefolgt von

einer langsamen und teilweisen Inaktivierung.
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Abb. 14: Zeitabhangigkeit des Einwartsstroms hTRPV6  a exprimierender HEK-
Zellen

Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 10 mM EGTA sowie eine Lésung
mit 10 mM Ca®* verwendet. Der bei -80 mV gemessene Einwartsstrom wurde auf die Zellmembran-
kapazitat normalisiert. Es sind Daten mit beidseitiger Standardabweichung der Mittelwerte abgebildet
(n =15).
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Bei der b-Variante von hTRPV6 war bei hoher intrazellularer Ca®* Pufferung mit 10
mM EGTA ein &hnliches Aktivierungsverhalten wie bei der a-Variante feststellbar. Zu
Beginn der Messung aktivierte ein Einwartsstrom, erreichte nach etwa 15 Sekunden
seine maximale Amplitude, die im weiteren Verlauf des Experimentes abnahm und
dann konstant blieb (Abb. 16).
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Abb. 15: Zeitabhangigkeit des Einwartsstroms hTRPV6 b exprimierender HEK-

norm. Strom (pA/pF)
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Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 10 mM EGTA sowie eine Lésung
mit 10 mM Ca®* verwendet. Der bei -80 mV gemessene Einwartsstrom wurde auf die Zellmembran-
kapazitat normalisiert. Es sind Daten mit beidseitiger Standardabweichung der Mittelwerte abgebildet
(n=7).

37



Die statistische Auswertung der elektrophysiologischen Daten (Abb. 16) zeigte
keinen signifikanten Unterschied zwischen den maximalen Stromdichten beider
TRPV6 Varianten. Daher ist bei hoher intrazellularer Ca** Pufferung von einer

ahnlichen Aktivierung der Kanale auszugehen.
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Abb. 16: Maximale Stromdichte wé&hrend der Messung i n Ganzzell-

Konfiguration

Auf der y-Achse ist die maximale Stromdichte (normalisierter Strom) in —pA/pF aufgetragen. Es
handelte sich um Messungen an hTRPV6a- oder b-transfizierten HEK-Zellen in einer 10 mM-haltigen
intrazellularen EGTA-LAsung in Ganzzell-Konfiguration, die bereits in Abb. 14 und 15 gezeigt wurden.
Die Plasmamembran wurde bei einem Haltepotential -10 mV geklemmt. Die maximale Stromdichte
betrug fur hTRPV6a = -17.6 + 3.3 pA/pF und fir hTRPV6b= -26.4 + 3.3 pA/pF. Es sind
Durchschnittswerte mit jeweiliger Standardabweichung dargestellt. Es besteht kein signifikanter
Unterschied zwischen den maximalen Stromdichten.

In der Abbildung 17 sind die Spannungsabhéngigkeiten der TRPV6 vermittelten Ca®*
Strome fiir die a- und b-Variante dargestellt. Nach Pufferung des intrazellularen Ca*
mit 10 mM EGTA aktiviert der TRPV6 Kanal. Die Strom-Spannungskurven sind flr
beide TRPV6 Varianten &hnlich. Es handelt sich um einwarts rektifizierende Strome,
die positive Umkehrpotentiale (>30 mV) aufweisen. Aufgrund der positiven Umkehr-
potentiale ist eine hohe Ca?* Selektivitat wahrscheinlich, die in extrazellularen lonen-

substitutionsexperimenten (Daten nicht gezeigt) bestatigt werden konnte.
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Abb. 17: Strom-Spannungskurven hTRPV6a bzw. hTRPV6b exprimierender
HEK-Zellen

Dargestellt ist je eine reprasentative Messung in der Ganzzell-Konfiguration mit dem dazu gehdrigen
Spannungsprotokoll. Die Stromdichten wurden nach maximaler Aktivierung der Einwartsstrome
gemessen. Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 10 mM EGTA
verwendet. Bei der Badlésung handelte es sich um eine modifizierte Ringerldsung mit 10 mM Ca*".

Die Stromdichte wurde auf die Zellmembrankapazitat normalisiert.
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4.2.2 Untersuchungen bei schwacher intrazellularer Ca’* Pufferung

Um die Abhéngigkeit der TRPV6 Kanale von der [Ca®*']; zu untersuchen, wurden
elektrophysiologische Messungen bei schwacher intrazellularer Ca?* Pufferung
durchgefihrt. In Abbildung 18 sind hTRPV6a exprimierende HEK-Zellen dargestellt.
Es handelt sich hierbei um Experimente mit 0.1 mM EGTA in der intrazellularen
Losung. Im Gegensatz zu den Experimenten mit der 10 mM-haltigen EGTA Pipetten-

LAsung aktiviert unter diesen Bedingungen kein Einwartsstrom.
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Abb. 18: Zeitabhangigkeit des Einwartsstroms hTRPV6  a exprimierender HEK-
Zellen

Wie zuvor (Abb. 14 und 15) wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 10 mM
EGTA verwendet. Die Ca®*-Pufferung erfolgte durch 0.1 mM EGTA. Es sind Durchschnittswerte mit
beidseitiger Standardabweichung der Mittelwerte dargestellt (n = 25).
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Wie die hTRPV6a exprimierenden HEK-Zellen zeigten die mit der hTRPV6b cDNA
transfizierten Zellen bei schwacher intrazellularer Ca®* Pufferung keine Aktivierung
eines Einwaértsstroms. Somit ist davon auszugehen, dass der Aktivierungs-

mechanismus beider TRPV6 Varianten von der [Ca?']; abhangig ist.
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Abb. 19: Zeitabhangigkeit des Einwartsstroms hTRPV6 b exprimierender HEK-
Zellen

Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 0.1 mM EGTA sowie eine
extrazellulare modifizierte Ringerlésung mit 10 mM Ca’* verwendet. Auf der x-Achse wurde die Zeit in
Sekunden (s) aufgetragen. Es handelte sich um Messungen in der Ganzzell-Konfiguration mit dem
dazu gehdrigen Spannungsprotokoll. Es sind Daten mit beidseitiger Standardabweichung der
Mittelwerte dargestellt (n= 7).
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Zur Kontrolle wurden nicht transfizierte HEK-Zellen untersucht. Es wurden die
gleichen intrazellularen Lésungen mit 0.1 bzw. 10 mM EGTA verwendet, wie in den
Experimenten an transfizierten Zellen. In der Abbildung 20 sind die Stromdichten im
zeitlichen Verlauf dargestellt. Wahrend der Messdauer von 200 Sekunden blieb die

Amplitude der Einwartsstrome relativ konstant.
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Abb. 20: Zeitabhangigkeit des Einwartsstroms nicht- transfizierter HEK-Zellen

Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Losung mit 10 mM EGTA verwendet. Die ca”™

Pufferung erfolgte durch 0.1 mM und 10 mM EGTA. Der Einwértsstrom wurde auf die
Zellmembrankapazitat normalisiert. Es sind Durchschnittswerte mit beidseitiger Standardabweichung
der Mittelwerte dargestellt (n =7;n=7).
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AbschlieBend zu dieser Versuchsreihe wurden im Balkendiagramm (Abb. 21) die
Stromdichten der transfizierten und nicht-transfizierten HEK-Zellen verglichen, die
unmittelbar nach Herstellung der Ganzzell-Konfiguration aufgezeichnet wurden. Bei
schwacher intrazellularer Ca?* Pufferung (0.1 mM EGTA) ist kein signifikanter
Unterschied erkennbar. Diese Ergebnisse legen die Schlussfolgerung nahe, dass

unter diesen Messbedingungen TRPV6 nicht konstitutiv aktiv ist.
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Abb. 21: Stromdichte unmittelbar nach Herstellung d er Ganzzell-Konfiguration

Der Einwartsstrom bei -80 mV wurde auf die Zellmembrankapazitat normalisiert (—pA/pF). Es handelte
sich um Messungen an hTRPV6a- oder b-transfizierten HEK-Zellen und HEK Wildtyp Zellen in einer
0.1 mM-haltigen intrazellularen EGTA-L6sung in Ganzzell-Konfiguration. Das Haltepotential war -10
mV. Die Stromdichten betrugen fir hTRPV6a = -2.22 + 0.15 pA/pF, fir hnTRPV6b= -2 + 0.3 pA/pF und
fur Wildtyp = -2.4 £ 0.4 pA/pF. Es sind Mittelwerte mit jeweiliger Standardabweichung dargestellt. Es
bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den maximalen Stromdichten.
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4.2.3 Spannungsabhangigkeit des TRPV6 Proteins

Wie oben beschrieben, korreliert die Kanalaktivitdit des TRPV6 Proteins mit der
intrazellularen Konzentration des Chelators EGTA und ist auf Anderungen der [Ca*'];
zuriickzufiihren (Abb.15/16; Boédding et al., 2002). Bei niedriger [Ca®']; 6ffnet TRPVS,
so dass Ca’" in die Zelle stromt. Die berechnete zytosolische freie Ca?'
Konzentration, die zur Aktivierung von TRPV6 unterschritten werden muss, liegt
unterhalb der physiologisch vorkommenden Werte. Das bedeutet aber nicht
zwingend, dass die TRPV6 Pore unter in vivo Bedingungen immer geschlossen ist.
Vielmehr kénnten lokale Ca** Gradienten im Zytosol TRPV6 exprimierender Zellen
zu einer abgestuften Aktivierung des Kanals filhren. Neben der intrazelluldren Ca**

Pufferung beeinflusst auch das Membranpotential TRPV6 Kandale (Bodding 2005).

Um die Aktivitat von TRPV6a im Vergleich zu TRPV6b zu analysieren, wurde das
Haltepotential zwischen den repetitiv applizierten Spannungsrampen geéndert (Abb.
22). Der TRPV6 vermittelte Einwartsstrom wurde wie in den Experimenten zuvor bei

-80 mV gemessen und auf die Membrankapazitat normalisiert. Bei starker intra-
zellularer Ca®* Pufferung mit 10 mM EGTA aktiviert der typische TRPV6 vermittelte,
einwarts rektifizierende Ca®* Strom. Erhéht man nun das Haltepotential von -10 mV
auf +50 mV, dann misst man eine Zunahme der Stromdichte (Abb. 22). Bei Re-
polarisation von +50 mV auf -10 mV nimmt die Stromdichte wieder ab, bis ein

Gleichgewicht erreicht wird, das dem Ausgangszustand ahnelt.
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Abb. 22: Veranderungen der Stromdichte bei zwei unt erschiedlichen
Spannungsschritten in TRPV6a exprimierenden HEK-Zel len bei hoher intra-

zellularer Ca ?* Pufferung

Es wurde eine Caesium-Glutamat-haltige intrazellulare Lésung mit 10 mM EGTA sowie eine
extrazellulare modifizierte Ringerldsung mit 10 mM Ca®* verwendet. Das Haltepotential wird stufen-
formig wie oben abgebildet verdndert. Es sind Daten mit beidseitiger Standardabweichung der
Mittelwerte (s.e.m.) dargestellt (n= 8).

Wenn hTRPV6a exprimierende HEK-Zellen bei moderater Ca** Pufferung mit 0.1
mM EGTA vermessen wurden, war ein Einwartsstrom von konstanter und geringer
Amplitude in den ersten beiden Minuten messbar (-2.22 + 0.15 pA/pF). Im Vergleich
zu den Messungen an nicht transfizierten HEK-Zellen (-2.4 = 0.4 pA/pF) war kein
Unterschied bezlglich der Stromamplitude und Stromspannungskurve festzustellen
(Abb. 23).

Durch Veranderung des Haltepotentials von -10 mV auf +50 mV beobachtet man
eine exponentielle Zunahme des Einwartsstroms auf etwa -9.4 pA/pF (Abb. 23). Die

Spannungsabhangigkeit des unter depolarisierenden Bedingungen gemessenen
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Stroms ist aufgrund seiner Einwartsrektifizierung und seines positiven Umkehr-
potentials fir den Ca* Kanal TRPV6 typisch. Nach Repolarisation auf das
Ausgangshaltepotential von -10 mV nimmt die Stromdichte etwa den urspringlichen

Wert an.
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Abb. 23 Verdnderungen der Stromdichte bei zwei unte rschiedlichen
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Der Einwartsstrom bei -80 mV wurde auf die Zellmembrankapazitat normalisiert (—pA/pF). Es erfolgte
eine stufenweise Veranderung des Haltepotentials wie in Abbildung 22. Es sind Durchschnittswerte
mit beidseitiger Standardabweichung der Mittelwerte dargestellt (n = 8).

Somit war es méglich, TRPV6a Kanale bei schwacher intrazellularer Ca?* Pufferung
durch moderate Anderungen des Membranpotentials zu aktivieren. Eine ganz
ahnliche Spannungsabhéangigkeit konnte fir die b-Variante von TRPV6
nachgewiesen werden (Bédding 2005). Nicht-transfizierte HEK-Zellen vom Wildtyp
wiesen kein entsprechendes spannungsabhéngiges Verhalten auf (Bddding M.,
2005). Somit ist es méglich, den hTRPV6a vermittelten Ca®" Einstrom durch

moderate Depolarisation bei schwacher intrazellularer Ca** Pufferung hervorzurufen.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit wurde erstmalig der TRPV6a Kanal mittels zytosolischer Ca®*
Messungen und elektrophysiologischer Versuche funktionell charakterisiert und mit
den bereits bekannten Eigenschaften des TRPV6b Kanals verglichen.

In den optischen Messungen der [Ca?"];
schiede zwischen hTRPV6a und hTRPV6b exprimierenden HEK-Zellen festgestellt.

Sie zeigten im Gegensatz zu nicht-transfizierten HEK Wildtyp Zellen eine deutliche

wurden keine statistisch signifikanten Unter-

Abnahme der [Ca?'], wenn die extrazellulare Ca** Konzentration durch die Ver-
wendung des Ca?* Chelators EGTA herabgesetzt wurde. Diese Daten legen die
Vermutung nahe, dass das hTRPV6a Protein ein Ca** permeabler Kanal ist.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen an hTRPV6a und hTRPV6b expri-
mierenden HEK-Zellen bestatigten diese Hypothese. In hTRPV6a exprimierenden
HEK-Zellen wird ein Ca?*-Einstrom bei starker intrazellularer Ca®* Pufferung (10 mM
EGTA) aktiviert, wahrend kein Strom bei schwacher intrazellularer Ca** Pufferung
(0.1 mM EGTA) gemessen wurde. Unterschiede in dem Aktivierungsverhalten beider
TRPV6 Varianten waren nicht feststellbar.

Die Ca?" Strome in hTRPV6a exprimierenden HEK-Zellen waren wie die Ca** Stréme
in hTRPV6b transfizierten Zellen von der [Ca®']; abhangig. Je niedriger die [Ca®"];
war, desto gréf3ere Stromamplituden wurden aufgezeichnet. Bei der Regulation des
Ca?" Einstroms spielte auch die H6he des Membranpotentials eine wichtige Rolle.
Eine Hyperpolarisation des Membranpotentials erhéht die treibende Kraft fiur Ca®".
TRPV6 und andere Ca** Kanale weisen eine Ca®" induzierte Inaktivierung auf, so
dass ein ungehemmter Ca?* Einstrom verhindert wird. Moglicherweise werden
dadurch zelltoxische [Ca®*];
Hoenderop et al., 2001; Bodding 2005).

TRPV6 bindet Calmodulin in einer Ca®** abhangigen Art und Weise, was zu einer

vermieden (Peng et al., 1999; Wissenbach et al., 2001;

negativen Regulation der Kanalaktivitat fuhrt (Niemeyer et al.,, 2001). Ist dieser
Ca’'/Calmodluin abhangige Inaktivierungsmechanismus fir die Ca®** bzw.
Spannungsabhangigkeit von TRPV6 verantwortlich? Das scheint nicht der Fall zu
sein, wie Experimente an einer Deletionsmutante zeigten. Trotz der fehlenden Ca**
abhangigen Calmodulin Bindung blieb die Ca®* und Spannungsabhangigkeit in Zellen
erhalten, die mit der cDNA dieser Deletionsmutante transfiziert wurden (Boddding,
Flockerzi 2004; B6dding 2005).
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Konnten elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Ca** und negativ geladenen
Aminosaureresten die Ca®* und Spannungsabhangigkeit von TRPV6 erklaren? Ca?*
konnte aufgrund seiner positiven Ladung bei negativem Membranpotential die Pore
blockieren und dieser Ca®** Block lieBe sich durch Depolarisation aufheben. Als
mogliche Ca®** Bindungsstelle in der putativen Porenregion kommen negativ
geladene Aminosaurereste in Frage. Es ware mdglich, dass Anziehungs- und
Abstopungsreaktionen zwischen Ca®" und negativ geladenen Amnioséureresten an
der Regulation von TRPV6 beteiligt sind (Voets et al., 2003; Bédding 2005).
Intrazellulares Mg®* blockiert sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von
extrazellularem Ca** den TRPV6 Kanal (Vennekens 2002). Der charakteristische
spannungsabhangige Einwartsstrom unter divalentfreien Bedingungen ist abhangig
von der spannungsabhangigen Bindung intrazellularer Magnesiumionen in den
Kanalporen (Vennekens 2002). Die Neutralisation eines einzelnen negativ ge-
ladenen Aspartatrests (D542A) in der Porenregion ruft eine Aufhebung der durch
Mg®" hervorgerufenen Hemmung des Kanals hervor (Voets et al., 2003). Dieser
Aspartatrest ist auch entscheidend fiir die Ca®* Selektivitat des TRPV6 Kanals (Voets
et al., 2003).

Beim Menschen gibt es aufgrund eines gekoppelten Polymorphismus zwei TRPV6
Allele, TRPV6a und TRPV6D, die sich in finf Basen unterscheiden (Wissenbach et
al., 2001). Von diesen fiinf Basenaustauschen filhren drei zu Anderungen der
Aminosauresequenz (TRPV6a: Argininrest in Position 157, Valin 378 und Threonin
681; TRPV6Dh: Cysteinrest in Position 157, Methionin 378 und Methionin 681). Erste
Genotypisierungen ergaben, dass die meisten Menschen homozygot fur die b-
Variante sind (bb), nur wenige heterozygote Trager vorkommen (ab), und keiner nur
die a-Variante aufweist (Wissenbach et al., 2001). Akey et al. zeigten, dass TRPV6b
bei Europaern und TRPV6a bei der afrikanischen Bevoélkerung bevorzugt gefunden
werden kann. Sie gehen davon aus, dass der Polymorphismus einen
Selektionsvorteil verleiht, der eine mégliche Rolle in der diatetischen Ca®" Absorption
oder T-Zell vermittelten Immunabwehr einnimmt, welcher wahrend der menschlichen
Evolution variiert (Akey et al., 2006).

Besteht eine Beziehung zwischen der Expression von TRPV6a bzw. TRPV6b und
der Inzidenz an einem Prostatakarzinom zu erkranken? Da Inzidenz und Mortalitat

dieses Tumors bei Afroamerikanern im Vergleich zu Amerikanern und besonders
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Asiaten erhoht sind, ist ein Zusammenhang denkbar (Brawley et al., 1998).
Genetische Faktoren spielen hierbei neben soziobkonomischen Bedingungen eine
entscheidende Rolle (Shavers und Brown, 2002).

Die Feststellung, dass TRPV6 im fortgeschrittenem Prostatakarzinom exprimiert wird,
kébnnte zu diagnostischen Zwecken genutzt werden, um so das weitere
therapeutische Vorgehen zu optimieren (Wissenbach et al., 2001). Substanzen, die
an TRPV6 angreifen, kbnnten zu neuen und viel versprechenden Therapieansatzen
zur Behandlung des Prostatakarzinoms beitragen. Ein  mdglicher kausaler
Zusammenhang zwischen der Expression von TRPV6a und dem Fortschreiten der
Erkrankung muss in Zukunft untersucht werden.

Besitzt die zusatzliche PKC Phosphorylierungsstelle des TRPV6a Kanals, die nicht
im TRPV6b Protein vorkommt, eine physiologische Relevanz? TRPV6a und TRPV6b
weisen trotz ihrer strukturellen Unterschiede sehr &hnliche biophysikalische
Eigenschaften auf. In wieweit durch Phosphorylierung des TRPV6a Kanals seine
Funktion im Vergleich zu TRPV6b beeinflusst wird, sollte in zuklnftigen
Experimenten untersucht werden. Dabei kdnnten elektrophysiologische Experimente
mit Aktivatoren bzw. Inhibitoren der PKC zu einer Beantwortung dieser Frage

beitragen.
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