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1 Zusammenfassung (deutsch und englisch)

Die nicht selektiven Kationenkanale Transient Rezeptor Potential Canonical (TRPC) 4 und
5 (TRPC4, TRPC5) sind nah miteinander verwandt und in ihrer Aminosauresequenz zu 65%
identisch. Aktiviert werden die Kanale Uber die Phosphoinositol-Kaskade. In der vorliegenden
Arbeit wurde ein evolutionar konservierter Glycinrest im zytosolischen S4-S5 Linker von den
Proteinen durch polare Aminosauren ersetzt. Diese Mutation zwingt die Kanale in eine
konstitutiv offene Konformation. Die Expression der TRPC4gs03s und TRPC5¢s04s Proteine in
HEK293 Zellen bewirkt eine Apoptose, diese konnte durch Reduktion des extrazellularen
Ca?" (Zugabe Kalziumchelator EGTA ins Medium) inhibiert werden. In fluoreszenz-basierten
zytosolischen Ca®* Messungen konnte nach Expression der Mutanten ein vermehrter
Kalziumeinstrom gemessen werden. Vermutlich wird die Apoptose der Zellen durch eine
Uberladung mit Ca*" lonen ausgeldst. Der Zelltod konnte mit durchflusszytometrischen
Apoptoseessays bestatigt werden und mit den unspezifischen TRP Kanalblockern
SKF96365 und dreiwertigen Lanthan-lonen reduziert werden. Im Gegensatz fihrt die
Expression der TRPC1gs06s Mutante nicht zu einem erhdhten Kalziumeinstrom und die
TRPC1gs0ss-€xprimierende Zellen werden nicht apoptotisch. Ein Homologiemodell,
basierend auf der bekannten Struktur des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv1.2, zeigt
als maoglichen Interaktionspartner fir die polaren Aminosauren einen konservierten Serinrest
in der C-terminalen S6 Helix des TRPC4 Proteins. Tatsachlich fiihrt eine zweite Mutation
S623A in der TRPC4gs03s Mutante in Patch Clamp Experimenten (Andreas Beck) wieder zu
einer geringeren Kanalaktivitdt. Offensichtlich kann die Mutation S623A den Effekt der
Mutation G503S in TRPC4 zumindest teilweise kompensieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der S4/S5 Linker kritisch fur das Gating von TRPC4/5
Kanalen ist und dass eine Anderung seiner Sequenz zu einer Kanaldffnung unabhéngig von

anderen Faktoren fihren kann.



Molecular cloning and functional characterization of TRPC1, 4 and 5 proteins containing a

point mutation of a conserved glycine residue in the S4-S5 linker.

The nonselective cation channels Transient Receptor Potential Canonical (TRPC) 4 and 5
(TRPC4, TRPC5) are closely related and share 65% amino acid sequence identity. They are
activated by stimulation of receptors coupled to the phosphoinositide cascade. In this work
we replaced a conserved glycine residue within the cytosolic S4-S5 linker of the
aforementioned proteins by polar residues. This mutation forces the TRPC4 and TRPC5
channels into an open conformation. The expression of TRPC4gs03s and TRPC5¢s04s mutants
in HEK293 cells causes apoptosis, which could be prevented by reducing the extracellular
Ca*" concentration of the culture medium. Fluorescence-based cytosolic Ca** measurements
showed increased Ca** Influx in the mutant TRPC4gsoss and TRPCS5 gspss-expressing cells.
Apoptosis is presumably triggered by Ca** overload. Apoptosis could be confirmed by flow
cytometry and prevented by the unspecific channel blockers of TRP channels SKF96365 and
trivalent Lanthanum ions. In contrast, expression of the TRPC1ss06s mutant does not lead to
an increased calcium influx and TRPC1gsps-€xpressing cells do not show apoptosis.
Modeling of TRPC4, based on the known structure of the voltage-gated potassium channel
Kv1.2, predicts a conserved serin residue within the C- terminal sequence of the S6 helix as
potential interaction site. Introduction of a second mutation, S623A, into TRPC4gspss
supressed the constitutive activation in patch-clamp experiments (Andreas Beck). Apparently,
the mutation S623A is able to partly compensate the effects by the G503S mutation in
TRPCA.

These results indicate that the S4-S5 linker is a critical constituent of TRPC4/C5 channel
gating and that disturbance of its sequence allows channel opening independent of any

sensor domain.



2 Einleitung
2.1 Kalzium

»In furnaces of the stars the elements evolved from hydrogen. When oxygen and neon
captured successive a particles, the element calcium was born. Roughly 10 billion years later,
cell membranes began to parse the world by charge, temporarily and locally defying
relentless entropy. To adapt to changing environments, cells must signal, and signaling
requires messengers whose concentration varies with time. Filling this role, calcium ions

(Ca**) and phosphate ions have come to rule Ca** signaling.“ (Clapham et al. 1995)

Kalzium spielt als eines der zentralen Signalmolekiile eine herausragende Rolle fiir
verschiedenste physiologische Prozesse. Es ist nicht nur wichtig fir die einzelne Zelle,
sondern genauso fir die Homoostase des gesamten Organismus. 99% des Kalziums
befinden sich im Knochen (ca. 1000 g) als Kalziumphosphatverbindung. Sowohl die
intrazelluldare als auch die extrazellulare Kalziumkonzentration unterliegt strengen
Regulationsmechanismen, die flr einen relativ konstanten Kalziumspiegel in beiden
Kompartimenten sorgen. Mit Blick auf die Wichtigkeit eines konstanten Kalziumspiegels fur
die einzelne Zelle wird schnell klar wie essentiell der Pegel im Blut fir den Organismus ist
(Herold et al., 2011). Im Serum liegen 2.2 bis 2.6 mmol/L Kalzium vor. Davon sind 45% an
Eiweil} gebunden, 5% Komplexgebunden an Anionen wie Bikarbonat, Zitrat und Phosphat
und 50% liegen als freie lonen (Ca*) vor. Viele unterschiedliche Erkrankungen sind mit dem
Kalziumhaushalt des Korpers assoziiert. Zum Beispiel endokrine Erkrankungen wie Hypo-
und Hyperparathyreodismus sowie Knochenerkrankungen wie Osteomalazie, Rachitis und

Osteoporose.

2.1.1 Kalzium als Signalbotenstoff

Auf zellularer Ebene spielt Kalzium vor allem eine Rolle als Signalbotenstoff (second
messenger). Proteine werden in ihrer Funktion durch ihre Ladung und ihre Form beeinflusst.
Die Fahigkeit von Kalzium (und Phosphat) das lokale elektrostatische Feld und somit die
Konformation der Proteine zu beeinflussen ist der Mechanismus mit dem Kalizum als
Signalmolekil agiert (Clapham et al. 1995). Diesbezlglich spielen beispielsweise Kalzium-
bindende Adapter-Proteine wie Calmodulin (CaM) eine herausragende Rolle. Daneben gibt
es noch viele weitere Proteine und Strukturen, die Kalzium binden und somit an der

Signalweiterleitung beteiligt sind (Elies et al. 2020).



Im Gegensatz zum Extrazellularraum ist die Kalziumkonzentration im Zytosol nicht-
erregbarer Zellen mit etwa 100 nM in Ruhe um das 10.000-fache niedriger. Der riesige
Gradient tiber der Zellmembran ist die Grundlage fiir die Signaleigenschaft von Ca®*. Dieser
Gradient wird durch Molekiile wie die Plasmamembran Ca*-ATPase (PMCA), die Sarko-
Endoplasmatische Retikulum Calcium ATPase (SERCA) und den Na‘*/Ca* Austauscher
(NCX) aufrechterhalten. Dabei transportiert die Zelle stindig Ca** aus dem Zytosol in den
Extrazellularraum und in die intrazelluldaren Ca®* Speicher des Endo- bzw.

Sarkoplasmatischen Retikulum. Hierflir verwendet sie einen GroRteil ihrer Energie.

,Like Sisyphus, ATPase pumps are condemned to push Ca*" uphill for etemity into the

endoplasmatic reticulum (ER) or out of the cell.“ (Clapham et al. 1995)

Zu den Ca®'-permeablen lonenkandlen in der Plasmamembran gehéren die Ca*-
selektiven Spannungs-aktivierten Ca?* Kanale (VOCCs - voltage-operated calcium channels;
L-, N-, P/Q-, R-, T-Typ), Speicher-aktivierten Ca** Kanéle (SOCCs — store-operated calcium
channels; Orai1-3) sowie TRPV5 und TRPV6 aus der Familie der Transient Rezeptor
Potential (TRP) Kanale (siehe 2.2). Daneben gibt es noch eine Reihe nicht-selektiver
Kationenkanale, wie Second-messenger-aktivierte Kationenkanadle (SMOCs - second
messenger-operated channels), Liganden- bzw. Rezeptorgesteuerte Kationenkanale (ROCs
— receptor-operated channels; z.B. nACh-R, NMDA-R, P,;X-R), mechanisch aktivierte
Kationenkanale (z.B. Piezo1) und weitere, nicht-selektive TRP Kanale, die neben Na* auch
fir Ca®* permeabel sind. Es existieren auRerdem Zell-zu-Zell Kontakte (Gap-Junctions), die
den Ubertritt von Kalziumionen von einer Zelle in die Andere erméglichen (Goodenough und
Paul et al. 2009). lonenkanale stellen modifizierbare Verbindungen zwischen dem Intra- und
Extrazellularraum einerseits und den verschiedenen Kompartimenten andererseits her. Sie
reagieren auf eine Stimulation bzw. Inhibition indem sie Ihre Offenwahrscheinlichkeit andern
wobei sich der lonenstrom, im Falle der Ca®*-permeablen lonenkanale der Ca?*-Strom, und
somit die lonen- bzw. Ca?-Konzentration in den verschiedenen Kompartimenten andern.
Diese Strome und die Anderungen vor allem der intrazellularen Kalziumkonzentration sind es

letztendlich, die die Informationen fir die Zelle kodieren.

Neben Kalziumeinstrom kann ein zytosolischer Ca?* Anstieg auch durch
Kalziumfreisetzung aus intrazellularen Speichern stattfinden (Striggow und Ehrlich et al.
1996). So wird beispielsweise Uber Gg-gekoppelte Rezeptoren in der Plasmamembran die
Phospholipase C (PLC) aktiviert. Diese katalysiert eine Umwandlung von
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP;) zu Inositol-1,4,5-triphosphat  (IP;) und
Diacylglycerol (DAG). IP; bewirkt eine Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen
Retikulum durch die Ca**-selektiven IPs-Rezeptorkanale (Yoshida und Imai et al. 1997). Ein
anderes Beispiel sind Ryanodinrezeptoren (RyR) in z.B. Muskelzellen, die Kalzium aus dem

Sarkoplasmatischen Retikulum freisetzen. RyR Rezeptoren gibt es auch in anderen Zellen,
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nicht nur in Muskelzellen, z.B. in den Purkinjezellen des Kleinhirns und in der
Herzmuskulatur (Zucchi und Ronca-Testoni et al. 1997).

2.1.2 Apoptose

Kalzium spielt eine zentrale Rolle in der Signalverarbeitung und Signalweiterleitung im
Organismus. Mittlerweile ist bekannt, dass die Uberladung von Zellen mit Kalziumionen

sowohl Apoptose als auch Nekrose auslésen kann.

Apoptose ist der physiologisch definierte Zelltod, der durch eine Volumenabnahme der
Zellen, eine Aufteilung der Zellen in Plasmamembranblaschen und eine Kondensation sowie
eine Fragmentation von Nukleinsduren gekennzeichnet ist. Im Gegensatz dazu resultiert
eine Nekrose, der so genannte einfachen Zelltod, aus einer homdostatischen Insuffizienz.
Bei der Apoptose lauft der Zelltod geregelt ab. Dies dient zum Beispiel der Morphogenese
des Organismus in der Embryonalentwicklung oder der Kontrolle des Umsatzes eines
Gewebes beim erwachsenen Organismus, dem ,Zellselbstmord” bei einem Virusbefall oder

aber einer Begrenzung des Tumorwachstums (Robertson et al. 2000).

Kalzium als , Todestrigger” (Orrenius et al. 2003), wurde erstmals von Fleckenstein et al.
1980 (Fleckenstein und Fleckenstein-Grin et al. 1980) beschrieben. Die Autoren erklarten,
dass ein exzessiver Ca?-Einstrom in Myozyten im Herzen der Mechanismus sein kdnnte,
durch den die Myozyten im Falle einer Ischamie zu Grunde gehen. Inzwischen ist bekannt,
dass der Kalziumhaushalt der Zelle eng mit den sogenannten Caspasen verwoben ist. Die
Caspasen sind Proteasen und die hauptausfihrenden Proteine der Apoptose. Kalzium kann
auf verschiedenen Wegen zu deren Aktivierung und somit zur Einleitung der Apoptose
beitragen (Elmore et al. 2007).

2.2 TRP Kandle

Die 28 Mitglieder der Transient Rezeptor Potential Kanal (TRP) Familie bei Mausen (bzw.
27 beim Menschen) (Flockerzi und Nilius 2007) sind Kationenkanale und werden in
verschiedene Subfamilien unterteilt (Abb. 2-1). Dazu gehéren die Gruppen der
,Canonical® bzw. TRPC Kanale, ,Melastatin“ bzw. TRPM Kanale, ,Vanilloid“ bzw. TRPV
Kanéle, ,Ankyrin“ bzw. TRPA1 Kanal, ,Polycystin“ bzw. TRPP Kanale, und ,Mucolipin“ bzw.
TRPML Kanale.
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Abbildung 2-1: 28 Mitglieder der TRP Familie bei den Saugetieren (6 Subfamilien). (modifiziert
nach Clapham 2003)

Das erste Mitglied der TRP Familie wurde bei einer Mutante der Drosophila Melanogaster
Fliege entdeckt (Hardie und Minke et al. 1992). Im Elektroretinogramm dieser Mutante wurde,
solange ein Lichtreiz vorhanden war, statt einer andauernden Depolarisation (Einwartsstrom)
lediglich ein vorubergehendes (transientes) Rezeptorpotential bzw. ein transienter Strom
gemessen. Diese Charakteristik der loss-of-function Mutanten war namensgebend fir das
TRP (Transient Rezeptor Potential) Gen (Hardie und Minke et al. 1992; Minke et al. 1977,
Montell et al. 1985; Montell und Rubin et al. 1989) welches flir ein kationenpermeables

lonenkanalprotein in der Plasmamembran von Photorezeptorzellen kodiert.

TRP Proteine wurden in den verschiedensten Organismen identifiziert. So sind bei der
Fliege 16, beim Fisch 25 und bei der Maus 28 TRP Proteine bekannt. Beim Menschen sind
27 TRPs bekannt, da TRPC2 hier lediglich ein Pseudogen darstellt (Venkatachalam 2007).
Es wird angenommen, dal die evolutionar altesten TRP Kanale in Protozoen, Chlorophyten
(Grinalgen), Choanoflagellaten, Hefe und Pilzen primar reine Chemo-, Thermo- und
Mechanosensoren sind (Cai et al. 2008; Fox et al. 2008; Chang et al. 2010; Wheeler und
Brownlee et al. 2008). In Saugetieren Ubernehmen die TRP Proteine teils ahnliche
Funktionen. Sie sind z.B. an der chemischen Reizdetektion und der elektrischen
Impulsweiterleitung im Rahmen verschiedener sensorischer Prozesse wie z.B. der Schmerz-
oder Temperaturwahrnehmung (Caterina et al. 1997; Clapham et al. 1995) bei der
Regulation der Fertilisierung, des Zellzyklus und der Zelldifferenzierung sowie der Regulation
des Gefaltonus (Freichel et al. 2001) beteiligt. Als Temperatursensoren werden z.B. TRPV1
(>43°), TRVPV2 (>52°), TRPV3 (>30-39°), TRPV4 (>25-35°) und TRPM3 (>30-45°) an der
Wahrnehmung von heissen und warmen Reizen, sowie TRPM8 (<20-28°) und TRPA1 (<17°)
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an der Wahrnehmung von kalten und kiihlen Reizen diskutiert (Caterina et al. 1997; Caterina
et al. 1999; Guler et al. 2002; Peier et al. 2002b; Smith et al. 2002; Watanabe et al. 2002; Xu
et al. 2002; Wagner et al. 2008; Vriens et al. 2011; McKemy et al. 2002; Peier et al. 2002a;
Karashima et al. 2009; Story et al. 2003; Bandell et al. 2004; Sawada et al. 2007; Lépez-
Gonzalez et al. 2017) Ausserdem wurde TRPM2 als hypothalamischer Temperatursensor im

Zusammenhang mit Fiebersenkung und Hypothermie beschrieben (Song et al. 2016).

Die meisten TRP Kanéle sind in der Plasmamembran lokalisiert, manche sind jedoch in
den Membranen der intrazellularen Organellen, wie z.B. in Endosomen und Lysosomen
vertreten (Dong et al. 2010). Als funktionelle Regulatoren der intrazellularen
Kalziumkonzentration spielen sie eine wichtige Rolle fiir viele verschiedene physiologische

Prozesse.

Gemeinsam ist allen TRP Proteinen der grundsétzliche strukturelle Aufbau (Abbildung 2-2,
oben). Sie bestehen aus 6 Transmembrandomanen (S1-S6) mit intrazellularem N- und C-
Terminus. AulRerdem ist den Kanalen eine Schleife zwischen S5 und S6 gemeinsam (S5-S6
Loop) (Gaudet et al. 2008), der die Pore des Kanals formt. Die Lange der zytosolischen N-
und C-terminalen Reste variiert stark. Typischerweise liegen bei den TRPC Kanalen am N-
Terminus mehrere Ankyrinreste vor. C-terminal befindet sich die sogenannte TRP-Box,
welche wahrscheinlich eine Interaktionsstelle fir PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphonat) darstellt, eine CIRB-Doméane (Calmodulin und IP; Rezeptor binding domain),
an die Calmodulin binden kann, eine EF-Hand, an die Kalzium direkt binden kann und — im
Falle von TRPC4 und TRPC5 — eine PDZ-Doméne (Proteininteraktionsdoméne). Uber die
PDZ-Domane interagieren TRPC4 und TRPC5 beispielsweise mit dem Na*/H*-Austauscher
oder Signalmolekilen wie PLCB1 (Venkatachalam et al. 2007). Desweiteren konnte gezeigt
werden, dass die PDZ-Doméane in TRPC4 die Lokalisation des Proteins in der
Plasmamembran kontrolliert (Mery et al. 2002) und als Interaktionsstelle fiir NHERFI (Na*/H*
exchanger regulatory cofactor 1) die Diacylglycerol-abhangige Aktivitdt von TRPC4 und
TRPCS5 reguliert (Storch et al. 2017).

Mittlerweile ist die Kristallstruktur vieler TRP Proteine bzw. Kanale bekannt (zur Ubersicht
siehe z.B. (Wang et al. 2020)). Die meisten TRP-Kanale formen Tetramere aus vier gleichen
Proteinen (Homotertramer), wobei die tetramere Struktur der TRP Kanale sehr dhnlich denen
der Spannungs-aktivierten Kalium (Kv) Kanale ist. Es finden sich immer mehr Evidenzen,
dass auch eine heteromultimere Zusammenlagerung einzelner Untereinheiten verschiedener
Mitglieder einer TRP Subfamilie erfolgen kann, und zu funktionell einzigartigen
Kanalkomplexen fiihrt. Dies wurde z.B. im Falle von TRPC1 und TRPC4/TRPCS5 in
Neuronen und in heterologer Expression gezeigt (Stribing et al. 2001; Storch et al. 2012;
Broker-Lai et al. 2017b).
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2.2.1 TRPC Kanale

Die TRPC Unterfamilie ist wiederrum in vier Subgruppen unterteilt: TRPC1, TRPC2,
TRPC3/6/7 und TRPC4/5. Teils wird in der Literatur auch eine andere Einteilung
vorgenommen und TRPC1 wird zu TRPC4/5 gezahlt (Wu et al. 2010). Einige TRPs wurden
anhand ihrer Funktion oder Assoziation mit Krankheiten entdeckt. Die meisten TRPC Kanale
wurden jedoch anhand lhrer Sequenzhomologie zum Drosophila TRP Protein identifiziert.
Die Einteilung erfolgte ebenfalls aufgrund der Strukturhomologie (Struktur siehe Abbildung 2-
2). Grundsatzlich sind TRPC Kandle Ca*-permeable Kationenkanile. Das
Selektivitatsverhaltnis Pc./Pna  variiert hier allerdings stark zwischen den einzelnen
Familienmitgliedern (Flockerzi und Nilius et al. 2007). Mit ein paar Ausnahmen werden die
TRPC Kanale breit, d.h. in vielen unterschiedlichen Geweben exprimiert. Die meisten
Zelltypen enthalten verschiedene TRPC Kanéle (Montell et al. 2005). Die funktionelle
Untersuchung der TRPC Proteine ist unter anderem durch die Moglichkeit der Bildung
heteromerer Kanale sehr komplex. Es konnte gezeigt werden, dass TRPC1 mit TRPC4 und
TRPC5 und die Subfamilien TRPC4/5 und TRPC3/6/7 untereinander heteromerisieren.
Dabei weichen die Eigenschaften der heteromeren Kanale jeweils signifikant von den
korrespondierenden homomeren Kanalkomplexen ab (Stribing et al. 2001; Goel et al. 2002;
Hofmann et al. 2002; Strlibing et al. 2003; Schilling und Goel et al. 2004).

Die Aktivierung von TRPC Kanalen erfolgt vorwiegend Uber verschiedene Isoformen der
Phospholipase C (PLC). Die PLC katalysiert die Umwandlung von PIP; zu IP; und DAG und
wird zum Beispiel aktiviert durch Gg-gekoppelte Rezeptoren und verschiedene Rezeptor-
Tyrosinkinasen. TRPC2/3/6/7 werden dabei sehr wahrscheinlich direkt durch das
freigesetzte DAG aktiviert (Beck et al. 2006; Lucas et al. 2003). Mittlerweile gibt es jedoch
auch Arbeiten, die auf eine DAG-vermittelte Aktivierung von TRPC4 und TRPC5 hinweisen
(Mederos y Schnitzler et al. 2018; Storch et al. 2017). Die durch IP; vermittelte
Kalziumfreisetzung aktiviert den sogenannten Speicher-aktivierten Ca*" Einstrom (SOCE —
store-operated calcium entry), der vorwiegend durch die Ca?*-selektiven ORAI Kanéle
(ORAI1-3) vermittelt wird (Vig et al. 2006). Diese werden durch direkte Interaktion mit dem
Ca**-Sensor im Endoplasmatischen Retikulum, dem Stromal Interaction Molecule (STIM1, 2)
aktiviert. Nach wie vor werden auch einige der TRPC Proteine zu den Speicher-aktivierten
Kanalen gezahlt, wobei diese vor Entdeckung der ORAI Proteine als die wichtigsten SOCE
Kanale in Betracht gezogen wurden. Méglicherweise interagieren ORAI, STIM1 und Vertreter
der TRPC Kanale miteinander und beeinflussen sich gegenseitig (Ambudkar et al. 2007; Lu
et al. 2010; Liao et al. 2007).

Da es an gut funktionierenden Antikdrpern mangelt wurde die Gewebedistribution der
TRPC Isoformen bisher hauptsachlich mittels mRNA untersucht (Fowler et al. 2007; Li et al.

1999; Riccio et al. 2002). Neuere Studien verwenden Gentargeting-Strategien (z.B. Gber eine
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Cre-Rekombinase) um Zellen, die bestimmte Proteine wie z.B. TRP Proteine exprimieren, in
Reportermauslinien zu markieren (Wyatt et al. 2017). Zudem haben funktionelle Studien
einen Beitrag zum Wissen Uber die Rolle von TRP Kandlen in Physiologie und
Pathophysiologie geliefert. Darunter TRPC knockout Mause (Freichel et al. 2005), natlrlich
auftretende TRPC Mutationen in Mensch und Tier (Becker et al. 2009; Reiser et al. 2005;
Winn et al. 2005) und neu entwickelte "small molecules" als Agonisten und Antagonisten
(Just et al. 2018; Seo et al. 2014; Yang et al. 2015b; Zhou et al. 2018).

A s 52 53 S4 S8 S6
TRP Box
EF Hend
CIRB w4 C
Ca2+/Na+
N
B AnkR
Gewichtszunahme, Funktionsstorung
ci s . der Speicheldriisensekretion

' Beeintrachtigung der Gefassfunktion;
S > C4-/- _ Verianderungen
: im 5-HT vermittelten GABA release
C5 -/-

- Weniger angstlich

Abbildung 2-2: (A) Schematischer Aufbau eines TRPC lonenkanals. Der lonenkanal besteht aus 6
Transmembransegmenten (S1-S6). N-terminal befinden sich Ankyrinreste (AnkR). C-terminal befinden
sich auf der zytoplasmatischen Seite die TRP-Box, die Calmodulin und IP; Rezeptor Bindedomane
(CIRB), eine EF-Hand und die PDZ-Domane. Die genaue Funktion der TRP-Box ist unklar, PIP,
scheint hier zu binden. Die EF-Hand ist eine ,helix-loop-helix“ Struktur, an der Kalzium binden kann.
PDZ steht flr postsynaptic density 95/disc-large/zona occludens und ist ein gelaufiges
Proteininteraktionsmotiv. (B) Kurziiberblick zum Phanotyp von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 knock-
out Mausen.

2.2.1.1 Das TRPC1 Membranprotein
TRPC1 war das als erstes entdeckte Mitglied der Unterfamilie der TRPC Proteine.

Erstmals beschrieben wurde der Kanal von 1996 von Zitt und Mitarbeitenden (Zitt et al 1996).
Trotz der relativ frihen Entdeckung des Kanals wird immer noch debattiert, ob er selbst
Uberhaupt homomere funktionierende Kanale bilden kann oder nicht. TRPC1 wurde
zunachst als Speicher-aktivierter oder Dehnungs-aktivierter lonenkanal vorgeschlagen (Zitt
et al. 1996; Maroto et al. 2005). Einige Arbeiten weisen darauf hin, dass TRPC1 uber die
Interaktion mit STIM1 und ORAI1 zum Speicher-aktivierten Ca®* Einstrom beitragt
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(Ambudkar et al. 2007; Liu et al. 2007; Cheng et al. 2008). Eine Uberexpression von TRPC1
hat keine messbaren Strome zur Folge die von den Hintergrundstromen abgrenzt werden
konnten (Lintschinger et al. 2000), und nur eine Hand voll Arbeiten beschreibt mogliche
endogene (STIM-aktivierte) TRPC1-abhangige Strome z.B. in Zellen aus der Speicheldrise
der Maus (Cheng et al. 2011; Ong et al. 2012).

Es gibt zunehmend Evidenzen, dass TRPC1 priméar als heteromerer Interaktionspartner
fur andere TRPC Kanale (Wu et al. 2010; Storch et al. 2012; Strlbing et al. 2001; Beck et al.
2017), aber auch TRPP2 (Tsiokas et al. 1999), TRPV4 (Ma et al. 2010) und TRPV6 (Schindl
et al. 2012) dient, und deren Eigenschaften und Aktivitdt moduliert. Der heteromere
TRPC1/C4 Kanal weist z.B. eine geringere Permeabilitit fiir Ca** auf als der homomere
TRPC4 Kanal (Storch et al. 2012).

In hippokampalen Neuronen scheinen die heteromeren TRPC1/C4 bzw. TRPC1/C5
Kanale am Zellkérper lokalisiert zu sein, wahrend die homomeren TRPC4 und TRPC5
Kanale sowohl am Zellkdrper als auch in der Peripherie (Dendriten, Axone) zu finden sind
(Clapham et al. 2001; Stribing et al. 2003). TRPC1 wird scheinbar Gber den metabotropen
Glutamat Rezeptor (mGIuR1) aktiviert und ist moglicherweise am erregenden
postsynaptischen Potential (EPSP) beteiligt (Kim et al. 2003). TRPC1 hat ein breites
Expressionsmuster und ist z.B. in Endothelzellen (Kamouchi et al. 1999; Nilius und
Droogmans et al. 2001), Thrombozyten (Authi et al. 2007), glatter Muskulatur (Dietrich et al.
2006) und B-Lymphozyten (Mori et al. 2002) nachgewiesen. In TRPC1 knock-out Mausen ist
die Funktion der Speicheldriisen sehr wahrscheinlich aufgrund verminderter Ausschuttung

von Neurotransmittern herabgesetzt (Liu et al. 2007).

Aufgrund der Abwesenheit einer eindeutigen Aktivitdt homomerer TRPC1 Kanale gibt es
kaum Studien zur Pharmakologie von TRPC1. Maitotoxin scheint selektive TRPC1-
abhangige Kationenstrome in Saugerzellen und Xenopus Oocyten zu aktivieren, die nicht
von TRPC4 abhangen (Brereton et al. 2001). HC-070 und HC-608 (Pico145) inhibieren in
picomolaren Konzentrationen homomere TRPC4 und TRPC5 sowie heteromere TRPC1/C4
und TRPC1/C5 Kanéale (Rubaiy et al. 2017a; Just et al. 2018).

Zusammenfassend bleibt TRPC1 auch 24 Jahre nach seiner Entdeckung in vielen Dingen
immer noch ratselhaft. Die Evidenz, dass der Kanal als Heteromerisierungs- und somit

Regulationspartner fir andere TRPC Kanale dient verdichtet sich jedoch sehr.

2.2.1.2 Das TRPC4 Membranprotein

Der Selektivitatsquotient (Pc./Pna) von TRPC4 betragt etwa 1 (Montell et al. 2005). Es
existieren zwei Splicevarianten des Kanals, TRPC4 beta/short und TRPC4 alpha/long
(Cavalié et al. 2007). TRPC4 wird im Endothel glatter Muskulatur (Beech et al. 2005;
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Tiruppathi et al. 2006) intestinalen Schrittmacherzellen (ICC) (Kim et al. 2006) in vielen
Hirnregionen (Zechel et al. 2007), den Nebennieren (Philipp et al. 2000) und den Nieren
(Freichel et al. 2001) exprimiert. In glatten Muskelzellen werden TRPC4 Kanéle durch
muskarinische Acetylcholinrezeptoren aktiviert und sind zu 80% flr den muskarinischen
Rezeptor-induzierten Kationenstrom verantwortlich (mlcat) In TRPC4-/- Knock-out Mausen
konnten ein reduzierter Ca**-Einstrom und Vasorelaxation im GefaRendothel nachgewiesen
werden (Freichel et al. 2001) Auf makroskopischer Ebene zeigen die knock-out Mause keine
Auffalligkeiten. In einer anderen Studie mit TRPC4-/- Mausen wurde festgestellt, dass
TRPC4 scheinbar an der 5-HT (5-Hydroxytryptamin bzw. Serotonin) abhangigen GABA

Freisetzung in Thalamusneuronen beteiligt ist (Munsch et al. 2003).

Verschiedene Substanzen beeinflussen die Expression von TRPC4 Kanalen. EPAC
(exchange factor directly activated by cAMP) bewirkt eine vermehrte Expression von TRPC3
und TRPC4 Proteinen und einen vermehrten SOCE in Kardiomyozyten bei einem insgesamt
proarrhythmischem Effekt (Dominguez-Rodriguez et al. 2015) Lipopolysaccharide (LPS) und
,bone morphogenic protein 4“ (BMP4) induzieren eine Proliferation von pulmonalarteriellen
Muskelzellen durch die vermehrte Expression von TRPC1, TRPC6 und wahrscheinlich auch
TRPC4 (Boucherat und Bonnet et al. 2015; Jiang et al. 2016; Wang et al. 2015; Zhang et al.
2014). Topotecan (TPT), ein Topoisomeraseinhibitor der in der Krebstherapie verwendet
wird, zeigte eine Verbesserung der Hypoxie-induzierten pulmonalarteriellen Hypertonie durch
Suppression der vermehrten Expression des ,hypoxia-inducible factor 10“ (HIF-1a) sowie
TRPC1, C4 und C6 (Jiang et al. 2018). Inzwischen wurden diverse Modulatoren von TRPC4

beschrieben, die in Tabelle 2-1 zusammengefasst sind.

Stimulation (ECs) | Inhibition (ICso) Referenz

Englerin A 11.2 uM (Akbulut et al. 2015)
SKF 96365 10 uM (Zholos et al. 2000)
NO / SNAP >300 uM (Yoshida et al. 2006)
[Ca®"]; (alleine nicht) 12 uyM 28 uM (Thakur et al. 2016)
PIP,/ Carbachol 7 uM (Otsuguro et al. 2008)
2-APB 3 uM (Ozaki et al. 2013)
Gd* 101nM (Flemming et al. 2003)
HC-608 / Pico145 1.3 nM (Rubaiy et al. 2017b)
La* 1-100 uM >1 mM (Schaefer et al. 2002)
ML204 1-3 uM (Miller et al. 2011)
MO084 8-10 uM (Yang et al. 2015b)
HC-070 42.1-49.9 uyM (Just et al. 2018)
A54 62nM (Rubaiy et al. 2018a)
Tonantzitlolon (TZL) 123 nM (Rubaiy et al. 2018a)

Tabelle 2-1: Stimulierende und inhibierende Faktoren fiir den TRPC4 Kanal.
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ML204 flhrte im Rattenmodell flir Eingeweideschmerz (induziert durch Senfdl) zu einer
dosisabhangigen Schmerzreduktion ohne kardiovaskulare- oder andere unerwilnschte
Arzneimitteleffekte (Westlund et al. 2014). Zudem flhrte eine Mikroinjektion von ML204 in
die Amygdala im Rattenmodell fir neuropathischen Schmerz zu einer dosisabhangigen
verminderten mechanischen Hypersensitivitat des verletzten Beins und zu vermindertem
Schmerzverhalten (Wei et al. 2015) Fir TRPC4 und TRPC5 wurde gezeigt, dass sie eine
Rolle bei Angstverhalten spielen (Riccio et al. 2009; Riccio et al. 2014). Tatsachlich flhrte
eine intraperitoneale Einzeldosis von MO084 in Mausen zu einer antidepressiven und
anxiolytischen Wirkung (Yang et al. 2015b). Auch HC-070, ein weiterer TRPC4/C5 Inhibitor,
zeigte einen anxiolytischen und antidepressiven Effekt in Mausen nach oraler Administration
(Just et al. 2018). Der TRPC4/C5 Agonist (-)-Englerin A (gewonnen aus Phyllanthus engleri)
wirkt schon im nanomolaren Konzentrationsbereich hochtoxisch auf
Nierenzellkarzinomzellen (Akbulut et al. 2015). Neuerdings wird davon ausgegangen, dass
die Zytotoxizitdt von Englerin A auf einem vermehrten Natriumeinstrom durch heteromere
TRPC1/C4 Kanale basiert (Ludlow et al. 2017). Tonantzitlolon (TZL) aus Euphorbiaceae
zeigt ahnlich wie Englerin A eine Zytotoxizitat auf bestimmte Krebszellen einschliesslich
Nierenzellkarzinomzellen, wobei auch hier die Aktivierung von TRPC4 bzw. TRPC1/C4 im
Vordergrund steht (Rubaiy et al. 2018b).

Einzigartig fur TRPC4 und TRPCS5 ist das Vorhandensein einer extrazellularen
Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen, die funf Aminosauren entfernt vom Linker zwischen
S5 und der Porenhelix des gleichen Protomers lokalisiert sind, sowie eine intrazellulare
Kationenbindestelle (am ehesten fur Natriumionen) die von zwei Resten (E417, Q420 in
TRPC4; E418, E421 in TRPC5) in S2 und zwei weiteren Resten (N435, D438 in TRPC4;
N436, D439 in TRPC5) in S3 gebildet wird (die angegeben Aminosaurepostionen beziehen
sich auf die TRPC4 bzw. TRPC5 Sequenz der Maus). Die Disulfidbriicke scheint wichtig fur
die Redox-Wahrmehmung von TRPC4 und TRPC5 zu sein, die funktionelle Signifikanz der
Kationenbindestelle ist noch unklar. Interessanterweise zeigen TRPC4 und TRPCS in
elektrophysiologischen Experimenten grossere Einwartsstrome wenn die Zellen in Cs'-
haltiger Badlésung gehalten wurden, statt in Na*-haltiger Loésung (Sung et al. 2011). Diese
Tatsache wurde verwendet konstitutive Kanalaktivitat zu messen, die mittels der normalen
Na*-haltigen physiologischen Elektrolytldsung nicht detektiert werden kann (Jeon et al. 2012;
Jeon et al. 2016). Moéglicherweise bewirkt die Natriumbindestelle also eine Inhibierung von
TRPC4/C5 durch intrazellulares Natrium.

2.2.1.3 Das TRPC5 Membranprotein

TRPC5 wird vor allem im zentralen Nervensystem (Hippocampus, Cerebellum, Amygdala,

sensorischen Neuronen und Retina) exprimiert (Hofmann et al. 2000; Zholos 2014). In vitro
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und im ZNS kann TRPC5 mit TRPC1 heteromerisieren. Diese heteromere Kandale spielen
womoglich eine wichtige Rolle fur die Hirnentwicklung (Striibing et al. 2001). In Neuronen
wird TRPC5 in Vesikeln zum Ende des Axons transportiert, welche neben TRPC5 auch
Synaptogamin und Stathmin-2 enthalten (Greka et al. 2003). Synaptogamine steuern als
Ca** Sensoren die Freisetzung von Neurotransmittern. Stathmin-2 reguliert die
Mikrotubulifunktion. TRPC5 ist aulterdem am Arbeitsgedachtnis beteiligt (Zhang et al. 2011).
Anhand einer TRPC5(-/-) Knock-out Maus konnte gezeigt werden, dass TRPC5 wichtig fur
die Funktion der Amygdala ist. Die Kock-out Mause zeigten signifikant weniger angstliches
Verhalten (Riccio et al. 2009). Die vesikulare, subzellulare Lokalisation von TRPC5 wird
uber EGF-RKT, eine Rezeptor-Tyrosinkinase, gesteuert (Bezzerides et al. 2004). Dieser
Prozess spielt eine Rolle in der Regulation der Lange von hippokampalen Neuronen und

ihrer Morphologie (Zhang et al. 2011).

TRPC5 scheint wichtig fir die Pathogenese von Nierenerkrankungen, inklusive der
Fokalen Segmentalen Glomerulosklerose zu sein (FSGS; (Schaldecker et al. 2013; Zhou et
al. 2017)). Es wird diskutiert, oo TRPC5 und TRPC6 sich bei der Entwicklung des Aktin-
Zytoskeletts und somit der Podozytenkontraktilitdt via Rac1 und RhoA antagonisieren (Greka
und Mundel et al. 2011). Allerdings wird in diesem Zusammenhang die Rolle von TRPC5 in
der Nierenfunktion neu diskutiert, da in einer TRPC5 gain-of-function Maus keine Proteinurie,

die typisch fur eine FSGS ist, festgestellt werden konnte (Wang et al. 2018).

TRPC5 zeichnet sich durch einen besonderen Aktivierungs/Deaktivierungs Zyklus aus.
Dabei andert sich die Stromspannungskurve des Kanals je nach Phase des Zyklus (Obukhov
und Nowycky et al. 2008). Der Phaseniibergang kann durch La** modifiziert werden. Der
Selektivitatsquotient (Pc./Pna) von TRPC5 betragt etwa 9 (Montell et al. 2005).

Zu den Studien und Effekten der gemeinsamen TRPC4/C5 Inibitoren ML204 und HC-070
bzw. des gemeinsamen Aktivators (-)-Englerin A siehe 2.2.1.2 (TRPC4).

Bei einem Versuch die molekularen Targets von Ingwerextrakt zu erkunden (bekannt aus
der Naturmedizin fUr seinen antioxidativen Effekt) wurde entdeckt, dass TRPC5 durch das
Extrakt und eines seiner Bestandteile ((6)-Shogaol) inhibiert wird (Kim et al. 2016). Da
TRPC5 Kanale daflir bekannt sind, dass sie durch Oxidanzien (ROS) und NO in CNS
Neuronen aktiviert werden koénnen wird der antioxidative Effekt von Ingwerextrakt
moglicherweise zumindest partiell durch TRPCS5 bewirkt. Diese Tatsache liesse sich
moglicherweise in der Behandlung von neurologischen Erkrankungen nutzen (Kim et al.

2016). Tabelle 2-2 zeigt pharmakologische Stimulatoren und Inhibitoren von TRPC5.
Einzigartig fur TRPC4 und TRPCS5 ist das Vorhandensein einer extrazellularen

Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen, die funf Aminosauren entfernt vom Linker zwischen
S5 und der Porenhelix des gleichen Protomers lokalisiert sind, sowie eine intrazellulare
Kationenbindestelle (siehe oben: Abschnitt 2.2.1.2).
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Stimulation (ECs) | Inhibition (ICsp) Referenz
Englerin A 7.6 nM (Akbulut et al. 2015)
La* 1—-100 uM >1 mM (Jung et al. 2003)
SKF 96365 30 uM (Wang et al. 2007)
NO / H,0, 100 — 1000 uM (Yoshida et al. 2006)
[Ca®"]; >1uM (Blair et al. 2009)
Thioredoxin 0.20 pg.ml”’ (Xu et al. 2008)
2-APB 3 uM (Ozaki et al. 2013)
Riluzol 9.2 yM (Richter et al. 2014)
HC-608 / Pico145 1.3 nM (Rubaiy et al. 2017a)
La>* (boost wenn aktiviert) 100 uM 3 uM (Schaefer et al. 2000)
ML204 <10 uM (Miller et al. 2011)
M084 8.2 uM (Zhu et al. 2015)
HC-070 9.3 uM (Just et al. 2018)
((6)-Shogaol)/ Ingwer 18 uM (Kim et al. 2016)
Galangin 0.45 uyM (Naylor et al. 2016)
Kaempferol und Quercetin 3.9/6.5 uM (Naylor et al. 2016)
Apigenin 10 uM (Naylor et al. 2016)
AM12 (X) 0.28 uyM (Naylor et al. 2016)

Tabelle 2-2: Stimulierende und inhibierende Faktoren fiir den TRPC5 Kanal.

2.2.2 TRP assoziierte Erkrankungen

TRP-Kanale spielen eine wichtige Rolle in der Signalverarbeitung des Organismus. Diese
Signalverarbeitung ist dabei eng mit der intrazellularen bzw. intrakompartimentéaren
Kalziumkonzentration verwoben. Seit der Entdeckung des ersten TRP Kanals sind
zahlreiche Krankheiten identifiziert worden, die auf einer Mutation in TRP-Genen beruhen.
Diese Mutationen sind nicht nur deswegen von groRem Interesse, weil sie einen einmaligen
Einblick in die physiologischen Funktionen der Kanale bieten, sondern auch weil sich
dadurch neue therapeutische Optionen ergeben kénnen. Im Folgenden wird eine Auswahl

wichtiger TRP-assoziierter Erkrankungen dargestellt.

2.2.2.1 TRPC-assoziierte Kanalerkrankungen

Zwar sind Mutationen in den TRP Kanélen mit den verschiedensten Fehlfunktionen im
Organismus assoziiert, dennoch wurden bisher nur zwei Kanalerkrankung bei den TRPC

Kanalen beschrieben.

Ein Beispiel ist die fokale segmentale Glomerulosklerose (FSGS). Sie beruht unter
anderem auf verschiedenen Mutationen im TRPC6 Gen die i.d.R. zu einer gain-of-function
des TRPC6 Kanals fihren (Reiser et al. 2005; Winn et al. 2005; Mdller et al. 2007; Krall et al.
2010; Hofstra et al. 2013). FSGS kann aber auch auf einer ,loss-of-function“ von TRPC6
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beruhen (Riehle et al. 2016). TRPC6 wird vor allem in den Podozyten der Niere exprimiert.
Durch die Mutation kommt es zu einer Fehlfunktion der Podocyten und deren Fortsatzen,
zum Beispiel durch einen Ca®*" induzierten Zelltod. Die Podozyten sind essentieller
Bestandteil des Molekularsiebs fiir die glomerulare Filtration. Die Zerstérung dieses Filters

resultiert in einer Proteinurie und einem fortschreitenden Funktionsverlust der Niere.

Bei eine anderen TRPC-assoziierten Kanalerkrankung handelt es sich um die T635A
Mutation im TRPC3 Gen (Becker et al. 2009). Aus lhr resultiert eine abnorme Entwicklung
von Purkinjezellen im zerebellaren Cortex. Bei Mausen fuhrt sie zu einem als
.,Moonwalker“ bezeichneten Phanotyp, der sich durch einen ataktischen Gang manifestiert.
Eine vermehrte Aktivitit des Kanals, vermehrter Ca?*-Einstrom und die Degeneration der
Purkinjezellen im zerebellaren Cortex sind die Folge der Mutation. TRPC3 scheint auch eine
Rolle in der Pathogenese der Myasthenia Gravis zu spielen. Die Krankheit ist durch eine
Autoantikdrperbildung gegen postsynaptische Acetylcholinrezeptoren gekennzeichnet, die in
einer progredienten Muskelschwéche bei repetitiven Bewegungen resultiert. Es wurden aber

auch Antikérper gegen TRPC3 gefunden (Takamori et al. 2008).

Daneben konnte fiur die Mutation 1957V in TRPC4, die zu einer gain-of-function fihrt, ein
reduziertes Risiko fur Myokardinfarkte nachgewiesen werden (Jung et al. 2011). Es wird
vermutet, dass TRPC4s;, leichter zuganglich fir Tyrosinkinasen ist und eine
Phosphorylierung die Insertion des Kanals in die Plasmamembran erhoht. Natirlich
vorkommende Mutationen in TRPC Kanalen sind in (Liu et al. 2020) zur Ubersicht

zusammengefasst.

2.2.2.2 Andere TRP-assoziierte Erkrankungen

Die bekannten Kanalerkrankungen in der Unterfamilie der TRPV Kanale sind z.B. die
skelettalen Dysplasien, hervorgerufen durch Mutationen im TRPV4 Gen. TRPV4 wird unter
anderem im Knochen und den Knorpelzellen exprimiert. Autosomal dominante Mutationen im
TRPV4 Gen (R616Q und V6201 in TM 5 - (Rock et al. 2008); R594H in TM4 - (Krakow et al.
2009)) sind mit sogenannten Brachyolmien assoziiert. Diese sind eine heterogene Gruppe
skelettaler Dysplasien, die primar die Wirbelsaule betreffen und durch eine Skoliose, eine
kleine Statur und einen relativ gesehen kleinen Oberkdrper gekennzeichnet sind. Auch die
Charcot-Marie-Tooth Krankheit Typ 2C beruht auf einer Mutation im TRPV4 Gen (R269C
und R269H; (Landouré et al. 2010)). All diese Mutationen resultieren in einer gain-of-function
des TRPV4 Kanals.

In TRPV3 wurde ebenfalls eine gain-of-function Mutation (G573S im S4-S5 Linker)
identifiziert, die verantwortlich fiir einen haarlosen Phanotyp sowie Dermatitis bei Nagetieren
ist ((Asakawa et al. 2006); (Xiao et al. 2008)). Bei histopathologischen Untersuchungen
konnten Asakawa et al. in den betroffenen Ratten vermehrt Mastzellen im Gewebe
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feststellen. Diese spielen eine wichtige Rolle im Entwicklungszyklus der Haare. Die gleiche
Mutation fiihrt beim Menschen zum sogenannten Olmstedt Syndrom mit palmoplantaren und

periorifiziellen Keratosen (Lin et al. 2012; Lai-Cheong et al. 2012).

In TRPV6 fihren loss-of-function Mutationen zu skelettalen Dysplasien mit neonatalem
Hyperparathyreodismus und zu einer Pradisposition zu einer chronischen Pankreatitis
(Oracz et al. 2021).

Eine GOF Mutation (N855S) in Transmembrandomane 4 von TRPA1 ist assoziiert mit

dem familidren episodischen Schmerzsyndrom (Kremeyer et al. 2010).

Far 14 Mutationen im TRPM1 Kanal wurde gezeigt, dass sie zur sogenannten autosomal
rezessiven kongenitalen stationaren Nachtblindheit fihren (Audo et al. 2009). Die TRPM2
P1018L Mutation wurde bei einem Teil von Patienten mit amyotropher Lateralsklerose und
Parkinson Demenz (Guam-ALS, Guam-PD) nachgewiesen (Hermosura et al. 2008). Gain-of-
function Mutationen in TRPM3 sind mdglicherweise an epileptischer Aktivitat beteiligt (van
Hoeymissen et al. 2020). Mutationen in TRPM6 sind mit der sogenannten
Hypomagnesinamie mit sekundarer Hypocalcamia (HSH) assoziiert (Schlingmann et al. 2005)
und Mutationen in TRPM4 wurden beim autosomal dominanten progressiven familiaren
Herzblock Typ 1 (Kruse et al. 2009) bzw. bei progressiver symmetrischer Erythrodermie

gezeigt (Wang et al. 2019).
Die sogenannte Va Mutation A419P im TRPML3 Kanal fuhrt im Mausmodell zu einer

Dysfunktion des vestibularen Systems, Taubheit und Veranderungen der Fellfarbe. Die Va
Mutation befindet sich in der Transmembrandomane 5 und flhrt zu einem konstitutiv offenen
TRPML3 Kanal, vermehrtem Ca?*-Einstrom und Zelltod (Cuajungco und Samie et al. 2008).
Mutationen in TRML1 flUhren zur Mucolipidose Typ IV (MLIV), einer autosomal rezessiven

neurodegenerativen Speicherkrankheit (Slaugenhaupt 2002).

Mutationen im TRPP2 Kanal fiihren zur autosomal dominanten polycystischen
Nierenerkrankung (ADPKD) (Harris und Torres et al. 2009). Sie ist mit einer Inzidenz von
1:400 — 1:1000 eine der haufigsten monogenetisch vererbten Krankheiten. Die Krankheit
geht mit einer progressiven Entwicklung von Nierenzysten einher. Ca. 50% der Patienten

entwickeln eine chronische Niereninsuffizienz.

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass TRP Kanale in den verschiedensten
Organsystemen vorkommen. Sie haben wichtige physiologische Funktionen in den
unterschiedlichsten Geweben und stehen im Zentrum der verschiedenen komplexen
Systeme. Besonders interessant sind einzelne Punktmutationen, die zu gravierenden
Krankheitsbildern flhren, denn diese konnen einerseits neue Erkenntnisse zur
physiologischen Rolle des Kanals, andererseits aber auch neue Informationen Uber die

Struktur und Funktion des Proteins liefern.
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2.2.3 Gain-of function Mutationen im S4-S5 Segment von TRP Kanalen

Zahlreiche Mutationen sind bekannt, die zu offenen TRP Kanélen bzw. einer gain-of-
function flhren. Viele dieser Mutationen wurden im S4-S5 Linker von TRP Proteinen
identifiziert. Dazu zahlen Drosophila TRP F5501 (Hong et al. 2002), Hefe Yvc1 F380L (Su et
al. 2007b), diverse TRPV4 Mutationen beim Menschen, z.B. R594H, R616Q und V620l
(Krakow et al. 2009; Rock et al. 2008), die TRPC3 T635A Mutation in der Maus (Becker et al.
2009) und die TRPV3 G573S und G573C Mutationen bei Mensch, Maus und Ratte
(Asakawa et al. 2006; Lai-Cheong et al. 2012) (siehe oben).

Die GOF Mutation F5501 des dTRP Proteins flhrt zu konstitutiv aktiven Kanalen und einer
Degeneration der Sehzellen von Drosophila (Hong et al. 2002). Die F380L GOF Mutation
des Yvc1 in der Hefe Saccharomyces cerevisiae befindet sich genau wie die dTRP F550I
Mutation auf der zytoplasmatischen Seite der finften Transmembrandomane (TM5) in einem
uber verschiedene TRP Subfamilien konservierten Cluster von Phenylalaninresten, die auch
im entfernt verwandten Spannungs-aktivierten Shaker K* Kanal zu finden sind (Su et al.
2007a). Die F380L Mutation in Yvc1 liegt exakt dort, wo auch die F5501 Mutation im
Drosophila TRP lokalisiert ist. Beide Mutationen wurden unabhangig voneinander bei grol3en
Phanotypenscreenings identifiziert: Die Phototaxis der Fliege (Yoon et al. 2000) und die
Antwort der Hefe auf den osmotischen Schock (Su et al. 2007b) stellen die jeweils
betroffenen physiologischen Funktionen dar. Hieran ist erkennbar, dass die gain-of-function
Mutationen nicht nur einen Einblick in den Zusammenhang von Struktur und Funktion
einzelner Kanale gewinnen lassen, sondern dass sie auch die Mdglichkeit erdffnen,
Funktionsprinzipien zu verstehen und zu verallgemeinern, die Uber verschiedene TRP

Subfamilien hinaus Giiltigkeit besitzen.

Auch beim Menschen konnten verschiedene Phanotypen bzw. Krankheiten auf gain-of-
function Mutationen von TRP Kanalen zurtickgefihrt werden. Ein Beispiel ist die autosomal
dominante Brachyolmie (siehe oben), bei der die Mutationen R594H, R616Q und die V620l
des im Knorpel dominant exprimierten TRPV4 identifiziert wurden (Rock et al. 2008). Die
R594H Mutation befindet sich in Transmembrandoméane 4 wahrend die beiden anderen
Mutationen in Transmembrandomane 5 zu finden sind. Auffallig ist die raumliche Nahe der
identifizierten GOF Mutationen zum S4-S5 Linker des Kanals. Diese Region des Proteins
scheint also eine kritische Rolle in dessen funktioneller Regulation zu spielen. Ein anderes
Beispiel fur eine solche Mutation ist die T635A Mutation im TRPC3 Gen von Mausen (Becker
et al. 2009). Aus ihr resultiert eine abnorme Entwicklung von Purkinjezellen im zerebellaren
Cortex (siehe oben). Threonin 635 dient dem TRPC3 Kanal als Phosphorylierungsstelle.
Eine Phosphorylierung durch die Proteinkinase Cy (PKCy) bewirkt hier normalerweise eine
Inhibition der Kanalfunktion, bei Vorliegen der T635A Mutation wird der Kanal also enthemmt.

Eine vermehrte Aktivitit des Kanals, vermehrter Ca?*-Einstrom und die Degeneration der
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Purkinjezellen im zerebellaren Cortex sind die Folge (Becker et al. 2009). Auch die in TRPV3
identifizierten gain-of-function Mutationen G573S und G573C, die in Nagetieren fur den
haarlosen Phanotyp sowie Dermatitis (Asakawa et al. 2006; Xiao et al. 2008) und bei
Menschen zum Olmstedt-Syndrom fihren (Lin et al. 2012; Lai-Cheong et al. 2012) befinden
sich mitten im S4-S5 Linker. Weitere Mutationen von TRP Kanalen im S4-S5 Linker sind in

(Hofmann et al. 2017b) zusammengefasst.

2.3 Ziel der vorliegenden Arbeit
Wie fir viele TRP Kanale sind auch fir TRPC1, TRPC4 und TRPC5 pharmakologische

Werkzeuge zur Untersuchung und Charakterisierung ihre Eigenschaften und Funktionen nur
begrenzt verflugbar. Es liegen aktuell keine wirklich spezifischen Aktivatoren und Inhibitoren
fur die einzelnen oben besprochenen TRPC Kanale vor. Mittlerweile sind zwar einige
Agonisten und Antagonisten fur TRPC4 und TRPCS5 verfugbar, diese diskriminieren jedoch
nicht zwischen TRPC4 und TRPC5, wodurch das Studium der Kanale erschwert wird.

Die Koinzidenz der beiden gain-of-function Phanotypen in der Hefe (F550I) und in
Drosophila (F380L) lasst vermuten, dass das in TRP Proteinen evolutionar konservierte
Phenylalanincluster im S4-S5 Linker benétigt wird, um die geschlossene Formation zu
stabilisieren. Auch die weiteren gain-of-function Mutationen im S4-S5 Linker von TRPC3,
TRPV3 und TRPV4 weisen darauf hin, dass dieser Proteinstruktur eine wichtige Rolle bei der

Aktivierung bzw. Inaktivierung des lonenkanals zukommit.

Im Vergleich der S4-S5 Linker verschiedener TRP Proteine fallt ein evolutionar stark
konserviertes Glyzin auf (Abb. 2-3). Die GOF G573S und G573C Mutationen in TRPV3
betreffen dieses Glyzin. Durch Substitution dieses Glyzin durch ein Serin oder ein Cystein
erhalt das Molekll an dieser Position eine neue polare Aminosaure. Dies kdnnte durch
Anderung der Bindungsverhaltnisse zu einer Struktur- und Funktionséanderung des Molekiils
und somit zur gain-of-function fuhren, was ein genereller Mechanismus in der Familie der

TRP Kanale sein kdonnte.

In der vorliegenden Arbeit sollte die zu TRPV3 korrespondierende Punktmutation G zu S
bzw. G zu C im Linker zwischen Transmembrandomane 4 und 5 (S4/S5 Linker), die zu einer
konstitutiven Aktivitat (gain-of-function) des TRPV3 Kanals fuhrt, in die cDNA der verwandten
TRPC1, TRPC4 und TRPC5 Kanale eingefigt und untersucht werden ob auch diese
konstitutiv aktiv werden. Das entsprechende Glyzin ist hoch konserviert innerhalb der TRP
Familie. Im Falle einer konstitutiven Aktivitat der entsprechenden TRPC1, TPC4 und TRPC5
G zu S bzw. G zu C Mutanten bieten die fertig klonierten Mutanten die Mdglichkeit zu
weiterfihrenden Experimenten (z.B. einer knock-in Maus) um die physiologische Rolle der

Proteine besser zu verstehen. Speziell flir TRPC1 sollte dabei ein Beitrag zur Diskussion, ob
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der Kanal sich in der Zellmembran befindet und ob er prinzipiell dazu in der Lage ist als

Homomer funktionelle Kanale zu bilden, geleistet werden.

Yvcl YLESQRFIGIMLVILK-HMMKESIVFFFLL
dTRP IFSINPHLGPLQVSLG-RMIIDIIKFFFIY

TRPV4 FTRGLKLTGTYSIMIQKILFKDLFRFLLVY
TRPV3 YTRGFQSMGMYSVMIQKVILHDVLKFLFVY
TRPC3 ILPANESFGPLQISLG-RTVKDIFKFMVLF
TRPC1 MYTTSSILGPLQISMG-QMLQDFGKFLGMF
TRPC4 LFTANSHLGPLQISLG-RMLLDILKFLFIY
TRPC5 LFTANSHLGPLQISLG-RMLLDILKFLFIY

Abbildung 2-3: S4-S5 Linker Alignment. Die Transmembrantopologie von einem TRP Kanalprotein
mit den Transmembranhelices S1 bis S6, intrazellularem N- und C-terminus und dem Alignment von:
Hefe Yvc1 (Accession Number NP_014730), Drosophila (d)TRP (NP_476768.1), hTRPV4
(NP_067638.3), mTRPV3 (NP_659567), mTRPC3 (NP_062383), mTRPC4 (NM_016984.3) und
mTRPC5 (NM_009428.2). Die mit rot markierten Mutationen flihren zu konstitutiv aktiven Kanalen. Die
konservierten Glyzine sind gelb hinterlegt. Das Alignment wurde mit dem MUSCLE- und die
Vorhersage der Transmembranhelices mit dem TMHMM Algorithmus berechnet (aus Beck et al.,
2013).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gerate, Kits, Software und Materialien sind in

Tabellen 3-1 bis 3-4 gelistet.

3.1.1 Geréte
Ca” Imaging
Polychrome V TILL Photonics
CCD Kamera ANDOR iXON 885 (ANDOR Technology)

Fluoreszenzmikroskop
Objektiv

Axiovert 200M (Zeiss)
20x Plan Neofluar (Zeiss)

Durchflusszytometer

Guava EasyCyte 8HT

Dispergiergerat

Polytron PT1200 (Kinematica)

DNA-Sequenziergerate

ABI Prism 310 Sequenzer (Applied Biosystems)
LI-COR DNA-Sequenzer 4200 (LI-COR Inc.)

Geldokumentationssystem

Herolab E.A.S.Y Win32

Gelelektrophorese-

Eigenbau (Martin Simon-Thomas)

Apparaturen
Pipetten Pipetman (Gilson)
Photometer Gene quant Il (Pharmacia Biotech)

Reinstwassersystem

Reinstwassersystem Clear plus
(SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation)

Ruhrer Heidolph MR3002
Thermocycler ABI 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems)
UV-Tisch Transilluminator 4000 (Stratagene)

Schuttelinkubator

Scientific Series 25
Scientific)

Incubator Shaker (New Brunswick

Zentrifugen

Tischzentrifuge Heraeus pico; J2-HS Zentrifuge (Beckman);
96-Well Plattenzentrifuge 4-15c (Sigma)

Tabelle 3-1: Die verwendeten Gerate

3.1.2 Kits

QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)

QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)

QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Quiagen)

Thermosequenase Primer Cycle Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech)

QuickChange™ Site-directed Mutagenesis Kit (Stratagene, LA Jolla, CA)

Guava Viacount

Tabelle 3-2: Die verwendeten Kits
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3.1.3 Software

Abbildungen Microsoft Power Point for Mac 2011; IGOR PRO; FlowJO;
XPlasMap
DNA- Sequenzierung 310 Data Collection Software (Applied Biosystems)

Sequencing Analysis 3.7 (Applied Biosystems)
Accelrys Gene (Accelrys Software Inc.)

Ca”* Imaging TILLvisION (TILL Photonics)
Durchflusszytometrie Guava InCyte

Literaturrecherche PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov)
Referenzmangment Endnote X6

Textverarbeitung Microsoft Word for Mac 2011
Kalziumkonzentration WebmaxcS (https://somapp.ucdmc.ucdavis.edu/

pharmacology/bers/maxchelator/webmaxc/webmaxcS.htm

Tabelle 3-3: Die verwendete Software

3.1.4 Materialien

Dialyseschlauche Dialysis Tubing MWCO 12000 (Sigma)
PCR- Spritzen Filter Tip FT 20,200,1000 (Greiner Bio One)
96- Well Platten Greiner

Petrischalen 94 x 16 mm (Greiner Bio One)

Sterile Einmalgefalle Falcon (BD Biosciences)

Sterile Einmalpipetten Serological pipettes (Sarstedt)

Fura Fura-2AM (TefLabs)

Zellfarbung Guava ViaCount Reagent

Tabelle 3-4: Die verwendeten Materialien

3.1.5 Feinchemikalien

Alle verwendeten Salze und Chemikalien hatten einen analytischen Reinheitsgrad und
wurden von den Firmen Sigma bzw. Merck (Darmstadt) oder Carl Roth (Karlsruhe) bezogen.
Es wurde weiterhin 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB; Sigma-Aldrich), SKF96365 (Sigma-
Aldrich) und Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA; Sigma-
Aldrich) verwendet.

31 6 HZOsteriI

Fir die Ca** Imaging Experimente wurde entionisiertes Wasser (Milli-Q, Merck Millipore)
verwendet. Ansonsten wurde, falls nicht anders angegeben, steriles, durch ein
Reinstwassersystem (Clear plus) de-ionisiertes H,0 verwendet. Dieses wurde jeweils fir 20
min bei 2.1 bar und 121°C dampfsterilisiert.
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3.1.7 Puffer und Lésungen

Lysozymlosung

10% (w/v) Lysozym. Die Lysozymldsung wurde vor
jeder Verwendung frisch angesetzt und auf Eis gelagert.

PBS-Puffer (pH 7.4)

138 mM NaCl, 8.09 mM Na,HPO,4 x 2 H,0, 2.68 mM
KCI, 1.46 mM KH,PO,

B1-Puffer (Klonierung) (pH 7.2)

115 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 5 mM KCI, 10 mM HEPES

PCR-Reaktions-Puffer
(Tag-Puffer 10x):

500 mM KCI, 15 mM MgCl, x 6 H,O 100 mM Tris-HCI.
Der Puffer wurde in 1.5 ml Eppendorfgefalle aliquotiert
und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

TBE-Puffer (1x, pH 8.0)

89 mM TRIS Base, 89 mM Borsaure, 2 mM EDTA-Na,

TSS-Puffer

1x LB-Medium pH 6.5, 10% PEG 8000, 5% DMSO, 30
mM MgCl,

Tabelle 3-5: Die verwendeten Puffer und Lésungen

3.1.8 Enzyme

Alle Enzyme wurden von New

England Biolabs bezogen: Antartic Phosphatase, Apal,

BamHl, Bcll, Dpnl, EcoRV, BspDI, Hindlll, Mfel, Nhel, Phusion High-Fidelity-Polymerase,
Pvul, Smal, Sstl, T4-DNA-Ligase, Taq Polymerase, Xhol, Xmal, Xmnl.

3.1.9 Agarosegel

Fir die Herstellung des 2% Agarosegels wurden 4 g Agarose in 200 ml TBE-Puffer

verruhrt und

in einem Mikrowellengerat 2 Minuten bei voller Leistung aufgekocht.

Entsprechend wurde zur Herstellung des 0.8% Agarosegels 1.6 g Agarose in 200 ml TBE-

Puffer aufgelst und gekocht.

3.1.10 Primer
Name 5’ Sequenz 3’ Primarer Verwendungszweck
UW987 | tgcccactgcagatttcaatg Mutagenese mTRPC1 (G->C)
UWO88 | agcccactgcagatttcaatg Mutagenese mTRPC1 (G->S)
UWO89 | caaaatagagctggttgtatac Mutagenese mTRPC1
UW990 | tgccctctgecagatctctttgg Mutagenese mTRPC5 (G->S)
UW991 agccctctgcagatctctttgg Mutagenese mTRPC5 (G->C)
UW992 | taaatgggagttggctgtgaac Mutagenese mTRPC5
UW994 | ctacctggcaactatttcc Sequenzierung mTRPC5
UWO995 | aagtaaagctggttcagtcc Sequenzierung mTRPC5
UW996 | ccgcecgcecaccatggcacagctgtactacaag En'}I;RP)95 Blunt Klonierung Forward

+Koz

UW997 | ttagagccgagttgtaacttg mTRPCS5 Blut Klonierung Reverse
UW998 | ctggccaagctgaaggtgg Sequenzierung mTRPC5
UW999 | gaacgtcatgctgacagcce Sequenzierung mTRPC5
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UW1000 | ccgcegcecaccatgggggeccegectce mTRPC1 Blunt Klonierung Forward
(+Koz)'

UW1001 | ttaatttctiggataaaacatagc mTRPC1 Blunt Klonierung Reverse

UW1002 | gtttcatgactttgctgacc Sequenzierung mTRPC1

UW1003 | cagtccttctgctctttgg Sequenzierung mTRPC1

UW1004 | gaatgattatgaagagctagc Sequenzierung mTRPC1

TS01 tagaaggcacagtcgagg Sequenzierung in  pcDNA5 FRT/TO
Reverse

TS02 atttcttggataaaacatagcatatttag Sequenzierung in  pcDNA5 FRT/TO
Forward

Tabelle 3-6: Die verwendeten Primer und deren Verwendungszweck. Das Prifix ,,m“ steht fiir
(1) Koz steht fiir die Kozak- Sequenz GCCGCCACC. Die Kozak-Sequenz oder eine

ahnliche Nukleinbasenfolge wird von den Ribosomen erkannt und ist fiir den Start der

Maus.

Translation im Rahmen der Proteinbiosynthese von Bedeutung.

3.1.11 Plasmide

Ein Plasmid ist ein zirkulares DNA-Molekil. Da Plasmide unter bestimmten Bedingungen
von Zellen aufgenommen werden kdnnen, werden sie in der Molekularbiologie verwendet,
um genetische Informationen in die Zielzellen einzuschleusen. Die Zelle exprimiert daraufhin
das gewilnschte Protein. Fir die vorliegende Arbeit wurden die Plasmide pBluescript Il
Phagemid KS-, pcDNA3 (Invitogene), pCAGGS-IRES-GFP (Warnat et al. 1999) und
pcDNAS-FRT/TO (Invitrogene) verwendet (Tabelle 3-7). Die genetische Information fir die
untersuchten Kanalproteine wurde jeweils mittels Restriktionsendonukleasen in die ,Multiple
Cloning Site“ (MCS) der oben genannten Plasmide eingefiigt. Die so neu entstandenen
Konstrukte machen es mdglich, verschiedene funktionelle Untersuchungen an den

lonenkanalen durchzufihren.

Plasmid Eigenschaften (Auswahl) Verwendungszweck
pBluescript Il | Multiple Cloning Site, T7 und T3 RNA Polymerase | Ausgangsplasmid,
Phagemid KS- | Promotoren, [B-Galactosidase Sequenz (lacZ’), | Klonierung,
Ampicillin Resistenz Sequenzierung
pcDNA3 Multiple Cloning Site, CMV Promotor, Neomycin | Stabile Zelllinien*
Resistenz, Episomale Replikation in SV40
infizierten Zellen
pCAGGS CMV-IE Enhancer, Chicken B-actin Promotor, | Ca* Imaging,
(-IRES-GFP) IRES, GFP Patch- Clamp*
pcDNAS Multiple Cloning Site, Flp-in T-Rex System, Hybrid | Stabile Zelllinien*
-FRT/TO CMV/TetO2 Promotor, FLP Recombination Target
(FRT), Hygromycin Resistenz

Tabelle 3-7: Die verwendeten Plasmide und deren Verwendungszweck. Die mit * markierten
Versuche wurden nicht vom Doktoranden selbst durchgefiihrt (Personen siehe jeweilige
Abschnitte).
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3.1.12 Bakterienstamm

Es wurde der E. Coli Bakterienstamm XL 1-Blue (Stratagene, La Jolla, USA) zur

Mutagenese und (Sub-)Klonierung verwendet.

3.2 Methoden
3.2.1 Molekularbiologische Methoden
Folgende Methoden wurden wie in (Green et al. 2012) beschrieben durchgeflhrt:

e Prazipitation von Nukleinsduren

e Elektrophoretische Auftrennung in Polyacrylamid- und Agarosegelen
e Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

e Dephosphorylierung geschnittener Plasmid-Vektoren

e Ligation von DNA- und cDNA-Fragmenten in Vektoren

e Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

3.2.1.1 Mutagenese

Zur Mutagenese wurde eine modifizierte Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefihrt.
Bei einer gewohnlichen PCR wird zunachst die doppelstrangige Template-DNA denaturiert,
sodass die DNA in Form von zwei Einzelstrangen vorliegt. Daraufhin wird durch eine
Temperaturanderung die Anlagerung von zwei kurzen Oligonukleotiden, sogenannten
Primern, ermdglicht. Im nachsten Schritt synthetisiert die DNA—Polymerase den jeweils
komplementaren DNA-Strang. Die Polymerase bendétigt zur Elongation eine freie 3’'OH
Gruppe. Diese wird durch den Primer zur Verfugung gestellt. Gleichzeitig wird hierbei die
Richtung der Elongation vorgegeben. Nach erfolgter Elongation ist ein Zyklus abgeschlossen.

Es erfolgt die abermalige Denaturierung.

Im Regelfall werden 20-30 Zyklen durchgefuhrt. Nach jedem Zyklus verdoppelt sich
theoretisch die DNA-Menge. Tatsachlich liegt der Multiplikationsfaktor bei ca. 1.6 bis 1.7. Am
Ende ergibt sich eine Multiplikation der DNA-Menge um den Faktor 10° - 10°. Im Unterschied
zur klassischen Variante ist bei einer Mutagenese einer der beiden Primer nicht vollstandig
komplementar zur Templatesequenz. An seinem 5 Ende wurden die Basen gezielt so
verandert, dass er die gewunschte Mutation enthalt. Der Ubrige, Uberwiegende Anteil des
Oligonukleotids ist zum Template komplementar, sodass eine Hybridisierung erfolgen kann.
Nach dem ersten PCR Zyklus entstehen zwei Produkte, wovon ein Produkt die gewlnschte
Mutation tragt. Die Basensequenz des Anderen ist identisch mit der des Templates. Im
darauffolgenden Zyklus enthalten bereits alle neu entstandenen Produkte die gewilnschte

Mutation.
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Zunachst wurden Strang- und Gegenstrangprimer designed. In der Tabelle 3-6 sind die
Sequenzen der verwendeten Primer dargestellt. Tabelle 3-8 zeigt die fir das jeweilige
Konstrukt verwendete Primerkonstellation. Jeweils ein Primer tragt die gewiinschte Mutation

am 5-Ende, der Andere beginnt unmittelbar daneben und hat die entgegengesetzte

Leserichtung.
Konstrukt Mutation Primer 1 Primer 2
MmTRPC1 G506S uwosgs uwog9
MmTRPC1 G506C uwosg7 Uwog9
mTRPC5 G504S Uw9o90 Uwo92
mTRPC5 G504C Uwo91 Uwo92

Tabelle 3-8: Primerkonstellation zur Mutagenese

Ein Problem stellt die Fehlerrate der gangigen Polymerasen dar. Deswegen wurde die
Phusion® High-Fidelity DNA—-Polymerase verwendet. Das Enzym besteht aus einer
Pyrococcus furiosus DNA- Polymerase und einer Domane, welche die Genauigkeit sowie die
Geschwindigkeit der Polymerase verbessert. Die Fehlerrate der Phusion® Polymerase ist

etwa 50-mal niedriger als die der klassischerweise verwendeten Tag-Polymerase.

Die PCR-Ansatze wurden nach dem in Tabelle 3-9 dargestellten Schema pipettiert. Die
Polymerase-Kettenreaktionen wurde mit dem Cycler ABI 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems) durchgefiihrt. Die Temperaturen und Zykluslangen werden in Tabelle 3-10
gezeigt. Es wurden jeweils 25 Zyklen durchgefiihrt. Um Fehlhybridisierungen zu vermeiden
wurde ein ,Hot Start“ durchgefuihrt. Hierbei wird die Polymerase erst nach Erreichen der

Arbeitstemperatur (Denaturierung 98°C) hinzu pipettiert.

Menge [ul] | Substanz

1 Template—DNA

2.5 Primer 1

2.5 Primer 2

10 HF—-Puffer

1 dNTP [10nM]

0.5 Phusion® High-Fidelity DNA—Polymerase
32.5 steriles H,O

Tabelle 3-9: Pipettierschema fiir die Mutagenese PCR
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Phase Temperatur [°C] | Zeit [s]
- 98 60
Denaturierung | 98 51
Annealing 60 10
Elongation 72 195

- 72 300

Tabelle 3-10: Die verwendeten Temperaturen und die jeweiligen Zyklusdauern. Die Phasen

,=Denaturierung, Annealing, Elongation“ wurden 25 Mal wiederholt.

Nach dem erfolgreichen Durchlaufen aller Zyklen enthalt das PCR-Gefal® auler der
gewunschten Produkt-DNA noch das Template. Es tragt nicht die gewunschte Mutation. Um
dieses Problem zu I6sen wurde der PCR Ansatz mit dem Restriktionsenzym Dpnl verdaut.
Da das Template im Rahmen seiner Klonierung aus einem E. Coli mit DAM-
Methylierungssytem isoliert wurde, liegt die DNA, im Gegensatz zum PCR-Produkt,
methyliert vor. Dpnl schneidet spezifisch methylierte und hemimethylierte DNA, nicht aber
unmethylierte DNA. Wird der Inhalt des ReaktionsgefalRes nach erfolgter PCR mit Dpnl
verdaut, wird nur das Template geschnitten. Nach erfolgtem Dpnl-Verdau wurde die Lange
des PCR-Produktes gelelektrophoretisch Uberpriift. AnschlieRend erfolgte die Elektroelution
und Aufreinigung der DNA. Das linear vorliegende PCR-Produkt wurde ligiert. Die
entsprechenden Primer enthalten deswegen an Ihrem 5 Ende eine Phosphatgruppe. Die
nun zyklische DNA wurde in E. Coli transfiziert. Die Bakterien wurden ausplattiert und
mithilfe der Ampicillinresistenz des pBlue- Vektors selektioniert. Von jeweils 12 Klonen fir
jedes Konstrukt wurden Minipraperationen angefertigt. Mit den fertigen Minipraperationen
wurde eine Restriktionsanalyse durchgefihrt. Dabei wurden die Enzyme jeweils so gewahlt,
dass sense und antisense Klone voneinander unterschieden werden konnen. Von denen in
der Restriktionsanalyse identifizierten sense-Klonen wurden Maxipraperationen angefertigt.
Diese wurden vollstandig sequenziert. Die cDNA der TRP-Kanale enthalt nun jeweils die
gewunschten Mutationen. Zur weiteren Charakterisierung der Mutanten musste die cDNA

jeweils in unterschiedliche Vektoren subkloniert werden.

3.2.1.2 Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau wurde verwendet zur Restriktionsanalyse nach Minipraperationen
und Maxipraperationen zur Identifizierung und Verifizierung von (Sense-)Klonen nach
Subklonierung und zum Dpnl-Verdau des Template Molekils nach der primaren Mutagenese
PCR. Die Enzyme und die zugehdrigen Puffer wurden Uber New England Biolabs bzw.
Finnzymes bezogen. Es wurden jeweils 0.5 — 1 pyl DNA, 2 pl des gewunschten Enzyms

sowie 5ul des empfohlenen Puffers mit H,O auf 20 ul aufgefillt. Der Ansatz wurde 1 h bei
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37°C inkubiert. Bei praperativen Ansatzen wurden grélRere DNA- Mengen verwendet (2-5 pl).

Tabelle 3-11 fasst das Pipettierschema zusammen.

Menge [ul] | Substanz

0.5-1 DNA
2 Enzym
5 Puffer

12.5-13 Steriles H,O

Tabelle 3-11: Verwendetes Pipettierschema zum Restriktionsverdau.

3.2.1.3 Ligation

Tabelle 3-12 zeigt das verwendete Pipettierschema fur die Ligation von
Desoxyribonukleinsauren. Der Ansatz wurde jeweils in einem Eppendorfgefal Giber Nacht fur
ca. 12 h bei 16°C im Wasserbad inkubiert. Danach erfolgte die Transformation des

Konstruktes in kompetente Zellen wie unten beschrieben.

Menge [ul] | Substanz

2 Insert-DNA
2 Vektor-DNA
2 Ligasepuffer
1 Ligase

13 Steriles H,O

Tabelle 3-12: Verwendetes Pipettierschema zur Ligation.

3.2.1.4 Praparation von kompetenten Zellen und Transformation
a) Praparation kompetenter Zellen

Tag 1 - Zellen aus der Bakterienstammkultur (3.1.12) wurden mit einer sterilen Impfése
auf eine Agarplatte ohne Antibiotikazusatz aufgetragen. Die Platte wurde Uber Nacht bei
37°C im Brutschrank inkubiert.

Tag 2 - Mit einem sterilisierten Zahnstocher wurde eine Kolonie der Agarplatte gepickt
und ein Vorkulturréhrchen mit 5 ml LB Medium beimpft. Der Kolben wurde ber Nacht fir 12-
16 h bei 37°C und 200 U/min geschittelt (Schittelinkubator Scientific Series 25 Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific). Die Platte wurde verschlossen bei 4°C im Kihlschrank

aufbewahrt, um bei Bedarf spater darauf zurlickgreifen zu kénnen.

Tag 3 - Ein Erlenmayerkolben mit 100 ml LB-Medium wurde mit der Kultur des Vortages
angeimpft. Dieser wurde bei 37°C und 200 U/min so lange geschittelt, bis die

Bakterienzellen bei einer Wellenlange von 600 nm eine optische Dichte von 0.35-0.40
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erreicht hatten (Photometer Gene quant Il, Pharmacia Biotech). Als nachstes wurden die
Bakterienkulturen in einem auf 4°C vorgekuhlten Zentrifugenréhrchen fir 10 min bei 1000xg
zentrifugiert (J2-HS Zentrifuge, Beckman). Das Bakteriensediment wurde in 15 ml auf Eis
gekihltem TSS-Puffer resuspendiert und jeweils 300 pl der Suspension wurden in
Eppendorfgefalle aliquotiert. Ein Aliquot wurde verwendet, um die
Transformationskompetenz festzustellen. Die restlichen Aliquots wurden in flissigem

Stickstoff (N;) eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

b) Transformation von DNA in kompetente Zellen

Tag 1 - Ein 300 ul Aliquot der kompetenten Zellen wurde auf Eis aufgetaut. AnschlieRend
wurde 1 pyl DNA des jeweiligen Plasmids zu den kompetenten Zellen gegeben. Der
Reaktionsansatz wurde zundchst 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, dann eine
weitere Minute bei 42°C und schlief3lich 5 Minuten auf Eis. Es wurde 1 ml LB-Medium dazu
pipettiert und der Reaktionsansatz wurde 1 h bei 37°C mit 200 U/min geschittelt
(Schittelinkubator  Scientific  Series 25 Inkubator  Shaker). 100 pl  des
Transformationsansatzes wurden auf eine Ampicillin-haltige (50 ug/ml) Agarplatte ausplattiert,
der Rest wurde 5 Minuten bei 3000xg zentrifugiert (Tischzentrifuge Heraeus pico). Das
entstandene Bakteriensediment wurde in 100 pl LB-Medium resuspendiert. Dieses
Resuspendat wurde auf eine weitere Agarplatte ausplattiert. Beide Platten wurden bei 37°C
im Brutschrank Gber Nacht inkubiert.

Tag 2 - Vorkulturréhrchen mit 5 ml Ampicillin (100 pg/ml) haltigem LB-Medium wurden mit
je einer Kolonie der Platten angeimpft und Uber Nacht bei 37°C und 200 U/min geschdttelt
(Schuttelinkubator Scientific Series 25 Inkubator Shaker).

Tag 3 - Mit 1 ml der Vorkultur wurden Minipraperationen angefertigt und somit geringe
Mengen Plasmid-DNA gewonnen. Um groRere Mengen Plasmid-DNA zu isolieren wurde ein
Erlenmayerkolben mit 200 ml Ampicillin (100 pg/ml) haltigem LB-Medium mit 200 pl der
Vorkultur angeimpft und der Kolben tber Nacht bei 37°C und 200 U/min geschiittelt.

Tag 4 - Mit 200 ml der Hauptkultur wurden Maxipraperationen angefertigt und somit

grélRere Mengen Plasmid-DNA gewonnen.

3.2.1.5 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Konstrukte wurde von der
SEQ-IT GmbH&Co KG (Kaiserslautern) durchgefihrt. Dazu wurden jeweils 10 ul der DNA
(10 uM) in ein 1.5 ml Eppendorfgefal® Gberfiuhrt und per Kurier versendet. Der Datenversand

erfolgte per Email als *.seq und *.abl File.
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3.2.1.6 Klonierung und Subklonierung

Nach dem erfolgreichen Einfigen der Mutationen in die verschiedenen TRP Kanéle (siehe
3.2.1.1) lag die mutierte cDNA der Kanale jeweils im pBluescript || Phagemid KS-Vektor
(Agilent Technologies) vor. Um nun weitere funktionelle Untersuchungen an den Proteinen
vorzunehmen musste die cDNA jeweils subkloniert werden. TRPC5gs04s/c, TRPC4gs03s/c und
TRPC1gs06sic Wurden dabei in die Vektoren pcDNA3, pCAGGS(-IRES-GFP) und pcDNAS5-
FRT/TO (alle Invitrogen) kloniert (siehe Abbildung 3-1):

UW996 (mKoz) mTrpc5 G504S UW997

— .
D

pCAGGS-IRES-GFP  pcDNA3  pcDNAS FRT/TO

Abbildung 3-1: Subklonierung in die Vektoren pCAGGS-IRES-GFP, pcDNA3 und pcDNA5-
FRT/TO am Beispiel mMTRPC5gs04s. Die Entsprechenden Subklonierungen wurden auch mit den
anderen in der Arbeit untersuchten Kanalgenen durchgefiihrt (siehe Ergebnisteil). Das Préafix m steht

fur ,Maus".

In Abbildung 3-2 wird schematisch das allgemeine Vorgehen beim Subklonieren
dargestellt. Um eine weitere Subklonierung zu erméglichen musste zunachst das lineare
Insert (beispielsweise mMTRPCb5gs04s) mithilfe einer PCR unter Hinzunahme der beiden
Primer UW996 (mKoz) (5 ccgccgcecaccatggcacagcetgtactacaag 3') und UW997 (5'-
ttagagccgagttgtaacttg-3’) gewonnen werden. UW966 enthalt die sogenannte Kozak Sequenz
((gcec)gccRecATGG). Diese Nukleinbasenfolge wird von den Ribosomen erkannt und ist fur
den Start der Translation im Rahmen der Proteinbiosynthese verantwortlich. Die Enden
waren ,blunt‘, was bedeutet, dass das Restriktionsenzym ein stumpfes Ende hinterlasst (im
Gegensatz hierzu ist bei sogenannten ,sticky-ends“ einer der beiden komplementaren
Strange langer als der Andere; Sambrook et al., 2001). Der PCR Ansatz wurde als nachstes
auf ein 0.8% Agarosegel aufgetragen, die Bande mit der gewlnschten Lange mit einem
Skalpell ausgeschnitten und elektroeluiert. Nach dem Fallen der DNA erfolgte die Ligation
mit dem Zielvektor. Auch die zirkuldren Zielvektoren mussten vorbereitet werden. Dazu
wurden der pCAGGS-IRES-GFP Vektor, der pcDNA5 FRT/TO und der pcDNA3 Vektor mit
der Restriktionsendonuklease EcoRV in der multiple cloning Site geschnitten und

anschlief3en mit dem Enzym Antartic Phosphatase dephosphoryliert.

Zur Replikation des gewlnschten DNA-Produktes in kompetenten Zellen wurde eine

Transformation durchgeflihrt. Aus den so entstandenen Bakterienkulturen wurden Mini- und
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Maxipraperationen angefertigt, um gréRere Mengen der DNA zu gewinnen. Da es sich um
eine sogenannte Blunt-End-Klonierung handelte (siehe oben) und hier das Konstrukt zufallig
entweder in sense- Richtung oder in antisense-Richtung eingebaut sein kann musste jeweils
eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt werden, um die sense-Klone zu identifizieren (siehe
Ergebnisteil). Diese wurden mit der Software SnapGene geplant (exemplarisch Abbildung 4-
4).

PCR (insert)

Restriktionsverdau v
-pcDNAS FRT/TO ECORV

-pcDNA3 ECORV l

-pCAGGs-IRES-GFP ECORV

0,8% Agarose Gel l

v
v :
Elektroelution
Antarctic v
Phosphatase
Fallen I
v
v
0,8% Agarose > Elektroelution} > Fallen >
L Ligation
v
Transformation
v
0,8% Agarose ] * Mini prep
v
l Maxi prep
v

Sequenzieren

Abbildung 3-2: Das schematische Vorgehen beim Subklonieren der unterschiedlichen TRP
Kandle. Das Prozedere wurde in dieser Form angewandt um die Kanale mTRPC5gs045, MTRPC1g506s
und MTRPC4gs03s in die Vektoren pcDNA3, pCAGGS(-IRES-GFP) und pcDNA5-FRT/TO zu klonieren.
Nachdem die Insert DNA in einer PCR mit den jeweiligen Primern (siehe 3.1.11) erzeugt wurde,
erfolgte die Isolierung der DNA mittels 0.8% Agarosegel, Elektroelution und schliellich die Fallung der
DNA. Die Vektoren wurden mit dem Restriktionsenzym EcoRV linearisiert, mit dem Enzym Antarctic
Phosphatase dephosphoryliert und schlielllich wurde auch hier die DNA mittels Agarosegel und
Elektroelution isoliert. Die beiden Komponenten wurden dann in einer Ligation miteinander verbunden
(siehe 3.2.1.3), in kompetente Zellen transformiert und die DNA mittels Mini- und Maxipraparation

aufgereinigt. Das Produkt wurde sequenziert.
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3.2.1.7 Detaillierte Beschreibung der verwendeten Vektoren
3.2.1.7.1 pBluescript Il Phagemid KS-

Es handelt sich um einen 3.0 Kilobasen langen Klonierungsvektor, der fur diverse
molekularbiologische Standartprozeduren genutzt wird (Klonieren, Sequenzieren, generieren
von RNA-Transkripten in vitro, Punktmutationen und Genmapping). Er enthalt eine multiple
Cloning Site mit 21 Erkennungsstellen fur Restriktionsendonukleasen. Weitere Features
siehe 3.1.12. In der vorliegenden Arbeit wurde der Vektor wegen seiner relativ geringen

Grole zum Einfligen der Punktmutationen verwendet.

3.2.1.7.2 pcDNA3

Der Vektor mit einer Lange von 5.4 Kilobasen dient vorwiegend, wie auch in der
vorliegenden Arbeit, zur transienten Expression von Genprodukten in eukaryotischen Zellen
oder zur Etablierung stabil exprimierender Zelllinien. Diese wird durch einen CMV-Promotor
ermdglicht. Er sorgt fiir eine Uberexpression des gewiinschten Proteins innerhalb der Zelle.
Dartiber hinaus enthalt der Vektor eine Multiple Cloning Site, aulRerdem ein Neomycin
Resistenzgen zur Selektionierung von den gewilnschten Kolonien. Es wurden stabile
Zelllinien aus den pcDNA3 Konstrukten gebildet. Dazu wurde die Eigenschaft des Vektors
ausgenutzt sich in das Genom von Zellen zu integrieren, die latent mit dem SV40 Virus
infiziert sind. Um stabile Zelllinien zu generieren wird der Vektor dabei normalerweise nicht
linearisiert, da dieser schlechter transfiziert werden kann. Die Integration erfolgt dabei zufallig

und nicht gerichtet an einer bestimmten Stelle.

3.2.1.7.3 pCAGGS(-IRES-GFP)

Der Vektor hat eine Lange von 7200 bp. Die IRES Sequenz (interne ribosomale
Eintrittsstelle, engl. internal ribosomal entry site) ergibt nach Transkription eine mRNA-
Sequenz, deren Sekundarstruktur aufgrund ihrer spezifischen Faltung ohne
Initiationsfaktoren die Bindung der mRNA an die Ribosomen vermittelt. Dadurch kann die
Translation eines Proteins unmittelbar initiiert werden. Im Falle des pCAGGS(-IRES-GFP)
Vektors handelt es sich bei diesem Protein um das Green Fluorescent Protein (GFP)
(Remington et al., 2011) sowie das jeweilig hineinklonierte Konstrukt. GFP ist ein Protein aus
der Qualle Aequorea victoria, welches bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht
grun fluoresziert. In der vorliegenden Arbeit wurde der Vektor verwendet, um die zu
untersuchenden Proteine transient in HEK293 Zellen zu exprimieren. Dabei wurden die
Fluoreszenz des GFP genutzt, um die Zellen zu identifizieren, welche das Plasmid

aufgenommen und das gewtinschte Protein exprimiert haben.
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3.2.1.7.4 pcDNA5-FRT/TO
Der pcDNA5-FRT/TO Vektor hat eine Lange von 5.1 kb. Er ist ein induzierbarer

Expressionsvektor, der fur die Benutzung mit dem Flp-In™ T-Rex™ System kreiert wurde. In
der vorliegenden Arbeit wurde er verwendet, um stabile Zelllinien zu generieren, die die
gewinschten Kanalproteine exprimieren. Wird der Vektor mit dem pOG44 Flp Rekombinase
Expressionsplasmid in einer Flp-In T-Rex Zelllinie kotransfiziert, so wird das pcDNA5-
FRT/TO Plasmid mithilfe der Flp-Rekombinase (Zhu et al., 1995) in das Genom integriert.
Die Expression des gewunschten Proteins kann dann durch Hinzugabe von Tetrazyklin

induziert werden.

3.2.1.8 Kultivierung der Zelllinien, Transfizierte cDNA und Transfektion

Bei HEK293 Zellen handelt es sich um eine in den 70iger Jahren aus der Niere eines
humanen Foétus gewonnenen Zelllinie, die mit Adenovirus DNA-Fragmenten transfiziert und
immortalisiert wurde. Die HEK293 Zellen wurden von der American Type Culture Collection
bezogen (ATCC, Manassas, VA, USA). In der vorliegenden Arbeit wurden zum Teil HEK
Zellen verwendet, die stabil den muskarinischen Rezeptor Subtyp 2 (M;R) exprimieren. Die
stabilen HEK-M;R und HEK-M;R-TRPC4f Zellen wurden unserem Institut von Michael X.
Zhu (UT Health Science Center, Houston, TX, USA) zur Verfiigung gestellt.

Die Flp-In™ 293 Zellen wurden von Invitrogen life technologies (Carlsbad, US) bezogen.
Um stabil Tetrazyklin-induzierbare FIp-InT"’I Zelllinien zu generieren, wurde die MTRPC4gs04s,
MTRPCS5gs04s und MTRPC1gs06s CDNA in den pcDNA5S/FRT/TO Vektor subkloniert (4.1.1).
Von Dr. Ulrich Wissenbach, Dr. Stephan Philipp und Heidi Léhr (Institut fir Experimentelle
und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Universitat des Saarlandes, Homburg)
wurden so stabile Zelllinien generiert, die Tetrazyklin-induzierbar mMTRPC4gso4s,
MTRPC5gs504s 0der mTRPC1g506s CONA exprimieren. Das Flp/FRT-System (Zhu et al., 1995)
ist eine Methode zu Entfernung oder Einfugung von DNA-Sequenzen. Es verwendet die
Rekombinase Flippase (Flp) um DNA-Sequenzen ortsspezifisch auszutauschen. Dieses
Enzym bindet an die FRT-Sequenzen (die sich im Zielorganismus befinden muss) und
rekombiniert sie. Die FRT-Sequenz lautet minimal 5'-
GAAGTTCCTATTCtctagaaaGtATAGGAACTTC-3'. Dabei bindet das Enzym an beiden
Enden der FRT-Sequenz. In der Mitte der Sequenz gibt es einen Platzhalter, der aus 8
Basenpaaren entsteht (tctagaaa). Auf dem Minusstrang erfolgt durch die Flippase eine
Hydrolyse nach dem Abstandshalter, auf dem Plusstrang vor dem Abstandshalter. Teilweise
besitzen die FRT-Sequenzen in 5'-Richtung eine zusatzliche DNA- Sequenz ((5'-
GAAGTTCCTATTCC-3') eine Base vor der FRT-Sequenz welche notwendig flr eine
Insertion, aber nicht eine Deletion ist. Die Insertion erfolgt unter Inversion des DNA-

Fragments. Nach der Rekombination verbleiben sogenannte FRT-Twins.
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Alle HEK Zelllinien wurden in der Zellkultur kultiviert, wobei sie in 75 cm? Kulturflaschen
(TC-Flasche T75, Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht) mit Kulturmedium (Tabelle 3-13) auf
dem Boden der Flasche bei 37°C und 5% CO, wachsen. Sie wurden jede Woche nach
Erreichen eines konfluenten (80-90% dichten) Zellrasen passagiert, d.h. mit Trypsin (Sigma-
Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt) vom Boden und Nachbarzellen abgel6st und in verdiinnter

Zahl in neuen Kulturflaschen mit frischem Medium weiter geziichtet.

Zelllinie Medium

HEK293 MEM (31095/029), 10% FBS
HEK293-mTRPC5 DMEM (41966/029), 10% FBS, 400 pg/ml G418
HEK293-mTRPCA1 DMEM (41966/029), 10% FBS, 400 ug/ml G418

DMEM, (41966/029), 10% FBS (hitzeinaktiviert), 100
ug/ml Hygromycin B

DMEM (41966/029), 10% FBS (hitzeinaktiviert), 100
pug/ml Hygromycin B, 400 ug/ml G418

Flp-In T-Rex DMEM (41965/39), 10% FBS

DMEM (41965/39), 10% FBS, 100 pg/ml Hygromycin
B, 2 mM Glutamax

DMEM (41965/39), 10% FBS, 100 pg/ml Hygromycin
B, 2 mM Glutamax

DMEM (41965/39), 10% FBS, 100 pg/ml Hygromycin
B, 2 mM Glutamax

HEK293-M;R (M.X. Zhu, Houston)

HEK293-M,R-mTRPC4p (M.X. Zhu)

Flp-In T-Rex stabil mMTRPC1gso6s

Flp-In T-Rex stabil mMTRPC4gs03s

Flp-In T-Rex stabil mMTRPC5gs04s

Tabelle 3-13: Kultivierte Zelllinien und deren Medien. Alle Medien wurden von Gibco bzw. Thermo

Fisher bezogen.

Zelllinie Transfektion

HEK293 MTRPCb5¢504s-pCAGGS-IRES-GFP
HEK293 pCAGGS-IRES-GFP (Kontrolle)
HEK293-mTRPCA1 MTRPCb5¢504s-pCAGGS-IRES-GFP
HEK293-M;R MTRPC4¢s503s-pCAGGS-IRES-GFP
HEK293-M;R MTRPC4s503s-s623a-PCAGGS-IRES-GFP
Flp-In T-Rex stabil mTRPC1gs06s MTRPC41-pCAGGS-IRES-GFP

Flp-In T-Rex stabil mTRPC1gs06s MTRPC5-pCAGGS-IRES-GFP

Flp-In T-Rex stabil mMTRPC1gs06s pCAGGS-IRES-GFP (Kontrolle)

Tabelle 3-14: Transiente Transfektionen verschiedener Zelllinien.

Fiar Kalziumimaging Experimente wurden verschiedene Zelllinien transient mit jeweils 3
Mg cDNA eines pCAGGS(-IRES-GFP-)Konstruktes und 5 ul des PolyFect Reagenz (Qiagen,
Hilden, Germany) transfiziert (siche Tabelle 3-14). 24 h nach Transfektion wurden die Zellen

auf Glas-Coverslips plattiert und die Experimente wurden nach den jeweils angegebenen
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Zeiten durchgefuhrt. Die erfolgreich transfizierten Zellen konnten mithilfe von GFP
identifiziert werden (3.2.1.7.3), dieses wurde bei einer Wellenlange von 470 nm angeregt und
die Emission bei 520+15 nm (GFP Filterset mit Strahlenteiler bei 495 nm; AHF) gemessen.

FIp-InTM-293 Zellen die nach Induktion mit Tetrazyklin (10 pg/ml) mTRPC4gsoss,
MTRPCb5gs04s bzw. MTRPC1gsss exprimieren wurden ebenfalls auf Glas-Coverslips
wachsen gelassen und bis zu 48 h nach Induktion fur die Kalziumimaging Experimente

verwendet.

3.2.2 Fluoreszenz-basierte zytosolische Ca** Messungen

Einige chemische Substanzen besitzen die Eigenschaft nach Anregung durch Licht einer
bestimmten Wellenlange Licht einer anderen Wellenlange zu emittieren. Diese Substanzen
werden Fluorophore genannt. Dabei werden durch das Anregungslicht Elektronen auf ein
héheres Energielevel gehoben (Abb. 3-3). Als Fluoreszenz wird die Emission von Licht
bezeichnet, die beim Ubergang aus dem ersten angeregten Singulett-Zustand in den
Grundzustand entsteht. Die Wellenlange des Anregungslichts ist dabei stets kleiner und
somit energiereicher als die des emittierten (Fluoreszenz) Lichts (sog. Stokes-Verschiebung)
(Grynkiewicz et al. 1985).

S 2 b
strahlungslos
S 1
Anregung hv A/ S hvgFluoreszenz
Sy :

Abbildung 3-3. Einfache Darstellung eines Jablonski-Diagramms (Quelle: researchgate.net).
Durch Einstrahlung elektromagnetischer Wellen werden Elektronen durch Energieabsorption des
eingestrahlten Photons aus ihrem Grundzustand in héherliegende Zustande angeregt (S2). Es erfolgt
der strahlungslose Ubergang in den ersten angeregten Singulett Zustand (S1), beim Ubergang in den
Grundzustand wird Licht emittiert, dies wird als Fluoreszenz bezeichnet.
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3.2.2.1 Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Bei der Fluoreszenzmikroskopie wird durch einen Anregungsfilter nur der Teil des Lichts
einer Lichtquelle, der den fir die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs notwendigen
Wellenlangenbereich umfasst Richtung Probe gesendet. Ein dichroischer Spiegel oder
Strahlteiler spiegelt das Anregungslicht zum Objektiv, worauf im Praparat ein Fluorophor
(Fluoreszenzfarbstoff) zur Fluoreszenz angeregt wird. Das emittierte Fluoreszenzlicht kann
den dichroischen Spiegel passieren und trifft auf einen Detektor (Photomultiplier oder
Kamera), wo es quantitativ erfasst werden kann. Um eine Detektion des Anregungslichtes
am Detektor zu vermeiden wird ein Emissionsfilter verwendet, der nur Licht der emittierten
Wellenlangen auf den Detektor auftreffen lasst (Abb. 3-4).

COO™CO0O~- CHj

N
b o
? . Detektor (b) \/\o/©
N
: = cgojcoo
;") Emissionsfilter —
P 5K*
Anregungsfilter 1.
—I = dichroischer
J ; Spiegel § )
c
[
Epifluoreszens- £
Beleuchtung g
Objektiv 4
o
=
w
Préparat Anregungswellenlange
]

Abbildung 3-4: (a) Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie; Quelle: https://Ip.uni-goettingen.de/ (b)
Fura-2 Struktur und Anregungsspektrum in Abhingigkeit verschiedener Ca®** Konzentrationen.
(Quelle http://biologie.hu-berlin.de).

3.2.2.2 Fluoreszierende Kalziumindikatoren

Es lassen sich prinzipiell zwei Klassen von fluoreszierenden Kalziumindikatoren
unterscheiden. Bei den genetisch kodierten Proteinen handelt es sich zum Beispiel um
Aequorin aus der Qualle Aequorea victoria. Dieses luminesziert (Lumineszenz — Emission
von Licht nach Anregung durch chemische Energie und nicht durch Lichtenergie) nach dem
Binden von Kalzium. Der besondere Vorteil der Proteine ist die Moglichkeit bestimmte
Kompartimente gezielt zu markieren. Bei der anderen Gruppe, den chemischen

Kalziumindikatoren, ist der Vorteil vor allem die leichte und schnelle Handhabung bei der
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Beladung von Zellen. Unter den chemischen Kalziumindikatoren kann weiterhin zwischen
Einzelwellenlangen-Indikatoren und ratiometrischen Kalziumindikatoren unterschieden
werden. Im Gegensatz zu Einzelwellenlangen-Indikatoren kommt es bei ratiometrischen
Indikatoren nach der Bindung von Kalzium nicht nur zu einer Veranderung der
Fluoreszenzintensitat, sondern auch 2zu einer Verschiebung der Anregungs- oder
Emissionsspektren (Paredes et al. 2008).

Fura-2-Acetoxymethyl Ester oder Fura-2-AM kann als ratiometrischer Indikator dazu
verwendet werden die intrazellulare Kalziumkonzentration zu messen (Clapham 1995;
Grynkiewicz et al. 1985). Chemisch ist Fura-2 vom Kalziumchelator Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure (EGTA) abgeleitet (Abb. 3-4b, oben). Fura-2
hat dabei sein Anregungsmaximum in kalziumgebundener Form bei 340 nm und in seiner
kalizumfreien Form bei etwa 380 nm (Abb. 3-4b, unten). Aus einem Vergleich der
Fluoreszenzintensitaten nach Anregung mit 340 nm und 380 nm kann somit unabhangig von
der absoluten Fluoreszenzintensitat, also auch unabhangig von der Farbstoffkonzentration,

mithilfe der Ratio (F340/F380) auf die freie Kalziumkonzentration geschlussfolgert werden.

Die Fahigkeit von Fura-2 Kalzium zu binden beruht auf 4 negativ geladenen
Carboxylgruppen, zwischen denen sich wegen der Grdsse bevorzugt ein Kalziumion
einlagert. Fura-2 liegt somit als finffach geladenes Anion vor und kann Zellmembranen nicht
passieren. Sind die Carboxylgruppen jedoch mit Acetoxymethylgruppen verestert ist das
ungeladene Derivat, Fura-2-AM, fahig die Zellmembran zu passieren. Intrazellular werden
die Acetoxymethylgruppen von endogenen Esterasen abgespalten und die geladenen Fura-
2-Anionen reichern sich intrazellular an (lonenfalle; Abb. 3-5).
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Abbildung 3-5: Beladung von Zellen mit Fura-2-Acetoxymethylestern (Fura-2-AM) (Modifiziert
nach http://jbmethods.org)
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3.2.2.3 Durchfilhrung der Ca** Imaging Experimente

Die Kalziumimaging Experimente wurden an einem Imaging-System von TILL Photonics
(Martinsried, Germany) mit Polychrome V (TILL Photonics, Minchen) als Lichtquelle und
einer CCD Kamera (ANDOR iXon 885, ANDOR Technology, South Windsor, USA) als
Detektor, mithilfe eines Zeiss Axiovert 200M Fluoreszenzmikroskops, ausgestattet mit einem
20x Zeiss Plan Neofluar Objektiv, sowie GFP (AHF) und Fura-2 (TILL Photonics)
FluoreszenZfilterblock, durchgefuhrt. Die Steuerung des Imaging-Systems und die
Verarbeitung der digitalen Daten wurde mit der TILLvisION imaging Software von TILL

Photonics bewerkstelligt.

Zunachst erfolgte die Transfektion bzw. Induktion der entsprechenden Konstrukte von
TRPC1, TRPC4 und TRPC5 in HEK Zellen wie oben beschrieben (3.2.1.8). Vor
Durchfihrung der Experimente wurden die jeweiligen Zellen fir 30 Minuten im Dunkeln bei
Raumtemperatur in Zellmedium mit 5 yM Fura-2-AM inkubiert. Daraufhin wurden die Glas-
Coverslips, auf denen die Zellen sich befanden, in eine Messkammer (SKE Research
Equipment, Bollate, Mailand, Italien) eingespannt, dreimal mit kalziumfreier Elektrolytiésung
(B1F Losung; Tabelle 3-15) gewaschen, um extrazellulares Fura-2-AM zu entfernen und
anschliessend mit 300 uyl B1F Ldsung Uberschichtet. Das Versuchsbad mit den Fura-2-
beladenen Zellen wurde anschliessend auf dem Objekttisch des Fluoreszenzmikroskops
befestigt. Bei den mit IRES-GFP transient transfizierten Zellen wurde zunachst bei einer
Anregung von 470 nm Licht die erfolgreich transfizierten griinen GFP-exprimierenden Zellen
identifiziert und diese anschliessend bei einer Wellenlange von 340 nm und 380 nm mit einer
Frequenz von einem Hertz (1 Hz) die Fura-2 Fluoreszenz (>440 nm) bzw. die intrazellularen
Ca? Anderungen detektiert (Belichtungsdauer 30 ms bei 340 nm, 30 ms bei 380 nm). Die
stabilen mTRPC1, mTRPC4 bzw. mTRPC5 Tetrazyklin-induzierten Zellen exprimieren alle
den entsprechenden TRPC Kanal, so dass keine Zellen aufgrund einer GFP Expression
ausgewahlt werden mussten. Vor dem eigentlichen Experiment wurden die griinen Zellen,
bei transienter Transfektion, oder jegliche Zellen bei Tetrazyklin-induzierter Expression
mithilfe der Software als “regions of interest® (ROI) markiert und die Ratio der
hintergrundkorrigierten Fura-2 Fluoreszenz der Zellen bei 340 und 380 nm (F340/F380)
gemessen und gegen die Zeit aufgetragen. Nach 100 Sekunden wurden 300 ul B1 Lésung
mit 5 mM Ca®" hinzupipettiert, so dass sich eine finale extrazellulére Kalziumkonzentration

von 2.5 mM Ca* ergab.
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Konzentration [mM] | Substanz
140 NaCl

5 KCI

1 MgCl,

10 HEPES
10 Glukose

Tabelle 3-15: Zusammensetzung der Kalzium-freien Elektrolytlosung (Buffer B1F). Der pH-Wert
wurde mit NaOH auf 7.2 adjustiert.

3.2.3 Durchflusszytometrie
3.2.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Technologie, die eine multiparametrische Analyse von
einzelnen Zellen und Zellpopulationen ermdglicht. Hierbei werden Laser als Lichtquellen
verwendet. Mithilfe von Detektoren wie Photodioden und Photomultiplier werden
Streuungseffekte und Fluoreszenz von Zellen und Zellpopulationen gemessen. Diese
Signale werden digitalisiert, in einem standatisierten Dateiformat gespeichert (.fcs) und dann

analysiert. Zellpopulationen kénnen auch auf Basis der Signale sortiert werden.

Es werden unterschiedlichste Fluoreszenzfarbstoffe verwendet, darunter Antikbrper, DNA-
bindende Farbstoffe, Viabilitdtsfarbstoffe, und fluoreszierende Proteine. Die
Durchflusszytometrie findet in vielen Bereichen Anwendung: Z.b. im Bereich der
Immunologie, Molekularbiologie, Bakteriologie, Virologie, Krebsbiologie und bei der
Erforschung von Infektionserkrankungen. In den letzten 30 Jahren hat die Methode
beeindruckende Fortschritte gemacht.

Zur Analyse einer Zellpopulation wird eine Zellsuspension durch eine hochprazise
Kapillare aus Glas oder Quarz geleitet. Der Durchmesser der Kapillare ist dabei so gering,
dass jeweils nur eine Zelle gleichzeitig die Kapillare passieren kann. Jede Zelle bzw. jeder
Partikel wird mithilfe von Streueffekten analysiert. Man unterscheidet zwei wesentliche
Streueffekte: den sog. ,Forward Scatter = FCS* der einen Indikator fir die relative ZellgroRe
darstellt und den sog. ,Side Scatter = SSC* der einen Indikator fir die Komplexitat
(Membranfaltung und &uBere Form) und Granularitit der Zelle darstellt. Das
Seitwartsstreulicht ist ein Maf fur die Brechung des Lichts rechtwinklig zum Laserstrahl (Abb.
3-6). Die Streueffekte sind unabhanging von den Fluoreszenzsignalen. Hierbei werden die
Proben beispielsweise durch Transfektion und Expression von Fluoreszenzproteinen (z.B.
GFP) , durch Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Propidium lodid und DAPI
interkalieren respektive binden an die DNA) oder mittels Antikbrpern die an ein

fluoreszierendes Agens gekoppelt sind zum Fluoreszieren gebracht.
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Abbildung 3-6: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers. Modifiziet nach

http://www.luminexcorp.com.

Zusatzlich kann mithilfe von teildurchlassigen Spiegeln und Filtern das ggf. von der Zelle
emittierte Fluoreszenzlicht in unterschiedliche Spektren aufgeteilt werden. Mit verschiedenen

Dioden kénnen nun einzelne Fluoreszenzsignale gemessen werden.

Untersucht wird nicht nur eine einzelne Zelle, sondern jeweils eine ausreichend grof3e
Population. Somit kann der Einfluss von Artefakten und kleineren Storeffekten minimiert
werden und es kdnnen statistisch signifikante Aussagen gemacht werden. Fir jede einzelne
Zelle werden die Informationen wie oben beschrieben gewonnen und digital gespeichert.
Eine definierbare Menge solcher Zellen kann am Computer zu einer Population
zusammengefasst werden und diese kann man mit einer geeigneten Software hinsichtlich

ihrer Streu- und Fluoreszenzemission analysiert werden.

Die Durchflusszytometrie ist beispielsweise sehr effektiv flr Studien des Immunsystems
und seine Reaktion auf Infektionskrankheiten oder Krebs. Sie erlaubt die simultane
Charakterisierung von gemischten Blutzellpopulationen, Knochenmarkzellpopulationen oder
aus soliden Geweben wie Lymphknoten, Milz, Schleimhaute, Tumoren etc. welche in
einzelne Zellen aufgeteilt werden kdnnen. Zusatzlich zur Zellanalyse ist eine weitere
wichtige Anwendung die Sortierung der Zellen.

Die Gerate haben eine lange Entwicklung hinter sich. Multilasersysteme sind weit
verbreitet sowie Systeme die mit 96-well Platten arbeiten, Kombinationen aus Mikroskopie
und Druchflusszytometrie sowie Systeme die Massenspektroskopie /Durchflusszytometrie

miteinander verbinden.
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Die in den letzten Jahren zunehmend verfligbaren neuen Farbstoffe fihren zu einer
Explosion in den Untersuchungsparametern. Auch die Fluorochrome zum Binden an
Antikérper sind vermehrt verfigbar. Zudem gibt es neue fluoreszierende Proteine die
transfiziert werden kénnen wie z.B. mCherry, mBanana, mOrange, mNeptune usw. Die

Fortschritte haben zu Experimenten mit bis zu 30 Parametern gefuhrt.

Der letzte Schritt ist die Datenanalyse. Dabei wird die traditionelle Methode des
zweiparameter- histogram gatings weiterhin oft verwendet. Jedoch hat die Zunahme an
Untersuchungsparametern zur zunehmenden Nutzung von Clusteralgorythmen wie PCA,
SPADE und tSNE gefiihrt.

3.2.3.2 Durchflihrung Viability Assay mithilfe der Durchflusszytometrie

Fir die vorliegende Arbeit wurde ein Guava easycyte 8HT Durchflusszytometer
verwendet. Das Gerat arbeitet mit einem blauen (488 nm) und einem roten Laser (692 nm;
Abb. 3-6). Die adharenten HEK293 waren vor Durchfiihrung der Experimente 48 h bei 36°C
auf einer 96-Well Platte gewachsen. Das Medium wurde vorsichtig abpipettiert. Die Zellen
wurden mit je 100 yl PBS Puffer gewaschen. Zu jedem Well wurden 30 ul Trypsin gegeben.
Trypsin ist eine Protease und Iost die Zellen von ihrem Untergrund ab. Zum Inaktivieren des
Enzyms wurde nach 5 Minuten 70 pl Zellmedium (mit Serum, welches Trypsin inaktiviert)
dazugegeben. Als nachstes wurden 80 pl Guava ViaCount Reagenz in die Wells pipettiert,
um die Zellen zu farben. Das Kit enthalt zwei unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoffe: 1)
LDS751, was Membranpermeabel ist und an Strukturen des Zellkerns bindet - es kann
verwendet werden, um zwischen kernhaltigen Zellen und Zellschrott bzw. kernlosen Zellen
zu unterscheiden — und 2) Propidium lodid, was in die DNA interkaliert. Unter
physiologischen Bedingungen kann Propidium lodid die Zellmembran nicht passieren.
Verliert die Zelle — z.B. im Rahmen der Apoptose — ihre strukturelle Integritdt so kann es in
die Zelle gelangen und als Apoptosemarker fungieren. LDS751 farbt somit alle und
Propidium lodid lediglich die toten Zellen. Die Anteile der jeweils durch die Farbstoffe
markierten lebenden und toten Zellen kann dann im Durchflusszytometer gemessen werden.
Angeregt wurden die Zellen mit einem 488 nm Laser. Propidiumiodid hat sein
Emissionsmaximum bei 590 nm und wurde mit dem 583 nm Emissionsfilter detektiert und
LDS751 (eigentlich optimale Anregung bei 543 nm) hat sein Emissionsmaximum bei 712 nm

und wurde mit einem 695 nm Emissionsfilter detektiert.

3.2.4 Visuelle Analyse der Uberlebensrate nach Kalzium-Pufferung durch EGTA

Ausplattierte HEK293 Zellen wurden flur das Experiment transient mit jeweils 3 yg cDNA
des mMTRPC5gs04s pPCAGGS-IRES-GFP Konstruktes und 5 pl des PolyFect Reagenz (Qiagen,
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Hilden, Germany) transfiziert. Zum Nahrmedium (die Kalziumkonzentration wurde im
Zentrallabor der Uniklinik des Saarlandes laborchemisch bestimmt und betrug 2 mmol/l)
wurden jeweils die in Tabelle 3-16 angegebenen Konzentrationen des Kalziumchelators
EGTA gegeben, um das extrazellulare freie Kalzium auf bestimmte Konzentrationen
einzustellen. Die entsprechende freie Kalziumkonzentration wurde mit dem Web-Tool
Webmaxc Standard (https://somapp.ucdmc.ucdavis.edu/pharmacology/ bers/maxchelator/
webmaxc/webmaxcS.htm) berechnet. Die durchschnittliche Zellzahl pro Blickfeld (24 h nach
Transfektion) wurde fir jeweils fliinf Schalchen visuell an einem Durchlichtmikroskop ermittelt

und als Mass fiir die Anzahl der lebenden Zellen gegen die extrazellulére Ca** Konzentration

aufgetragen.
EGTA [mM] Ca® [uM]
1 1.3 700
2 1.7 301
3 1.9 103
4 2.1 3.2
5 2.3 1.0
6 25 0.7

Tabelle 3-16: Freie Kalziumkonzentration im Medium (2 mmol/l Ca*) nach Zugabe
verschiedener Konzentrationen von EGTA.

3.2.5 Analysen und Statistik

Zur Auswertung der Daten aus der Durchflusszytometrie (Viability Assay) wurde die

Guava InCyte Software verwendet.

Nach Verarbeitung der digitalen Helligkeitsrohdaten mit der TILLvisION imaging Software
wurden die hintergrundkorrigierten Ratiodaten in der Software IGOR PRO (Wavemetrics)

analysiert und dargestellt.

Statistische Analysen wurden mit der Software Microsoft Excel (Microsoft Corporation)
und SPSS durchgefihrt. Fir den Vergleich von zwei Gruppen wurde der Student’s t-Test
und bei mehr als 2 Gruppen der One-Way ANOVA Test mit einer Bonferroni-Korrektur
durchgefuhrt. Signifikanzen wurden wie folgt angegeben: * => p <0.05; ** => p < 0.01; *** =>
p < 0.001; nicht signifikant (ns) => p > 0.05.
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4 Ergebnisse
4.1 Klonierung

Vieles deutet darauf hin, dass der S4-S5 Linker von verschiedenen TRP Kanalen ein
Hotspot flr das Gating der Kanale darstellt (sieche oben Abschnitt 2.3). Im Vergleich der S4-
S5 Linker verschiedener TRP Proteine fallt ein evolutionar stark konserviertes Glycin auf
(Abb 2-3). Die bekannten GOF Mutationen G573S und G573C in TRPV3 betreffen
beispielsweise dieses Glycin. Durch die Substitution dieses Glyzins durch ein Serin oder ein
Cysteine erhalt das Molekil an dieser Position eine polare Aminosaure. Dies kénnte durch
eine Anderung der Bindungsverhaltnisse zu einer Struktur- und Funktionsdnderung des
Moleklls flihren, was ein genereller Mechanismus in der Familie der TRP Kanale sein
kdnnte. In der vorliegenden Arbeit soll die entsprechende Mutation in den S4-S5 Linker von
MTRPC1, mTRPC4 und mTRPC5 eingefiigt werden. Danach wird Gberprift ob die Kanale
ebenfalls konstitutiv aktiv sind. Zunachst wurden Punktmutationen in die cDNAs von TRPC1,
TRPC4 und TRPC5 (m steht fir Maus) im S4-S5 Linker eingefugt und eine Subklonierung in

die verschiedenen Zielplasmide durchgefiihrt werden.

4.1.1 Mutagenese und Subklonierung von mTRPC5¢s04s

Da die cDNA des mTRPC5 Kanals zu Beginn des Projektes im pCAGGS(-IRES-GFP)
Vektor vorlag wurde zunachst versucht die Mutagenese (G504S und G504C) direkt in
diesem Vektor durchzufihren (Abb. 4-1, Lane 3 und 4). Im Kontroligel konnte keine
entsprechende Bande bei 9082 bp gesehen werden. Da das Konstrukt relativ lang ist stellten
wir die Hypothese auf, dass die PCR aufgrund der Lange der zu amplifizierenden Fragmente
nicht funktioniert. Deswegen erfolgte die Umklonierung in den kirzeren pBluescript Il
Phagemid KS- Vektor. Hier war die Amplifikation erfolgreich (Abb. 4-1, Lane 1 und 2).

bp 1 2 3 4

Abbildung 4-1: Nach erfolgter Mutagenese-PCR konnte fir mMTRPC5gsp4s (Lane 3) und mTRPC5¢s04c
(Lane 4) im Vektor pPCAGGS-IRES-GFP im 0.8% Agarosegel keine entsprechenden Banden bei 9082
bp abgegrenzt werden. Im Vektor pBluescript 1l Phagemid KS- konnten im 0.8% Agarosegel
entsprechende Banden fir G504S (Lane 1) und G504C (Lane 2) bei 5920 bp abgegrenzt werden.

46



Nach erfolgter Mutagenese wurden die Banden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, elektroeluiert, gefallt und re-ligiert. Die zyklische DNA wurde in E. coli XL 1
Blue transformiert. Die verschiedenen Klone wurden zur Kontrolle einer Restriktionsanalyse
mit der Restriktionsendonuklease SST | unterzogen. Entsprechende Banden bei 3703 bp
und 2217 bp konnten fir mTRPCb5gs0s (Abb. 4-2A) und MTRPCbgsosc (Abb. 4-2B)

identifiziert werden. Maxi Praparationen wurden angefertigt und die Konstrukte wurden

sequenziert.
A mTRPC5cs04s B mTRPC5cs04c
bp 1 2 3 45 6 7 8 9101112 bp 1 2 345 6 7 8 910 11 12
9745 9745
6100& 6100
4724 — 4724 —
3334f 3334
2068% Afed
2
1326 — 102y
1138
1138

Abbildung 4-2: Restriktionsanalyse mit der Restriktionsendonuklease SST I. Nach erfolgter
Mutagenese (G504S und G504C) im pBluescript 1l Phagemid KS-Vektor wurden die Banden mit
einem Skalpell aus dem 0.8% Agarosegel ausgeschnitten, elektroeluiert, gefallt und ligiert. Die
zyklische DNA wurde in E. coli transformiert. Die verschiedenen Klone wurden einer
Restriktionsanalyse mit der Restriktionsendonuklease SST | unterzogen. A) von 12 Klonen
MTRPC5gs04s zeigten 2 Klone (Lane 5 und 12) die entsprechenden erwarteten Banden bei 3703 bp
und 2217 bp. B) Von 12 Klonen mTRPCb5¢s04c zeigten ebenfalls 2 Klone (Lane 7 und 9) die
entsprechenden erwarteten Banden bei 3703 bp und 2217 bp.

Um eine weitere Subklonierung in die Zielvektoren (Tabelle 4-1) zu ermdglichen musste
zunachst das lineare Insert gewonnen werden. Erwartet wurde hier auf dem 0.8%
Agarosegel ein DNA-Fragment mit einer Lange von 5920 bp. Das entsprechende Fragment
wurde mit einem Skalpell ausgeschnitten und nach dem in Abbildung 3-2 beschriebenen
Verfahren weiterverarbeitet. Es erfolgte die Subklonierung in die Zielvektoren wie im

Methodenteil beschrieben.

Da die Enden des Inserts ,stumpf* sind, gibt es zwei mogliche Orientierungen, wie das
DNA-Fragment in den Zielvektor eingebaut werden kann (Green et al., 2012). Da das
gewunschte Protein nur gebildet wird, wenn das Fragment in der richtigen Ausrichtung
eingebaut wird, missen die Kolonien dahingehend untersucht werden, in welcher Richtung
das Fragment nach der erfolgten Ligation eingebaut wurde. Dazu wurden

Restriktionsanalysen der Kolonien durchgefiihrt. Tabelle 4-1 zeigt die fir die verschiedenen
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Zielvektoren verwendeten Restriktionsenzyme und lhre spezifischen Schnittstellen, sowie die

GroRe der erwarteten Fragmente bei regelrechter Ausrichtung.

Konstrukt Enzym Schnittstelle Sense [bp]
MTRPC5gs04s pBlue SST1 GAGCT/C 3703, 2217
MTRPC5gs04s PcCDNA3 BamH1 G/GATCC 6667, 1466, 241
MTRPC5¢s04s pPCAGGs-IRES-GFP Nhel G/CATGC 7030, 1970
MTRPC5¢s04s pPcDNAS/FRT/TO BamH1 G/IGATCC 6306, 1466, 198
MTRPC5gs04c pBlue SST1 GAGCT/C 3703, 2217
MTRPC5gs04c pPcDNA3 BamH1 G/GATCC 6667, 1466, 241
MTRPC5¢s04c pPCAGGs-IRES-GFP Nhel G/CATGC 7030, 1970
MTRPC5¢s04s pPcDNAS/FRT/TO BamH1 G/IGATCC 6306, 1466, 198

Tabelle 4-1: Die mTRPC5gs50s Uund mMTRPC5gs04c Konstrukte nach Subklonierung in die
verschiedenen Zielvektoren. Zur Uberprifung, ob das DNA-Fragment in der gewiinschten
Leserichtung eingebaut wurde, musste jeweils eine Restriktionsanalyse durchgefiihrt werden. Die
jeweiligen Enzyme, Schnittstellen und im Falle eines adaquat ausgerichteten Fragmentes zu

erwartende Fragmentlange nach Restriktionsverdau sind in den restlichen Spalten aufgefihrt.

MW 1 2

kb

BamHI (907)
BamHI (907) s
N/ >

_BamHI (1148)

C5G504S

C5G504S DCDNA3

W ano o
© o000 ©oO

2.0 : ggszjﬁz antisense
ol S \ 8374 bp
e BamHI (2614)
2x0.5 /BamHI (2210)
BamHI (3676)

Abbildung 4-3: Die Restriktionsanalyse wurde mit der Software SnapGene geplant. Hier am
Beispiel mMTRPC5g504s pcDNA3 mit dem Restriktionsenzym BamHI. Bei einer sense Ausrichtung
werden im 0.8% Agarosegel Banden bei 6667 bp, 1466 bp und 241 bp (Lane 1) erwartet. Bei einer
antisense Ausrichtung werden Banden bei 5605 bp, 1466 bp und 1303 bp (Lane 2) erwartet.

Zwei BamHI Schnittstellen befindet sich z.B. im mTRPC5 Insert und eine weitere im
pcDNA3 Vektor (Abb. 4-3). Hierbei ist eine gewisse Asymmetrie wichtig, damit
unterschiedlich lange Fragmente entstehen, je nachdem welche Ausrichtung das Insert
innerhalb des Vektors hat. Wird die zu untersuchende DNA wie unter 3.2.1.2 beschrieben mit

dem Enzym BamHI inkubiert, so sind in diesem speziellen Fall fir die Sense-Klone die
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folgenden Fragmentlangen zu erwarten: 6667 bp, 1466 bp und 241 bp (Abb. 4-4). Nach
Identifizierung von zwei Sense Klonen konnte das Produkt sequenziert werden und wurde,
falls die Sequenz sich als richtig herausgestellt hatte, zur funktionellen Analyse bzw. zum
Generieren stabiler Zelllinien benutzt. Analog hierzu wurde eine Restriktionsanalyse der
pCAGGS-IRES-GFP und der pcDNA5 FRT/TO Konstrukte durchgefiihrt (siehe Abbildung 4-5,
4-6)

Abbildung 4-4: Restriktionsanalyse von mTRPCb5gs04s PCDNA3 (Lane 1-6) und mTRPC5gs04c
pcDNA3 (Lane 7-12) mit der Retriktionsendonuklease BamHI. Die sense-Klone sollen drei Fragmente
von 6667 bp, 1466 bp und 241 bp aufweisen. In Lane 3 und Lane 8 sind die Banden bei 6667 bp und
1466 bp zu erkennen. Das 241 bp Fragment ist nicht erkennbar, da es wahrscheinlich aus dem Gel
gelaufen ist.

Abbildung 4-5: Restriktionsanalyse von mMTRPC5gs04s PcAGGS-IRES-GFP (Lane 1-6) und
MTRPC5¢s04c pPCAGGS-IRES-GFP (Lane 7-12) mit der Restriktionsendonuklease Nhel. Die sense-
Klone weisen zwei Banden bei 7030 bp und 1970 bp auf (Lane 2, 5, 6 und 7).
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Abbildung 4-6: Restriktionsanalyse von mMTRPCb5gs0ss pcDNA5 FRT/TO (Lane  1-6) und
MTRPC5¢s04c pPcDNA5 FRT/TO (Lane 7 — 12) mit der Restriktionsendonuklease BamHI. Die sense-
Klone sollten drei Fragmente von 6306 bp, 1466 bp und 198 bp aufweisen. In Lane 4, 8, 9 und 10 sind

die Banden bei 6306 bp und 1466 bp zu erkennen. Das 198 bp Fragment ist nicht erkennbar, da es
aus dem Gel gelaufen ist.

4.1.2 Mutagenese und Subklonierung von mTRPC1gs06s

Prinzipiell wurde hier vorgegangen wie unter 4.1.1. und im Methodenteil beschrieben.
Auch hier diente als Ausgangsvektor ein Konstrukt mit dem Plasmid pBluescript 1| Phagemid
KS-. Es wurde ebenfalls in einem ersten Schritt das Insert mithilfe einer PCR generiert,
welches dann ,blunt® (siehe Methodenteil) in die Zielvektoren kloniert wurde. Zur
Uberprifung, ob das Insert in der gewiinschten Leserichtung eingebaut wurde, wurden
wiederum Restriktionsanalysen mit der Software SnapGene durchgefiihrt Tabelle 4-2 zeigt
die mTRPC1 Konstrukte und die erwarteten Fragmentlangen nach der Restriktionsanalyse.
Nach Identifizierung von sense Klonen konnte auch hier das Produkt sequenziert werden,
um eventuell vorliegende unerwinschte Punktmutationen und die gewunschte Mutation
nachzuweisen. Danach konnten die Konstrukte zur funktionellen Analyse bzw. zum

Generieren stabiler Zelllinien benutzt werden.

Konstrukt Enzym Schnittstelle | Sense [bp]
MTRPC1 5065 pBlue Xhol C/ITCGAG 3306, 1983
MTRPC1gs06s PCDNA3 Xhol CITCGAG 7311, 415
MTRPC1gs06s PCAGGs-IRES-GFP | Nhel G/CTAGC 1622, 6778
MTRPC1gs06s PCONAS/FRT/TO Xhol C/ITCGAG 414, 6956
MTRPC1g506s pBlue Xhol C/ITCGAG 3306, 1983
MTRPC1g506s pPcDNA3 Xhol C/ITCGAG 7311, 415
MTRPC1gs06s PCAGGs-IRES-GFP | Nhel G/CTAGC 1622, 6778
MTRPC1gs06s PCONAS/FRT/TO Xhol C/ITCGAG 414, 6956

50




Tabelle 4-2: Die mTRPC1gsees Konstrukte nach Subklonierung in die verschiedenen
Zielvektoren. Zur Uberpriifung, ob das DNA-Fragment in der gewiinschten Leserichtung eingebaut
wurde, musste jeweils eine Restriktionsanalyse durchgefiihnrt werden. Die jeweiligen Enzyme,
Schnittstellen und im Falle eines adaquat ausgerichteten Fragmentes zu erwartende Fragmentlangen

nach Restriktionsverdau werden in den restlichen Spalten aufgefihrt.

4.1.3 Mutagenese und Subklonierung von mTRPC4s03s

Auch der Kanal mTRPC4gs03s wurde zur weiteren funktionellen Analyse subkloniert. Das
prinzipielle Vorgehen entsprach hierbei dem unter 4.1.1 und 4.1.2 beschriebenen. Tabelle 4-
3 zeigt die erzeugten Konstrukte und die Daten zur jeweiligen Restriktionsanalyse. Das
Konstrukt mMTRPC4gs03s pPCAGGS IRES-GFP wurde von Jasmin Zimmermann erstellt.

Konstrukt Enzym | Schnittstelle | Sense [bp]
MTRPC4gs03s pCDNA5- FRT Mfe1 C/AATTG 2914, 4883
MTRPC4gs03s pPcDNAS FRT/TO Mfe1 C/AATTG 1482, 6382
MTRPC4gs03s PCDNA3 Mfe1 C/AATTG 2900, 5273

Tabelle 4-3: Die mMTRPC4gsp;s Konstrukte nach Subklonierung in die verschiedenen
Zielvektoren. Zur Uberpriifung, ob das DNA-Fragment in der gewiinschten Leserichtung eingebaut
wurde, musste jeweils eine Restriktionsanalyse durchgefiihnrt werden. Die jeweiligen Enzyme,
Schnittstellen und im Falle eines adaquat ausgerichteten Fragmentes zu erwartende Fragmentlangen

nach Restriktionsverdau sind in den restlichen Spalten aufgefuhrt.

4.1.4 Ubersicht (Sub-) Klonierungen

Tabelle 4-4 zeigt eine Ubersicht der in der vorliegenden Arbeit klonierten DNA-Konstrukte.

(Sub-)Klon Kanal Vektor Ursprungsklon
C1Klon4 GC MTRPC1gs06c | pBlue

C1Klon 12 GS MTRPC1gs50s | pBlue

C5Klon 1 GC MTRPCb5g504c | pBlue

C5Klon 9 GS MTRPCb5g504s | pBlue

MTRPC4short65635psGE | mMTRPC4gs03s | pBlue

M(M13.1)

C1 Klon 5D2 MTRPC1gs06c | PCDNA; C1Klon 4 GC

C1 Klon 6A MTRPC1gs50s | PCDNA; C1 Klon 12 GS
C1 Klon 9A MTRPC1gs06c | PCAGGS-IRES-GFP | C1 Klon 4 GC

C1 Klon 10C MTRPC1gs06s | PCAGGS-IRES-GFP | C1 Klon 12 GS
C1 Klon 13D MTRPC1gs0c | pPcDNA5s-FRT/TO C1Klon4 GC

C1 Klon 14A MTRPC1gs506s | pPcDNAs-FRT/TO C1Klon 12 GS
C1 Klon 14B MTRPC1gs506s | pPcDNAs-FRT/TO C1Klon 12 GS
C5Klon 7C MTRPCb5g504c | pPcDNA; C5Klon 1 GC

C5 Klon 8A MTRPCb5g504s | pPcDNA; C5Klon 9 GS
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C5 Klon 11E MTRPC5gs04c pCAGGS-IRES-GFP C5 Klon 1 GC

C5 Klon 12A2 MTRPC5gs04s pCAGGS-IRES-GFP C5 Klon 9 GS

C5 Klon 15D MTRPCb5gs0sc | pPCDNAs-FRT/TO C5Klon 1 GC

C5 Klon 16B MTRPCb5gs04s | pPcCDNAs-FRT/TO C5Klon 9 GS

C5 Klon 16C MTRPCb5gs04s | pPcCDNAs-FRT/TO C5Klon 9 GS

C1WT Klon 5 MTRPC1wr pCAGGS-IRES-GFP

C1WT Klon 16 MTRPC1wr pcDNA;-IRES-GFP

C4 Klon 11 MTRPC4gs0ss | pPcDNAs-FRT/TO C4G503SpsGEM
SP

Tabelle 4-4: Ubersicht iiber die in der vorliegenden Arbeit klonierten DNA-Konstrukte.

4.2 Funktionelle Untersuchungen

421 Zellen die mTRPC5Gsus bzw. mTRPC4gs03s exprimieren weisen eine geringere

Uberlebensrate auf.

Nach erfolgter Mutagenese und Subklonierung, wie oben beschrieben, wurde in einer
ersten Serie von Experimenten die mTRPC5gs04s CONA (MTRPC5g504s pPCAGGS-IRES GFP)
in HEK293 Zellen transient fir 24 h exprimiert. Dabei konnte im Vergleich zur Kontrolle
(Zellen, die pCAGGS-IRES-GFP exprimieren) im Mikrosop eine geringere Anzahl intakter
Zellen festgestellt werden. Fir TRPV3 wurde gezeigt, dass die korrespondierende Mutation
des konservierten Glyzins eine gain-of-function darstellt, wobei die Offenwahrscheinlichkeit
des Kanals erhoht ist, was durch vermehrten Kalziumeinstrom zu konsekutiver Apoptose
fuhrt (Asakawa et al. 2006).

Dementsprechend stellten wir die Hypothese auf, dass hier im Falle der strukturell
korrespondierenden Mutation im mTRPC5 ebenfalls ein erhdhter Ca?* Einstrom fiir den

Zelltod verantwortlich sein konnte.

Daher wurden in einer zweiten Serie von Experimenten in das Medium der transfizierten
MTRPC5¢s04s Zellen verschiedene Konzentrationen des Ca®* Chelators EGTA gegeben um
die extrazelluldre freie Ca?* Konzentration im Medium, die 1,8 mM betrug, auf 100 uM, 3 uM,
1 uM, 62 nM und 44 nM zu senken. Bei Ca?* Konzentrationen geringer als 1 yM nahm die
Anzahl der grun fluoreszierenden Zellen signifikant zu (Abb. 4-7A,B). Das lasst darauf
schliessen, dass der Zelltod kausal durch das Kalzium bedingt ist, am ehesten aufgrund der

gain-of-function Mutation G504S im tberexprimierten mTRPC5 Kanal.
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Abbildung 4-7: Die Anzahl griin fluoreszierender transient mTRPC5gs504s exprimierender
HEK293 Zellen erhoht sich mit der Abnahme der extrazelluliren Ca>* Konzentration des
Mediums. (A) Die durchschnittliche Zellzahl der griin fluoreszierenden Zellen (+ S.E.M.) pro Blickfeld
(zufallig eingestellt) wurde fur jeweils 10 Schalchen (n=10) im Mikroskop ermittelt und gegen die
extrazellulare Ca®* Konzentration aufgetragen. Die Konzentration des freien Ca®* wurde durch eine
Kombination aus der vorhandenen Ca®* Konzentration im Medium (1,79 mM) und verschiedenen
Konzentrationen des Ca®* Puffers EGTA errechnet (Webmaxc) und eingestellt. (B) Die statistische
Analyse wurde mit der Software Rstudio erstellt. Bei signifikant unterschiedlichen Varianzen wurde ein
Welch-ANOVA Test mit anschlieRender Bonferroni Analyse durchgefiihrt.
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Um einen intrazelluldren Ca?* Anstieg durch den Ca*" Einstrom (iber eventuell konstitutiv
aktive MTRPC5gs4s Kandle zu messen wurden Imaging Experimente mit dem Ca®'-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2AM durchgefihrt (siehe 3.2.2.3). Wie in Abbildung 4-8
dargestellt, zeigen die transient mMTRPC5gs04s-exprimierenden HEK293 Zellen im Vergleich
zur Kontrollpopulation (Zellen die nur GFP exprimierten) einen groReren intrazelluldren Ca**
Anstieg. Die Baseline korreliert mit der intrazellularen Ca** Konzentration vor Zugabe von
Ca? (2.5 mM) ins Bad. Die maximale Steigung des Ca®* Anstiegs, also der Ratio-Anderung
(F340/F380) pro Zeit, ist ein guter Indikator fiir den Ca®" Einstrom bezogen auf die gesamte
Oberflache der Zelle und die erreichte Peak Ratio korreliert mit der maximal erreichten
intrazellularen Kalziumkonzentration. Es ist zu erkennen, dass der Ca?* Einstrom ohne eine
zusatzliche Stimulation mit der Zeit nach Transfektion von mTRPC5gs04s (12 bis 48 h)
zunimmt (Abb. 4-8). Die G504S Mutation hat also einen konstitutiv aktiven mTRPCS Kanal
zur Folge, dessen Dichte pro Membranoberflache mit der Zeit nach Transfektion zunimmt

und somit auch der Ca?" Einstrom.

MTRPCS5¢504s
1.4 4
Ca2+2.5mM
12-] IRES-GFP (4/119)
C5GS 18h (4/128)
1.0~ C5GS 24h (4/120

C5GS 36h (4/113)
C5GS 48h (4/118)

Fura 2 Ratio (F340/F380)
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Abbildung 4-8 Der Kalziumeinstrom nimmt mit der Zeit nach Transfektion des TRPC5¢s04s
Konstruktes (mMTRPC5¢s504s pPCAGGS-IRES-GFP) zu. Die HEK293 Zellen mit transient exprimiertem
MTRPC5gs04s wurden mit 2.5 mM externem EGTA wachsen gelassen. Zur Kontrolle wurden Zellen mit
dem leeren IRES-GFP Vektor transfiziert und unter den gleichen Bedingungen kultiviert. 12, 18 , 24 ,
36 und 48 h nach Transfektion wurden die Zellen mit Fura-2 beladen und intrazellulare Ca**
Anderungen nach Zugabe (bei 100 s; zu Beginn der Messung Zellen in nominell 0Ca Badlésung) von
25 mM Ca* gemessen. Die Anderung der intrazellularen Ca’* Konzentration wurde als Fura-2
Fluoreszenzratio (Fsso/F3s0) gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M. aus

jeweils n unabhangigen Experimenten mit insgesamt x Zellen (n/x).
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Als nachstes wurden von PD Dr. Ulrich Wissenbach, Dr. Stephan Philipp und Heidi Léhr
(Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und Toxikologie, Universitat des
Saarlandes, Homburg) zwei stabile Zelllinien (Tetrazyklin-induzierbare Expression in Flip-In
T-Rex HEK Zellen, siehe Methoden) mit induzierbarer mTRPC5gs04s bzw. MTRPC4gs03s
cDNA generiert, um die bisherigen Ergebnisse zu verifizieren und weiterfuhrende
Untersuchungen an den Kanalproteinen durchfihren zu kénnen. Der Vorteil dieser Zelllinien
ist eine gute Steuerbarkeit der Expression der konstitutiv aktiven Kanale durch die Zugabe

von Tetrazyklin.

Im Folgenden wurden mit den stabil induzierbaren FLP-In T-Rex mTRPC5gs04s und FLP-
In T-Rex mMTRPC4gsoss Zelllinien wiederum Ca** Imaging-Experimente durchgefiihrt (Abb. 4-
12 A,B). Die Zellen wurden vorher mit Tetrazyklin (10 pg/ml) induziert und 0, 5 und 20
Stunden nach Induktion fiir Ca** Messungen verwendet. Es zeigte sich sowohl in den
MTRPC4gsoss- als auch in den mTRPC5gsess-exprimierenden Zellen ein intrazelluldrer Ca®*
Anstieg nach Zugabe von extrazellularem Ca?*, der mit der Zeit nach Induktion zunimmt. Da
mit der Zeit die Quantitat der induzierten Proteine zunimmt, bestatigt dies die gewonnene
Erkenntnis, dass sich der Ca* Einstrom kausal auf die mutierten Kanalproteine zuriickfiihren
lasst. Nicht induzierte FLP-In T-Rex mTRPC5gs04s Und FLP-In T-Rex mTRPC4gs3s Zellen
sowie Zellen, die stabil den Wildtyp von mTRPC5 bzw. mTRPC4B exprimieren weisen
dagegen keinen bzw. nur einen geringen Ca?*-Anstieg nach extrazelluldrer Zugabe von 2.5
mM Ca** auf (Abb. 4-9 A B).
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Abbildung 4-9: Der Ca® Einstrom in den induzierbaren mTRPC5gs04s Und mMTRPC4gsoss
Zelllinien nimmt mit der Zeit nach Induktion zu. Intrazelluldre Ca®* Signale in Flp-In T-Rex
MTRPC5gs04s (A) und Flp-In T-Rex mTRPC4gso3s (B) Zellen, 5 und 18 h (A) bzw. 5 und 20 h (B) nach
Induktion mit Tetrazyklin. Als Kontrollzellen, wurden nicht induzierte Flp-In T-Rex mTRPC5gs5045 (A)
bzw. Flp-In T-Rex mTRPC4gs035 Zellen (B) verwendet, sowie HEK Zellen die stabil den Wildtyp des
jeweiligen Kanals exprimieren (A, mMTRPC5; B, mTRPC4p). Die Zellen wurden mit Fura-2-AM geladen
und in nominell Ca®" freier Badlésung gehalten (B1 Puffer). Nach 100 Sekunden wurde 2.5 mM
extrazelluldres Ca®* hinzugegeben. Die Anderung der intrazellularen Ca®* Konzentration wurde als
Fura-2 Fluoreszenzratio (Fz40/F3s0) gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M.

aus jeweils n Experimenten mit insgesamt x Zellen (n/x).

Mit den stabilen Flp-In T-Rex mTRPC5g504s und Flp-In T-Rex mTRPC4gs03s Zelllinien
wurden anschliessend durchflusszytometrisch  Viabilitats- bzw. Apoptose-Versuche
durchgefuhrt (s. 3.2.3) um den Anteil der toten bzw. der lebenden Zellen unter
verschiedenen Bedingungen (Zeit nach Induktion, Dosis-abhangiger Effekt von SKF96365
oder Lanthan) zu quantifizieren (Abbildung 4-10 AB, 4-11 AB und 4-12 A,B). Die
Experimente wurden bei einer physiologischen extrazelluldren Ca®* Konzentration von etwa

2 mM im Kulturmedium durchgefuhrt.

Wie in Abbildung 4-10 zu erkennen ist nimmt der prozentuale Anteil der nicht-
apoptotischen (viablen) Flp-In T-Rex Zellen nach Induktion der mTRPCb5gs0s (A) bzw.
MTRPC4gs03s Expression (B) mit der Zeit signifikant ab und betragt 48 h nach Induktion in
beiden Zelltypen nur noch ca. 40%. In der Kontrollpopulation (nicht induzierte Flp-In T-Rex
MTRPC5gs04s (A) und Flp-In T-Rex mTRPC4gs03s (B) Zellen) konnte im Verlauf der 48 h

dagegen keine Veranderung der Uberlebensrate festgestellt werden.
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Abbildung 4-10: Die Expression von mMTRPC5¢504s und mMTRPC4gs035 fiihrt zu einem vermehrten
Zellsterben. Prozentualer Anteil von lebendigen (nicht-apoptotischen) Zellen nach unterschiedlich
langer Induktion (0, 3, 18, 24, 29 und 48 h) von stabilen Flp-In T-Rex mMTRPC5gs04s (A) und Flp-In T-
Rex mTRPC4gs03s Zellen (B). Als Kontrolle wurden nicht induzierte Flp-In T-Rex mTRPC5gs504s (A) und
Flp-In T-Rex mTRPC4¢s03s Zellen (B) verwendet. Die adharenten Zellen sind vor Durchflihrung der
Experimente 48 h bei 37°C auf einer 96-Well Platte gewachsen, wurden mit Trypsin vom Untergrund
abgelost, mit dem Guava ViaCount Reagenz gefarbt und mit dem Durchflusszytometer Guava
EasyCyte 8HT gezahit. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M. aus jeweils n Experimenten (bzw. 96-Well

Platten Wells) mit insgesamt x analysierten Zellen (n/x).
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SKF96365 inhibiert die Calciumaufnahme in die Zelle durch Blockade verschiedener Ca**
permeabler lonenkandle, darunter auch TRP Kanale (Singh et al., 2010). Wachsen die
MTRPC5gs04s bzw. mMTRPC4gsoss-exprimierenden Flp-In T-Rex Zellen nach Induktion mit
Tetrazyklin fir 56 h in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von SKF96365, so zeigt
sich sowohl in den Flp-In T-Rex mTRPC5¢s04 (Abb. 4-11A) als auch in den Flp-In T-Rex
MTRPC4Gsy3s Zellen (Abb. 4-11B) bei Konzentrationen zwischen 50 und 100 yM SKF96365
eine signifikante Abnahme der Apoptoserate, d. h. es sind mehr Uberlebende Zellen
vorhanden. Allerdings sinkt die Uberlebensrate sowohl der induzierten als auch der nicht-
induzierten (Kontrolle) Flp-In T-Rex mMTRPC5gs04 (Abb. 4-11A) und Flp-In T-Rex
MTRPC4Gso3s Zellen (Abb. 4-11B) signifikant bei Inkubation héhere Konzentrationen von
SKF96365. Dies weist darauf hin, dass bei Konzentrationen zwischen 50 und 100 uM
SKF96365 sehr wahrscheinlich durch Inhibition der konstitutiv aktiven mTRPC5gs04s uNd
mTRPC4gs03s Kanéle die Uberlebensrate der Zellen gesteigert wurde, wohingegen hohere
Konzentrationen von SKF96365 vermutlich toxisch fur die Zellen sind, so dass die
Uberlebensrate sowohl der induzierten als auch der nicht-induzierten FLP-In T-Rex Zellen
signifikant reduziert war (Abb. 4-11).
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Abbildung 4-11: 50-100 uM SKF96365 erhoht die Uberlebensrate von mTRPC5gsus und
MTRPC4gs5035-exprimierenden Zellen. Prozentualer Anteil von lebendigen (nicht-apoptotischen) FLP-
In T-Rex mMTRPC5gs504s (A) und FLP-In T-Rex mTRPC4gs03s Zellen (B) 56 h nach Induktion mit
Tetrazyklin und Inkubation in verschiedenen Konzentrationen (50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM, 750
MM und 1000 pM) von SKF96365. Als Kontrolle wurden nicht induzierte Flp-In T-Rex mTRPC5gs04s
(A) und Flp-In T-Rex mTRPC4gs03s Zellen (B) verwendet. Die adharenten Zellen sind vor
Durchfiihrung der Experimente 56 h bei 37°C auf einer 96-Well Platte gewachsen, wurden mit Trypsin
vom Untergrund abgelost, mit dem Guava ViaCount Reagenz gefarbt und mit dem
Durchflusszytometer Guava EasyCyte 8HT gezahlt. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M. aus jeweils n

Experimenten (bzw. 96-Well Platten Wells) mit insgesamt x analysierten Zellen (n/x).

Ein anderer Inhibitor von TRP Kanélen ist das dreiwertige Kation Lanthan (La*"). Wird
dem Kulturmedium verschiedene Konzentrationen von Lanthan zugesetzt, so zeigt sich
sowohl in den FLP-In T-Rex mTRPCbgs04s als auch in den FLP-In T-Rex mTRPC4gs03s
Zellen 56 h nach Induktion durch Tetrazyklin und Inkubation mit Lanthan im
Konzentrationsbereich zwischen 500 und 1000 uM eine leichte Abnahme der Todesrate
(Abb. 4-12A und Abb. 4-12B). Es ist bekannt, dass La®*" in diesem Konzentrationsbereich z.B.
TRPC5 Einwartsstrome blockiert (Jung et al. 2003). Hohere Konzentrationen von Lanthan (>
1 mM) fuhren, ebenso wie hohe Konzentrationen von SKF96365 (Abb. 4-12) zu einem
vermehrten Zellsterben, sowohl in induzierten als auch nicht-induzierten FLP-In T-Rex
MTRPCS5¢s04s und FLP-In T-Rex mTRPC4gs03s Zellen (Abb. 4.12).
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Abbildung 4-12: 0.5-1 mM La** erhoht die Uberlebensrate von mTRPC5gs0ss und mTRPC4gso3s-
exprimierenden Zellen. Prozentualer Anteil von lebendigen (nicht-apoptotischen) FLP-In T-Rex
MTRPC5gs04s (A) und FLP-In T-Rex mTRPC4gs03s Zellen (B) 56 h nach Induktion mit Tetrazyklin und
Inkubation in verschiedenen Konzentrationen (50 pM, 100 uM, 250 uM, 500 uM, 750 uM, 1 mM, 3 mM,
10 mM) von Lanthan (La3+). Als Kontrolle wurden nicht induzierte Flp-In T-Rex mTRPC5gs04s (A) und
Flp-In T-Rex mTRPC4¢s03s Zellen (B) verwendet. Die adharenten Zellen sind vor Durchfiihrung der
Experimente 56 h bei 37°C auf einer 96-Well Platte gewachsen, wurden mit Trypsin vom Untergrund
abgelost, mit dem Guava ViaCount Reagenz gefarbt und mit dem Durchflusszytometer Guava

EasyCyte 8HT gezahlt. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M. aus jeweils n Experimenten (bzw. 96-Well
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Platten Wells) mit insgesamt x analysierten Zellen (n/x). Die gestrichelte Linie gibt jeweils den

Gesamtdurchschnitt an lebendigen Zellen nach Induktion an.

Die bisherigen Experimente weisen darauf hin, dass sowohl die Mutation G504S in
MmTRPC5 als auch G503S in mTRPC4 zu einer konstitutiven Aktivitat der entsprechenden
Kanale filhrt. Durch diese konstitutive Aktivitit kommt es zu einem dauerhaften Ca?*
Einstrom in die Zelle, der die intrazelluldre Ca** Konzentration langfristig erhéht. Die Zellen
gehen anschliessend sehr wahrscheinlich aufgrund der Ca®* Uberladung in Apoptose und

sterben ab.

Die G zu C Mutationen fuhrte in TRPC5 ebenfalls zu einem erhohtem Kalziumeinstrom

(Daten nicht gezeigt).

4.2.2 Die G506S Mutation in TRPC1 hat keinen Einfluss auf die Uberlebensrate der Zellen

Auch im mTRPC1 Kanal wurde das konservierte Glyzin im S4-S5 Linker wie unter 3.2.1.1
beschrieben durch ein Serin bzw. Cystein ersetzt. TRPC1 ist das erste TRPC Protein bei
dem diskutiert wurde, ob es sich um einen lonenkanal handeln kénnte (Zitt et al. 1996).
Allerdings fiihrt eine Uberexpression von mTRPC1 z.B. in HEK293 Zellen experimentell zu
keinem von Basalstrémen unterscheidbaren messbaren Strom (Lintschinger et al. 2000;
Stribing et al. 2001). Mdglicherweise ware mTRPC1 ein funktionsfahiger homotetramerer
Kanal, jedoch fehlt der entsprechende Agonist. Die G506S Mutation kénnte den Kanal
moglicherweise 6ffnen wie bei mTRPC5 und mTRPC4. Ein messbares Ca®* Signal bzw. ein

messbarer Strom waren der Beweis fur einen funktionsfahigen homomeren mTRPC1 Kanal.

Zunachst wurden stabile Zelllinien mithife des mMTRPC1gs0es PCDNAS/FRT/TO
Konstruktes generiert (PD Dr. Ulrich Wissenbach, Dr. Stephan Philipp und Heidi Léhr).
AnschlieRend wurden Ca®* Imaging Experimente mit der generierten stabilen FLP-In T-Rex
MTRPC1gsees Zelllinie durchgefuhrt. Hier zeigte sich jedoch kein vermehrter zytosolischer
Ca*" Anstieg 18 h nach Induktion mit Tetrazyklin bei Zugabe von 2.5 mM extrazelluldrem
Ca? (Abb. 4-13). Die Ca** Messungen waren von denen nicht-induzierter FLP-In T-Rex
MTRPC1g506s Zellen nicht zu unterscheiden. Demnach konnte keine konstitutive Aktivitat des

MTRPC1g506s Kanals nachgewiesen werden.
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Abbildung 4-13: Zellen mit mMTRPC1gs06s Mutation zeigen keinen vermehrten Ca®* Einstrom. Die
stabil induzierbaren FLIP-In T-Rex mTRPC1gs06s Zellen wurden mit Tetrazyklin fir 18 h induziert. Zur
Kontrolle wurden nicht induzierte Zellen unter den gleichen Bedingungen verwendet. Nach 100
Sekunden wurde 2.5 mM extrazelluldres Ca** hinzugegeben. Die Anderung der intrazellularen ca”
Konzentration wurde als Fura-2 Fluoreszenzratio (Fzs0/F3s0) gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt

sind Mittelwerte £S.E.M. aus jeweils n Experimenten mit insgesamt x Zellen (n/x).

In einer weiteren Serie von Experimenten wurde mTRPC1gs0s mit mMTRPC4B bzw.
MTRPCS5 koexprimiert. Da fur den mTRPC1gsess Kanal in dem in Abbildung 4-13
dargestellten Experimenten keine Aktivitat gemessen werden konnte, wurde versucht durch
die Koexpression eine ggf. mogliche Translokation des Proteins als Heteromer mit TRPC4
bzw. TRPCS5 in die Zellmembran zu erreichen (Stribing et al. 2001; Storch et al. 2012).

Tatsachlich konnte nach Expression von mTRPCA4 in FLP-In T-Rex mTRPC1gs035 Zellen
48 h nach Induktion und Transfektion ein signifikant erhéhter Ca®* Einstrom im Vergleich zu
FLP-In T-Rex mMTRPC1gs03s Zellen, die mit IRES-GFP transfiziert wurden bzw. im Vergleich
zu HEK293 Zellen, die lediglich stabil mTRPC4f exprimieren gemessen werden (Abb. 4-
14A). Zu erklaren ware dies z.B. durch eine subzelluldre Translokation eines homomeren
MTRPC1gs06s Kanals, der dann eine gewisse konstitiutive Aktivitat besitzt oder alternativ
einer Heterotetramerisierung von mMTRPC1gs06s mit MTRPC4B Untereinheiten, wobei der

heteromere Kanal dann konstitutive aktiv ware.

Im Vergleich zu den mit mTRPC4 transfizierten Zellen weisen die mit mTRPC5

transfizierten Zellen alle einen starkeren Ca®* Anstieg bei Zugabe von 2.5 mM
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extrazellularem Ca*" auf (Abb. 4-14). In zahlreichen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass
nach heterologer Expression TRPC5 eine schwache konstitutive Aktivitat besitzt (Zholos et al.
2014). Die Expression von mTRPC5 (C5yr) in FLP-In T-Rex mTRPC1gs0s Zellen zeigte
jedoch keinen zusétzlichen intrazelluldren Ca?* Anstieg 48 h nach Induktion und Transfektion
(Abb. 4-14B). Der zytosolische Ca?* Anstieg nach Zugabe von 2.5 mM Ca?" fiel in induzierten
FLP-In T-Rex mTRPC1gs06s Zellen nach Transfektion mit mTRPC5 cDNA, stabil mTRPC1-
exprimierenden HEK293 Zellen mit und ohne Transfektion mit mTRPC5 cDNA sowie in
HEK293 Zellen, die stabil mTRPCS5 exprimieren vergleichbar hoch aus (Abb. 4-14B).
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Abbildung 4-14: Koexpression von mTRPC1gs06s mit mMTRPC4 (A) und mTRPC5 (B). Stabil
TRPC1gs06s exprimierende FLP-In T-Rex Zellen wurden mit mTRPC4(3 (A), IRES-GFP (A) bzw.
mTRPC5 (B) cDNA transfiziert und 48 h nach Induktion und Transfektion zytosolische Ca®*
Messungen durchgefiihrt. Desweiteren wurden als Kontrollen stabil mMTRPC4f (A), stabil mMTRPC5 (B)
und stabil mMTRPC1 (B) -exprimierende HEK293 Zellen, sowie stabil mMTRPC1-exprimierende HEK293
Zellen, die zusatzlich mit mTRPC5 cDNA transfiziert wurden (B) verwendet. Nach 100 Sekunden
wurde jeweils 2.5 mM extrazellulares ca” hinzugegeben. Die Anderung der intrazellularen ca”
Konzentration wurde als Fura-2 Fluoreszenzratio (Fzs0/F3s0) gegen die Zeit aufgetragen. Dargestellt
sind Mittelwerte +S.E.M. aus jeweils n Experimenten mit insgesamt x Zellen (n/x).

4.2.3 Kompensatorische Mutation in mTRPC4 und mTRPC5
Die Substitution des Glyzins von mTRPC4 an Position 503 bzw. von mTRPC5 an Position

504 durch ein Serin fihrte wie oben beschrieben zu einem konstitutiv aktiven lonenkanal. Es
ist naheliegend, dass dieses Serin im tetrameren mTRPC4 aber auch mTRPC5 lonenkanal
mit einer anderen Aminosaure interagiert und so die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals
erhoht. Um potentielle Interaktionspartner zu finden konnten wir ein strukturhomologes
Modell basierend auf der bekannten Struktur des spannungsabhéangigen Kaliumkanals (K,)
erstellen, der ebenfalls 6 Transmembrandomanen besitzt und dessen Struktur der von TRP
Proteinen sehr ahnlich ist (Long et al. 2005) (Abb. 4-15A; Gruppe Prof. Volkhard Helms,
Bioinformatik, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken). Abbildung 4-15B und C zeigen die
fur die Mutation relevanten Segmente von mTRPC4 (Abb. 4-15B) und mTRPC5 (Abb. 4-
15C). Beginnend mit dem S4-S5 Linker, Uber das Transmembransegment S5 (Gelb), die
Pore (Orange) bis zum distalen Anteil von S6 (Rot). Aufgrund des Modells lasst sich ein
moglicher Kontakt des S4-S5 Linkers zum distalen Ende vom Transmembransegment S6
des gleichen Proteins und eventuell zu den Helices S5 und S6 der benachbarten
Untereinheiten vermuten. Das Glyzin 503 in mTRPC4 hat einen Abstand von 8 Angstrém
(Abbildung 4-15 B) von einem Serin in Position 623. Dieses befindet sich im Model am
distalen Ende der Transmembrandoméane S6 des TRPC4 Kanals. Wird das Glyzin an der
Stelle 503 durch ein Serin ersetzt, so konnte eine Wasserstoffbriickenbindung oder ein
direkter Kontakt zwischen den beiden polaren Aminosauren (Glyzin 503 und Serin 623) zu
einer Interaktion der Aminoséurereste und somit einer Anderung der strukturellen
Konformation des Molekdils fihren. Somit kdnnte sich die Position des S4-S5 Linkers und die
des distalen Anteils von S6 so verandern, dass der Kanal in eine offene Konformation
gezwungen wird. Falls diese Hypothese zutrifft, sollte der Austausch des Serins an der Stelle
623 durch ein Alanin diese Konformationsanderung verhindern und somit den Einfluss der

Glyzin 503 Mutation im mTRPC4 Kanal riickgangig machen.
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Abbildung 4-15: Die dreidimensionale Struktur des mTRPC4 und mTRPC5 Kanals. (A) Ein
Homologiemodell von mTRPC4 wurde auf Basis der bekannten Struktur des spannungsabhangigen
Kaliumkanals (K,) erstellt. Dazu wurden die Primarsequenzen aus der Uniprot Database benutzt

(http://www.uniprot.org). Als Template fir das Homologiemodell wurde die Kristallstruktur 3LUT des

Kv1.2 Kanals aus der Proteindatenbank http://www.pdb.org verwendet. Initial wurde die Struktur der

Transmembrandomanen von jedem TRP Kanal mit dem TOPCONS Server vorhergesagt (Tsirigos et
al., 2015). Dann wurden die Sequenzen, welche die Konsensregion der Transmembrandomane
reprasentieren als Input fir ein Multiple Sequence Alignment zwischen Target Protein und 3LUT
Template (Chen et al., 2010) verwendet. Dies wurde mit dem Programm ClustalW2 durchgefihrt
(Larkin et al., 2007). Das Programm Jalview (Procter et al., 2021) wurde verwendet um das
resultierende Alignment zu inspizieren und es vom MSA in das Dateiformat pir zu konvertieren.
SchlieRlich wurden dreidimensionale Modelle mithilfe des Modeller9 Pakets (Webb et al., 2016)
erstellt. Fir jede TRP Sequenz wurden 15 Modelle berechnet. Das Modell mit dem besten DOPE
Score wurde verwendet um es mithilfe von Modeller weiter zu verfeinern. B und C zeigen die
raumliche Nahe des mutierten Glyzins zum Serin623 im Falle von mTRPC4 und Serin 627 im Falle
von mTRPC5. (Abbildung entnommen aus Beck et al., 2013)

Das Serin S623 im mTRPC4 Kanal wurde in der mTRPC4gs03s Mutante durch ein Alanin
ersetzt, sodass eine Doppelmutante entstand (PD Dr. Ulrich Wissenbach). Diese wurde
transient (INTRPC4gs03s5+5623a-PCAGGS-IRES-GFP) in HEK293-M;R Zellen exprimiert und es
wurde wie oben beschrieben der Anteil der lebenden und toten Zellen mithilfe der
Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 4-16). Wie in Abbildung 4-16 zu erkennen ist, hat die
Expression der Doppelmutante mMTRPC4gs03s+s623a, iMm Gegensatz zur mTRPC4gs03s Mutation
(siehe Abb. 4-10B), keinen signifikanten Einfluss auf die Viabilitdt der Zellen. Als Kontrolle

wurden die nicht-griinen Zellen aus der entsprechenden Transfektion verwendet.
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Abbildung 4-16: Die Expression von mTRPC4gso3s+s623a hat keinen Einfluss auf die Viabilitat
von Zellen. Prozentualer Anteil von lebenden (nichtapoptotischen) Zellen 0, 4, 18, 24, 29 und 48 h
nach Transfektion von HEK293-M,R Zellen mit mTRPC4gs03s+s623a-IRES-GFP. Nicht-griine Zellen
dienten als Kontrolle. Die adharenten HEK293-M,R Zellen sind vor Durchfiihrung der Experimente 48
h bei 36°C auf einer 96-Well Platte gewachsen, wurden mit Trypsin vom Untergrund abgel&st, mit dem
Guava ViaCount Reagenz gefarbt und mit dem Durchflusszytometer Guava EasyCyte 8HT gezahit.
Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M. aus jeweils n Experimenten (bzw. 96-Well Platten Wells) mit

insgesamt x analysierten Zellen (n/x).

Des  Weiteren wurden ca* Imaging Experimente, Westernblot und
Oberflachenbiotinylierungen durchgefihrt, um nachzuweisen, dass das mMTRPC4gso3s+s623a
Protein in der Zellmembran zu finden ist (Dr. Christof Stérger). Auch konnten in Fura-2 Ca**
Imaging Experimenten (PD Dr. Ulrich Wissenbach) und Whole-Cell Patch-Clamp
Experimenten (Dr. Andreas Beck) kein vermehrter Ca®* Anstieg bzw. Ganzzellstrom, der auf
eine erhohte Offenwahrscheinlichkeit des mMTRPC4gsoss+sesa  Kanals  hindeutet
nachgewiesen werden. Der mTRPC4gsoss+se23a Kanal konnte wie Wildtyp mTRPC4 nach
wie vor durch Applikation von Carbachol (Agonist an endogenen M; und stabil in den HEK

Zellen exprimierten M, Rezeptoren) stimuliert werden.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass die zweite Mutation S623A am distalen S6
Segment von mTRPC4, den Effekt der G503S Mutation im S4-S5 Linker von mTRPC4, d. h.
die konstitutive Aktivitat, wieder aufhebt. Somit ist eine Interaktion zwischen S4-S5 Linker
und distalem S6 Segment wichtig fiir das Offnen und SchlieRen des mTRPC4 lonenkanals.

Die zuletzt beschriebenen Experimente wurden von den erwdhnten Personen

durchgefihrt und sind, wie weitere Patch-Clamp Experimente (Dr. Andreas Beck), die die
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Ergebnisse meiner Arbeit (4.2.1-4.2.3) bestatigen, in Beck et al., 2013, mit mir als Ko-

Erstautor zusammengefasst und publiziert.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte eine zu TRPV3 korrespondierende Punktmutation
(G573S in Maus und Mensch) im S4-S5 Linker, die zu einem konstitutiv aktiven lonenkanal
fuhrt, in die cDNAs von mTRPC1 (G506S), mTRPC4 (G503S) und mTRPC5 (G504S)
eingeflugt werden. Es sollte tGberprift werden, ob die Mutation im S4-S5 Linker auch hier zu
konstitutiv offenen Kanalen fihrt. Im Falle einer konstitutiven Aktivitat bieten die klonierten
Mutanten die Mdglichkeit zu weiterfuhrenden Experimenten (z.B. einer knock-in Maus) um
die physiologische Rolle der Proteine besser zu verstehen. Die Hypothese konnte im Fall
von mTRPC4 und mTRPC5 anhand von Fura-2 Calcium Messungen,
durchflusszytometrischen Viabilitdts- bzw. Apoptose-Untersuchungen und Patch Clamp
Experimenten (Dr. Andreas Beck) bestatigt werden. Im Fall von mTRPC1 zeigte sich kein
Hinweis auf eine konstitutive Aktivitdt der G zu S Mutation, allerdings konnte bei
Koexpression von mMTRPC1gsess mit mMTRPC43 ein gering erhdhter Kalziumeinstrom
gemessen werden. Die mTRPC4 Doppelmutante G503S+S623A war nicht konstitutiv aktiv,
somit beruht der Effekt der G503S Mutation z.B. auf einer Wasserstoffbriickeninteraktion mit

S623 am distalen Transmembransegment S6.

5.1 Die Mutation G503S bzw. G504S in mMTRPC4 bzw. mTRPC5 fiihrt zu einem

konstitutiv aktiven lonenkanal

Wie im Ergebnisteil beschrieben zeigte sich nach Uberexpression von mTRPC5gsus
bereits optisch ein vermehrtes Sterben der transfizierten Zellen. Die Hypothese war, dass die
Zellen durch Ca?*-induzierte Apoptose wegen eines vermehrten Kalziumeinstroms (iber die
mutierten Kanale zugrunde gehen. Nach Senkung der freien extrazelluliren Ca®*
Konzentration des Kulturmediums iiber die Zugabe des Ca*-Puffers EGTA, zeigten sich
deutlich mehr lebendige Zellen, wodurch die Hypothese bestatigt werden konnte. Eine hohe
Anzahl lebender Zellen war nur bei einer sehr geringen extrazellularen Kalziumkonzentration
zu erkennen, was dafirspricht, dass ein starker Kalziumstrom in die mit mMTRPC5gs504s CDNA
transfizierten Zellen stattfindet. In den Fura2-Ca®"-Imaging-Experimenten (Abbildung 4-8)
korreliert die Baseline vor Kalziumapplikation mit der basalen intrazellularen Ca?*
Konzentration. Diese war mit zunehmender Zeit nach Transfektion, und somit wahrscheinlich
mit zunehmender Anzahl von membranstandigen mMTRPCsgsoss lonenkanalproteinen,
sukzessive hoher. Die maximale Steigung der Fura-2 Ratio, also die intrazellulare Ca?*-
Anderung pro Zeit, ist ein guter Indikator fiir den Ca®* Einstrom bezogen auf die gesamte
Zelloberflache. Auch diese nahm mit der Zeit nach Transfektion zu, was ebenfalls
wahrscheinlich an der zunehmenden Membrandichte des lonenkanals liegt. Die Peak Ratio,
die erreicht wurde, korreliert mit der maximal erreichten intrazellularen Kalziumkonzentration,

auch diese nahm mit der Zeit nach Transfektion zu. Zudem zeigte sich nach Applikation des
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Kalziums bei den langer transfizierten Zellen ein Plateau, das zeigt, dass die Zellen nicht
mehr in der Lage sind das intrazellulare Kalzium aus der Zelle heraus zu transportieren.
Diese Ergebnisse konnten anhand stabil induzierbarer mTRPCb5gs04s und mTRPC4gs03s
Zellen verfiziert werden (Abbildung 4-9). Hier zeigte sich, analog zur Transfektion, mit
zunehmender Zeit nach Induktion ein schnellerer und héherer Ca®* Anstieg. Insgesamt
bestatigen die Fura-Experimente die Hypothese, dass der Kalziumeinstrom und somit die
Apoptose kausal durch das MTRPC5g504s/MTRPC4gs03s Protein verursacht wurde. Die
bereits subjektiv festgestellt erhdhte Apoptoserate der mTRPC5gs04s und mMTRPC4gsoss
exprimierenden Zellen wurde durch quantitative durchflusszytometrische Analysen des
Verhaltnisses von apoptotischen zu lebenden Zellen bestatigt (Abbildung 4-13), wobei die
Zugabe von TRPC Inhibitoren (SKF96365 und Lanthan) die Rate der lebenden Zellen
erhdhte (,Rescue” siehe Abschnitt 5.5). Das spricht dafiir, dass der Inhibitionsmechanismus
auf einer direkten Blockade der Pore beruht (siehe unten). Alle Experimente weisen darauf
hin, dass es in den MTRPC5¢s04s und MTRPC4gs03s exprimierenden Zellen ohne Stimulation
zu einem massiven Ca** Einstrom kommt. Dies ist damit zu erklaren, dass es sich bei der
entsprechenden Mutation um eine sogenannte “gain-of-function” Mutation handelt, die im
Falle der Ca?-permeablen mTRPC5 und mTRPC4, wie fir TRPV3 aus Maus und Mensch
bei der entsprechenden Mutation beschrieben, (Lin et al. 2012; Lai-Cheong et al. 2012;

Asakawa et al. 2006; Xiao et al. 2008) zu konstitutiv aktiven lonenkanalen fihrt.

5.2 Das dreidimensionale Strukturmodell von spannungsabhangigen Kaliumkanalen
als Vorlage fiir ein Modell von TRPC4 und TRPC5

Dank der Fortschritte der single-particle cryogenic electron microscopy (cryo-EM) wurden
in den letzten Jahren immer mehr hochauflésende Strukturen (bis auf ca. 3 Angstrom)
verschiedener TRP Kanale bekannt. TRPC Strukturen sind seit 2018 verfugbar. Die
aktuellen cryo-EM Strukturen umfassen homomere TRPC3, TRPC4, TRPC5 und TRPC6
Kanale (Duan et al. 2018; Fan et al. 2018; Vinayagam et al. 2018; Vinayagam et al. 2020;
Duan et al. 2019; Tang et al. 2018; Azumaya et al. 2018; Sierra-Valdez et al. 2018) (Abb. 5-
1). Zum Zeitpunkt der Experimente und der Erstellung des Homologiemodells aus den Kv1.2
Daten lagen noch keine Proteinstrukturen vor, deswegen wurde ein Homologiemodell auf

Basis der bekannten Struktur von Kv1.2 erstellt.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigten Daten ergeben ein Modell fiir die Kanale TRPC4
und TRPC5, welches zeigt, dass der im Zytosol lokalisierte S4-S5 Linker (Gaudet 2008) eine
wichtige Rolle fur die Regulation des Channelgatings spielt. Eine einzelne Punktmutation in
diesem Linker kodiert fur konstitutiv aktive Kanale.

Die dreidimensionale Struktur des spannungsabhangigen Kaliumkanals Kv1.2 ist bekannt

(Chen et al. 2010). Die grundlegende Struktur von TRP- Kanalen ist ahnlich zu der der Kv
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Kanéle. Beide entstehen durch eine Zusammenlagerung von vier Untereinheiten mit je 6
Transmembrandomainen (a-Helices). Zudem umfasst bei den Proteinen der
zytoplasmatische N-terminus jeweils die C-Termini. Die Kv Proteine besitzen mehrere
positive Aminosauren in S4, die je nach Spannung Uber der Membran den ,offen* Zustand
der Pore regulieren. Die ersten 4 (S1-S4) a- Helices der mTRPC- Kanale sind dabei ahnlich
zu der Spannungssensordomain (vlotage sensor domain) von Kv Kanalen, aber auch zu der
Domaine von spannungsabhingigen Na* und Ca®* Kanélen. Die beiden anderen a-Helices
(S5-S6) formen eine evolutionar konservierte lonenpore, die bei allen TRP-Kanalen,
spannungsabhangigen Kanalen und verschiedenen K* sowie Na® Kanale zu finden ist
(Kuang et al. 2015; Payandeh et al. 2011; Huffer et al. 2020). Die beta- Untereinheiten von
Kaliumkanalen sind akzessorische Proteine und nicht zwangslaufig Membranintegriert (Chen
et al. 2010). Etwas vergleichbares gibt es bei TRP Kanalen nicht, es findet hier jedoch eine
Heteromerisierung statt. Zwischen S1-S4 und S5-S6 befindet sich der S4-S5 Linker in dem

sich die untersuchte Punktmutation befindet.
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Abbildung 5-1: Struktur eines TRPC4 Proteins (B, C) und Kanals (A). Ein Kanal besteht aus 4
Untereinheiten (Wang et al., 2020).

70



Alle TRPC Strukturen enthalten eine helikale, sogenannte ,preS1-elbow “ Region vor der
S1 Helix (Duan et al. 2018; Vinayagam et al. 2018; Duan et al. 2019). Diese Region ist zum
Teil in der Membran eingebettet, das N-terminale Ende befindet sich auf der
zytoplasmatischen Seite und ist mit eng gefalteten Linker-Helices verbunden. Unmittelbar N-
terminal von diesen Linker-Helices befinden sich vier sogenannte ,ankyrin-like repeats
(AR)“ welche die Peripherie des zytoplasmatischen Anteils des Proteins bilden und die weit
C-terminal gelegene, als ,second C-terminal Helix (CH2) “ bezeichnete Region umschliessen.
N-terminal vor der CH2 Domaine befindet sich die CH1 Domaine (auch als ,connecting
helix“ oder ,rib helix“ bezeichnet) (Azumaya et al. 2018; Tang et al. 2018; Duan et al. 2018;
Duan et al. 2019). Die CH1 Domaine verlauft anti-parallel zu der sogenannten TRP-Domaine,
die wahrscheinlich kritisch fir das Kanalgating ist. Zwischen der TRP und CH1 Domaine
befindet sich eine sogenannte ,TRP re-entrant Helix“, die zur Halfte in die Zellmembran
eingebettet ist und in manchen Fallen eher wie ein kurzer Loop als eine Helix aussieht (Duan
et al. 2019; Tang et al. 2018) sowie eine kurze nicht aufgeldste Region im zytoplasmatischen
Anteil. Das C-terminale Ende der nicht aufgeldésten Region und der Beginn der CH1
Domaine enthalten das characteristische CIRB (,Calmodulin und IP3-Receptor Binding")
Motif, dass man in allen TRPC Isoformen inklusive der bei Wirbellosen vorkommenden TRP
und TRPL (Tang et al. 2001; Zhang et al. 2001) findet. Hier befindet sich ein Hotspot flr die
Regulation des Proteins. Dabei ist denkbar, dass die Bindung des CIRB-Motifs mit seinen
Partnern die CH1 Domaine wie einen Hebel bewegt und somit Konformationsveranderungen
am ,Gate” des Kanals bewirkt (Friedlova et al. 2010). Wahrscheinlich interagiert der S4-S5
Linker in dem die Punktmutation eingefligt wurde mit der TRP-Domaine und beeinflusst so
das Channelgating (zum Beispiel durch eine verminderte Flexibilitat). Tatsachlich konnten wir
im Fall von TRPC4 Anhand der Doppelmutante G504SS623A (siehe unten und Abschnitt
4.3.2) zeigen, dass die konstitutive Aktivitat (zumindest partiell) durch eine Interaktion der
Aminosauren S504 und S623 zustandekommt. Das Serin 623 befindet sich im distalen Anteil
von S6 und somit in der Nahe der TRP-Domaine, was eine regulatorische Interaktion der
beiden Domainen nahelegt. Wahrscheinlich werden hochaufgeldste Strukturen im
,offen” Zustand und Strukturen inklusive den (CIRB) Bindungspartnern Einblicke darin
ermdglichen, wie die relative Bewegung zwischen CH1, TRP-Domain und S4-S5 Linker das

Kanalgating genau beeinflussen (Abb. 5-2).

Der oben beschriebene ,pre-S1 Elbow* und die ,pre-S1 Helix* ziehen die intrazellulare
Halfte von der S1-Transmembran-Helix vom Porenzentrum weg und somit werden die
intrazellulare Halfte der S4 Helix und des S4-S5 Linkers der Plasmamembranlipidumgebung
exponiert. Dies kdnnte wichtig fur das lipidabhangige Gating sein. In der TRPC3 Struktur
wurden auch entsprechende Lipide gefunden, allerdings war die Aufldsung nicht hoch genug

um diese detaillierter zu charakterisieren (Fan et al. 2018). Eins von diesen Lipiden
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interagiert tatsachlich mit dem pre-S1 Elbow, S1, S4 und dem S4-S5 Linker von TRPC3 und
eine hier lokalisierte Mutation (T561A in S4) erhéht die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals
einhergehend mit cerebellarer Ataxie in Mausen (siehe 2.2.3 TRP-assoziierte Erkrankungen;
(Becker et al. 2009)). Hier wurde initial bei der Mutante ein Fehlen der regulatorischen
Phosphorilierung durch PKCy als Mechanismus vorgeschlagen. Ein zweites Lipid wurde
zwischen dem P-Loop und der S6 Domane des benachbarten Protomers gefunden. Weil das
G640 in S6 direkt mit dem Hydrocarbonschwanz des Lipids interagiert und kritisch fur das
Gating von TRPC3 ist, konnte diese Stelle durch die Lipide von extrazellular im Sinne einer
Kanalaktivierung beeinflusst werden. Lipide wurden auch in anderen TRPC Strukturen
gefunden und als Cholesterylhemisuccinat sowie Phosphatidsaure identifiziert (Duan et al.
2018; Tang et al. 2018; Vinayagam et al. 2018).

Auch bei Kv Kanélen spielen Lipide eine Rolle fur das Gating. Diese sind in enger
Lagebeziehung zur Spannungssensordomaine und zur Porendomaine zu finden. Die
Phospholipidképfe interagieren z.B. mit positiv geladenen Resten von S4 in der aktivierten
Struktur (Long et al. 2007). Funktionelle Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Lipidzusammensetzung eine Konfigurationsanderung der Spannungssensordomaine in
KvAP Kanalen bewirkt. Phospholipide sind hier notwendig um in den aktivierten Zustand
Uberzugehen und andere Lipide stabilisieren mdglicherweise die Spannungssensordomaine
im Ruhezustand (Zheng et al. 2011). Somit ist das Gating von Kv Kanalen lipid- und
spannungsabhangig.

Auch eine Zusammenlagerung verschiedener (alpha-) Untereinheiten zu einem
Heterotetramer mit neuen funktionellen Eigenschaften sind bei TRP und Kv Kanalen mdglich
(Tsiokas et al. 1999; Ma et al. 2010; Schindl et al. 2012; Gaudet et al. 2008; Rubaiy et al.
2018b; Rubaiy et al. 2017a). In der tetrameren Struktur interagiert bei TRP Kanalen und bei
Kaliumkandlen die spannungssensorartige Domane eines Protomers mit der
lonenporendoméane des benachbarten Protomers. Der K, Kanal KCNQ1 bindet z.B. die beta-
Untereinheit KCNE1. Dieser Komplex ist fur den langsamen Kaliumstrom im Herzen (Iks)
verantwortlich. Bei diesem Kanal lagern sich 1-4 KCNE1 Untereinheiten von aussen an den
terameren KCNQ1 Komplex an, dabei ist KCNE1 zwischen S1, S4 und S6 lokalisiert. Bei
dem Kanalkomplex interagiert der S4-S5 Linker (S4S5.) mit dem S6 C Terminus (S61) um
das spannnungsabhéangige Gating zu ermoglichen. In den Kanélen triggert die Bewegung
des Spannungssensors die Kanal6ffnung mittels "Voltage Sensor Domain — Pore Domain —
Coupling" (VSD-PD Coupling). Hou et al (Hou et al. 2017) schlagen vor, dass S4 sich dabei
in zwei Schritten bewegt: Die S4 Bewegung aus dem Ruhezustand in einen Zwischenstatus
und die Bewegung aus dem Zwischenstatus in die vollstdndig aktivierte Form. Im S4-
Zwischenstatus interagiert das C-terminale Ende des S4-S5 Linkers mit der Porendomaine

der gleichen Subunit. Im vollstandig aktivierten Zustand interagiert das N-terminale Ende des
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S4-S5 Linkers mit der Porendomaine einer benachbarten Subunit. In verschieden
Experimenten mit kurzen S4S5, und S6; Peptiden konnte gezeigt werden, dass diese
Interaktion auch in spannungsunabhangigen Mutanten des Kanals stattfindet (Choveau et al.
2011). Insgesamt ist dies ein weiterer Hinweis darauf das im dhnlichen TRPC4 Protein eine
Interaktion von S4-S5 und TRP- Domaine (welche sich unmittelbar C- terminal von S6
befindet) kritisch flr das Gating sind. Die Mutation L353A in S6+ resultiert in Kv Kanalen, die
nicht dazu in der Lage waren sich komplett zu schlieRen, ein konstitutiver Strom konnte
gemessen werden (Interessant ware in diesem Kontext auch wie es sich in der vorliegenden
Arbeit mit einer Mutation S623A alleine verhalt, diesbeziglich wurden keine Experimente
durchgefuhrt). Man kénnte das Phanomen dadurch erklaren, dass der Aminosaurerest des
Leucin selbst im KCNQ1 Kanal die Pore verschlie3t oder alternativ durch eine Veranderung
des elektromechanischen Couplings des Proteins (Labro et al. 2011). Auch die Mutation
V254A im S4S5L resultierte in konstitutiv offenen Kanalen. Die Doppelmutante L353A V254L
verhielt sich wieder wie der Wildtyp- Kanal. Das neu hinzugekommene Leucin an der Stelle
254 scheint also den Effekt der Leucinentfernung an Stelle 353 rlickgangig zu machen. Dies
zeigt, dass die Interaktion der beiden Aminosaurereste (ahnlich wie bei der Doppelmutante
G504SS623A in der aktuellen Arbeit (hier jedoch polare Aminosauren)) daftir verantwortlich

ist, den Kv Kanal im ,geschlossen® Zustand zu fixieren.

Die vier lonenporendomanen formen bei TRP Kanalen im Zentrum des Proteinkomplexes
die Pore (Li et al. 2019). Der engste Teil der Pore bzw. das ,Kanalgate“ findet sich nahe des
C-terminalen Endes der vier S6-Helices und besteht fur beinahe alle TRPC Strukturen aus
Isoleuzin (I), Asparagin (N) und Glutamin (Q) aus der stark konservierten Sequenz
VLLNMLIAMXNXSXQ. Eine Ausnahme ist TRPC3, in dem L654 und 1658 die engste Stelle
bilden (Fan et al. 2018). Die engste Stelle des Selektivitatsfilters, oberhalb des Gates, wird
von einem konservierten Glyzin gebildet, das drei Aminosauren von einem Glutamat (E630
in TRPC3 und E686 in TRPC6) entfernt ist und sich am Eingang des Selektivitatsfilters
befindet. Fir TRPC3 wurde gezeigt, dass dieses Glyzin kritisch fir die Kalzium-Permeabilitat
des Kanals ist (Poteser et al. 2006). Dieser Rest ist in TRPC4 (N580) und TRPC5 (N584)
durch ein Asparagin substituiert, wobei fir TRPC5-N584 wurde gezeigt, dass es ebenfalls
wichtig fur die Kalzium-Permeabilitdt und die Gadolinium-Sensitivitdt des Kanals ist (Chen et
al. 2017). In Kv Kanalen bildet ebenfalls S6 die Auskleidung der inneren Pore. Mutationen
von S6 im KCNQ1 zeigten eine Anderung der Stromamplituden und eine Veranderung der
Spannungsabhangigkeit (Seebohm et al. 2005; Panaghie et al. 2006). Der generelle Aufbau
der Porendomaine entspricht dem Transmembrananteil von KcsA, einem Kaliumkanal mit

zwei Transmembrandomainen aus Streptomyces lividans (Doyle et al. 1998)

Die Sequenz TVGYG (75-79) agiert hier als Selektivitatsfilter und lasst Kaliumionen

passieren. Dabei werden die lonen sehr effizient geleitet (10’ lonen / Sekunde). Im
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Gegensatz zu TRP- Kanéalen sind die Kaliumkanale hdchst selektiv (Es werden 10000 mal
mehr Kaliumionen als Natriumionen durchgelassen) (Sansom et al. 2002). Neben der hohen
Selektivitat und Durchlassigkeit werden Kaliumkanale streng reguliert. Eine weitere
interessante Eigenschaft von Kaliumkanalen ist, dass sie inaktiviert werden kdnnen, was
bedeutet, dass sie kurz nach der Kanal6ffnung in einen stabilen nichtdurchlassigen Status

Ubergehen. Dieses Phanomen lasst sich bei TRP Kanalen nicht beobachten.

Closed Open
- Ca®
> |
TRP ( TRP
J |
N
Open / Locked
Ca*

N4
TRP

Abbildung 5-2: Die G503S Mutation im S4/S5 Linkers des TRPC4 Kanals fiihrt zu konstitutiv
offenen Kanalen. Schematischer Aufbau eines TRPC4 Kanals: ein Protomer besteht aus einer
Spannungssensorartigen Domain (Griin, S1-S4) und einer zentralen Porendomain (Blau, S5-S6) TRP
Kanale kénnen sich transient 6ffnen (z.B. nach Bindung eines Activators). Normalerweise erlaubt die
Flexibilitdt des Proteins eine Ruckkehr in den ,geschlossen® Zustand. Dabei spielen Bewegungen
zwischen S4/S5 Linker, TRP Domaine und S6 eine Rolle. Die Muation G503S im S4/S5 Linker fixiert
den Kanal im ,offen Zustand durch eine Interaktion mit dem Serin 623 in der distalen
Transmembrandomaine S6.

Der Aufbau der TRP- und der Kv Kanale ist also ahnlich. Daher war es méglich anhand
der bekannten dreidimensionalen Struktur (Chen et al. 2010) des spannungsabhangigen
Kaliumkanals Kv1.2 mittels Alignment der Proteinsequenzen ein dreidimensionales
Homologiemodell von TRPC4 und TRPC5 zu berechnen (Abbildung 4-16A; Gruppe Prof.
Volkhard Helms, Bioinformatik, Universitdt des Saarlandes, Saarbriicken; zu diesem

Zeitpunkt waren die dreidimensionalen Strukturen der TRPC Kanale noch nicht verfigbar).
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Dieses Modell diente in der vorliegenden Arbeit der (erfolgreichen) Vorhersage potentieller

Interaktionspartner fur das mutierte Glyzin 503 im TRPC4gs03s Protein.

Dabei wurde das Serin 623 in der Transmembrandomaine S6 als potentieller
Interaktionspartner vorhergesagt (Abb. 5-2). In weiterfihrenden Experimenten wurde dieses
Serin zu einem Alanin mutiert und so der Effekt der G503S Mutation riickgéangig gemacht. Es
konnte somit gezeigt werden, dass im Falle der G503S Mutation eine Interaktion mit dem
Serin 623 stattfindet und dass das berechnete dreidimensionale Modell des TRPC4 Kanals

valide genug ist eine solche Interaktion vorherzusagen.

5.3 Die Relevanz des S4-S5 Linkers fiir das Gating von TRPC4/TRPC5 und anderen
TRP Kandlen

Der S4-S5 Linker von TRPC4 und TRPC5 befindet sich im Zytosol, und besteht aus der
Sequenz GPLQISLGRMLLD. Dieses Sequenzmotiv ist Uber die verschiedenen
Untergruppen von TRP Kanalen konserviert (Abbildung 2-3). In der vorliegenden Arbeit
konnte gezeigt werden, dass das Ersetzen des konservierten Glyzins durch ein polares Serin
zu konstitutiv aktiven TRPC4 und TRPC5 Kanalen fuhrt. Dieses Glyzin scheint also essentiell
zu sein um den Kanal in einer ,geschlossen® Formation zu halten bzw. um in die
,geschlossen” Formation zurtickzukehren. Der Kanal war vollstadndig offen, der Versuch ihn
weiter zu stimulieren (Cch, Ca**, 100uM La**) (Jung et al. 2003) (Obukhov und Nowycky et
al. 2008; Schaefer et al. 2002) (Beck et al. 2013) blieb ohne Erfolg.

Far den Mechanismus, durch den der Kanal konstitutiv aktiv wird, gibt es unterschiedliche
Moglichkeiten. Da mit dem neu vorhandenen Serinrest eine neue Hydroxy-Gruppe
vorhanden ist, liegt eine Interaktion mit einem anderen polaren Aminosaurerest innerhalb
des Molekils nahe. Tatsachlich ist es uns gelungen anhand des Strukturmodells einen
potentiellen Interaktionspartner zu identifizieren (Abbildung 4-16A; Gruppe Prof. Volkhard
Helms, Bioinformatik, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken; zu diesem Zeitpunkt waren
die dreidimensionalen Strukturen der TRPC Kanale noch nicht verfigbar). Das Serin 623 im
distalen Anteil der S6 Domaine von TRPC4. Eine Mutation dieses Serins in TRPC4 zu einem
Alanin (Dr. Ulrich Wissenbach) machte den Effekt der urspriinglichen Gain-of-Function
Mutation rickgangig. Es entstand ein Kanal, der nicht mehr konstitutiv aktiv war. Trotzdem
war der Kanal uber die G-Protein gekoppelte Signaltransduktionskaskade aktivierbar. Der

Kanal war also funktionstlichtig (Beck et al. 2013).

In weiteren Experimenten (PD Dr. Ulrich Wissenbach) wurde das Glyzin 503 im TRPC4
Kanal zu anderen diesmal non-polaren Aminosduren mutiert (Methionin, Leuzin, Alanin)
(Beck et al. 2013). Auch hier entstanden konstitutiv aktive Kanale. Somit kann als weiterer
Mechanismus eine ,einfache“ Strukturanderung des Molekils aufgrund der verschieden

groBen Reste diskutiert werden. Ahnlich verhalt es sich auch im Falle des

75



spannungsabhangigen Kaliumkanals KCNQ1 (siehe oben) (Labro et al. 2011). Alternativ
ware es auch moglich, dass nur die groRRe Flexibilitat der Glyzin Peptidbindung eine
entsprechende Bewegung im Molekil und so ein SchlieBen des TRPC4 Kanals mdglich
macht. Letztlich ware auch eine Kombination verschiedener Mechanismen denkbar und ein

maoglicher Grund fur die starke Konservierung des Glyzins.

Anhnliche Ergebnisse erbrachte die Mutation des korrespondierenden Glycin 516 im
TRPV6 Kanal (Hofmann et al. 2017a). Auch hier konnten konstitutiv offene Kanale mit
Fluoreszenzassays nachgewiesen werden. Im TRPV6 Kanal entspricht die Aminosaure
Threonin 621 (T621) dem Serin 623 (S623) des TRPC4. Die Doppelmutante zeigte genau
wie bei TRPC4 wieder einen reduzierten Kalziumeinstrom. Im Falle des Wildtyps besteht
eine Interaktion von T621 mit den Seitenketten F518 und T519 des S4-S5 linkers. In der
G516S Mutante interagiert der polare Serinrest moglicherweise mit anderen polaren Resten
z.B. von H627, R629, D630, W633, L515 und P517. Diese Interaktionen zwingen den
TRPV6 Kanal offenbar in eine ,offen“ Konformation. Eine weitere Mutation D620V (distale S6
Domaine) im TRPV6 Gen fiihrte ebenfalls zu konstitutiv offenen Kanalen. Die Doppelmutante
G516S/D620V zeigte ein identisches Verhalten wie die Einzelmutanten. Die Trippelmutante
G516S/D620V/T621A verhielt sich wie die Kontrolle (nicht transfizierte Zellen) obwohl das
Protein nachweisbar war. Basierend auf den aktuell verfligbaren hochaufgeldsten Strukturen
von TRPV1, TRPV2, TRPV6 und TRPA1 sind der S4-S5 linker, die distale S6 Domaine und
die TRP- Domaine sowie der Linker zwischen S6 und TRP- Domaine wichtig fur das Gating
dieser Kanale. Dabei unterscheidet sich der S6- TRP Linker des TRPV6 Proteins von den
ubrigen Kanalen. Ein Vergleich der Interaktionen zwischen oben genannten Domainen bei
TRPV6 und den anderen Kanalen ist nicht moglich, da die Struktur des Linkers bei TRPV6
nicht gut genug aufgeldst ist. In TRPV1 ist das Glutamat 571 im S4-S5 Linker kritisch fir die
Bindungs von Capsaicin (Yang et al. 2015a). Der korrespondierende Rest in TRPV2 und
TRPVG ist ein Glutamin, was méglicherweise der Grund ist, dass die Kanale nicht sensitiv fur
Capsaicin sind (Zubcevic et al. 2016). Wahrend die TRP Domaine bei TRPV1 mit dem S4-S5
linker Uber polare Reste interagiert liegen bei TRPA hydrophobe Interaktionen vor (Paulsen
et al. 2015).

Die Mutation G997S bzw. G997C im S4-S5 Linker des TRPM3 Kanals fiihrt ebenfalls zu
einer spontanen und signifikanten Kanalaktivitdt (Hofmann et al. 2017b). Hier interagiert
moglicherweise das S997 mit den Seitenketten von K1122, N1126, K1130 sowie W1129 der
TRP Domaine und reduziert somit die Flexibilitdt des S4-S5 Linkers. Es war eine weitere
Stimulation der Kanalaktivitdt durch den Agonist Pregnenolonsulfat mdglich, sodass der
Kanal durch die Mutation offenbar nicht vollstandig aktiviert wurde. Allerdings war der Strom,
der durch den Agonisten hervorgerufen wurde, kleiner als der des Wildtyps.

Pregnenolonsulfat  aktiviert TRPM3 Kanale von auflen durch die Bindung an eine
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spezifische Bindungsstelle (Drews et al. 2014). Die verminderte Flexibilitat des mutierten S4-

S5 Linkers stort hier mdglicherweise die Kanalaktivierung.

Die Mutation N855S (N858 in der Maus) im S4-S5 Linker des humanen TRPA1 Kanals ist
mit einem autosomal dominant vererbten episodischen Schmerzsyndrom assoziiert
(Kremeyer et al. 2010). Die Mutation fihrt zu einem Shift der Gatingeigenschaften mit einem
dramatisch vermehrten Einwartsstrom und einer Kanalaktivierung bei normalem
Ruhepotenzial. Intrazellulares Kalzium hat einen bimodalen Effekt auf Wildtyp-TRPA1 mit
einer Aktivierung bei niedrigen und Inhibierung bei hohen intrazellularen Konzentrationen.
Es wurde gezeigt, dass die kalziuminduzierten Strome der Mutante im Vergleich zum
Wildtyp erhoht sind (Zima et al. 2015) und die Hypothese aufgestellt , dass der Effekt von
der N855S Mutation auf einer vermehrten Wirksamkeit von Kalzium und einer reduzierten
Inaktivierung durch bei negativem Membranpotenzial eindringendem Kalzium beruht.
Basierend auf Homologiemodeling und elektrophysiologischen Analysen wurde
vorgeschlagen, dass Salzbriickenbindungen zwischen den Untereinheiten den TRPA1 Kanal
in seinem ,offen“ Zustand stabilisieren. Wenn man das benachbarte Arginin R852 (R855 in
Maus TRPA1) durch ein Glutamat ersetzt, kann man eine vermehrte basale Aktivitat aber
gleichzeitig einen Verlust der kalziumabhangingen Strompotenzierung beobachten. Beide
Reste R852 und N855 sind im S4-S5 Linker von 22 Spezies konserviert und die Authoren
schlagen vor, dass sie die Interaktionen zwischen den Untereinheiten stabilisieren und somit

das Gating beeinflussen.

Gain-of-Function Mutationen im humanen TRPM4 aullerhalb des S4-S5 Linkers wurden
identifiziert und spielen eine Rolle in autosomal dominanten Formen von kardialen
Reizleitungskrankheiten (Liu et al. 2010). Bei (Stallmeyer et al. 2012) wurde die K914R
Mutation in zwei Patienten aus der selben Familie mit unterschiedlichen Phenotypen
indentifiziert: ein Patient hatte einen AV- Block als zweijahriger, wobei der Andere einen
asymptomatischen Rechtsschenkelblock bei normaler AV- Uberleitung hatte. Der Lysinrest
K914 im S4-S5 Linker des humanen TRPM4 (K910 in der Maus) ist Teil einer
SUMOylationsstelle (Stallmeyer et al. 2012) und ist im S4-S5 Linker von TRPM1, TRPM2,
TRPM3, TRPMS5, TRPV4 und TRPP3 konserviert. Fur die Mutante K914R  wurde
vorgeschlagen, dass es sich ebenfalls um eine gain-of-function Mutation handelt, da die
Phenotypen ahnlich zu denen anderer bekannter gain-of-function Mutationen sind (E7K
(Kruse et al. 2009) , R164W (Liu et al. 2010), 1346T (Daumy et al. 2016), A432T (Liu et al.
2010; Stallmeyer et al. 2012) und G884D (Stallmeyer et al. 2012)). Das Brugadasyndrom ist
haufig mit Rechtsschenkelblock assoziiert und TRPM4 Mutationen sind zu 6% verantwortlich
fur das Syndrom. Hierrunter wurde von Liu et al (Liu et al. 2013) eine einzelne heterozygote

non-sense Mutation identifiziert die zu einem Stopcodon fuhrt (K914X). Das resultierende
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geklrzte TRPM4 Protein produziert keinen Strom in HEK-293 Zellen (Liu et al. 2013) kann

jedoch mdglicherweise bei heterozygoten als dominante Subunit agieren.

Es wurden mehr als 50 pathogene Mutationen im menschlichen TRPV4 Gen identifiziert
(Nilius und Owsianik et al. 2010; Nilius und Voets et al. 2013; Andreucci et al. 2011; Verma
et al. 2010; Liu et al. 2010; Rock et al. 2008). Diese Muationen bewirken skeletale
Dysplasien mit kurzer Statur, Plattwirbelbildung, Defekte der Ossifikation sowie distale
Neuropathien mit motorischen Stérungen vorallem in den distalen Extremitaten aber auch
im respiratorischen System, an den Stimmlippen und selten mit sensorischen Defekten
(Nilius und Owsianik et al. 2010; Nilius und Voets et al. 2013; Andreucci et al. 2011; Verma
et al. 2010; Liu et al. 2010; Rock et al. 2008). Mindestens 13 dieser Mutationen betreffen
Aminosauren im S4-S5 Linker. Die S4-S5 Mutationen Y591C (Andreucci et al. 2011) und
R594H (Krakow et al. 2009) sowie die S5 Mutationen R616Q (Rock et al. 2008) und V620I
(Liu et al. 2013; Zimonh et al. 2010) resultieren in konstitutiv aktiven Mutantenkanalen bei
HEK-293 Zellen und Xenopus Oocyten. Loukin et al. haben anhand der
Proliferationsinhibition bei der Hefe flir weitere gain-of-function Mutationen gescreent (Loukin
et al. 2010). Zwei Mutationen L619P und L623P befanden sich in der S5 Domaine. Diese
bewirken wahrscheinlich einen Knick in der zytoplasmatischen Halfte von S5 und

beeinflussen somit das Gate.

Wie oben beschrieben waren die initialen Mutationen, die zur Entdeckung der TRP
Kanale gefuhrt haben loss-of-function Allele: Das durch Licht induzierte Rezeptorpotential
konnte nicht aufrecht erhalten werden (,transient®) (Cosens und Manning et al. 1969; Minke
et al. 1975; Montell und Rubin et al. 1989). Im Jahr 2000 wurde von Yoon et al (Yoon et al.
2000) eine neue Mutation in der Transmembranhelix des TRP-Gens beschrieben (Hong et al.
2002). Diese Mutante ist konstitutiv aktiv und flihrt wahrscheinlich zum kalziuminduzierten
Zelltod. Diese Mutation ist in Drosophila TRPL konserviert, aber es ist nicht bekannt, ob Sie
zu konstitutiv aktiven Kanalen fiihrt. Zwei weitere korrespondierende Mutationen wurden bei
Screenings gefunden: Im Hefe Yvc1 wird das konservierte Phenylalanin durch ein Leuzin
ersetzt (F380L) (Myers et al. 2008b). Diese Mutante ist konstitutiv aktiv, die
Kalziumfreisetzung aus der Vakuole durch einen osmotischen Schock ist groRer als beim
Wildtyp Kanal (Myers et al. 2008b). Eine Mutation im Ratten TRPV1 (M581T,
korrespondierend zu M582 in der Maus) wurde in einem weiteren Screening bei Expression
von Ratten TRPV1 in der Hefe identifiziert (Myers et al. 2008a). Die TRPV1 M581T Mutante
manifestiert sich durch einen vermehrten basalen Strom bei einem pH von 7,4 der weiter
durch den Agonisten Capsaicin stimuliert werden kann (Myers et al. 2008a). Das M581 ist an
den entsprechenden Stellen von TRPC2, TRPC3, TRPC6 und TRPC7 konserviert, aber es
ist nicht bekannt ob hier ebenfalls konstitutiv aktive Kanale entstehen, wenn man die

entsprechenden Aminosauren substituiert. An einer ensprechenden Stelle in der S5 Helix

78



von humanem TRPV4 flihrt die Mutation L618P zu skelettalen Dysplasien kombiniert mit
fetaler Akinesie, die sich tddlich in der Neonatalperiode auswirkt (siehe Einleitung 2.2.2.2).
Der Effekt dieser Mutation auf die Kanalleitfahigkeit wurde bisher nicht untersucht, aber die
helixbrechenden Mutationen L619P und L623P im Ratten TRPV4 fuhren zu konstitutiv
aktiven Kanalen (Loukin et al. 2010). Ahnlich verhélt es sich bei den Mutationen M490P
(TRPV5 (Lee et al. 2010)), M496P (TRPV6 (Grimm et al. 2007)), V432P und C430P oder
C431P (TRPML1 (Grimm et al. 2007; Dong et al. 2008; Xu et al. 2007)), A424P (TRPML2
(Grimm et al. 2007; Dong et al. 2008)), A419P (TRPML3) sowie F604P im Mensch bzw.
F602P in der Maus (TRPP2 (Arif Pavel et al. 2016)). Hier fuhrte das eingeflgte Prolin
jeweils zu konstitutiv offenen Kationenkanalen. Die Prolinmutante TRPML3 A419P fiihrt zu
dem sog. Varitint-Waddler Phenotyp in Mausen (Grimm et al. 2007; Xu et al. 2007; Di Palma
et al. 2002; Nagata et al. 2008). Diese Mause sind taub, zeigen Pigmentationsstérungen,
Sterilitdt und eine friihe, perinatale Sterblichkeit. Kanale mit dieser Mutation sind konstitutiv
aktiv in Haarzellen sowie in HEK-293 Zelllen und LLC-PK1-Cl4 Zellen (Grimm et al. 2007;
Xu et al. 2007; Di Palma et al. 2002; Nagata et al. 2008). Als die entsprechende Mutation in
TRPML1 eingefigt wurde anderte sich die subzelluldre Lokalisation des Kanals.
Normalerweise befindet er sich im Lysosom und im spaten Endosom, die Mutante befindet
sich in vielen unterschiedlichen Kompartimenten unter anderem in der Plasmamembran
(Grimm et al. 2007; Dong et al. 2008; Xu et al. 2007) . Die Mutante war sowohl im Lysosom
als auch in der Plasmamembran konstitutiv aktiv. Die entsprechende Mutation im TRPML2
(A424P) flhrt zu konstitutiv aktiven Kanalen in HEK-293 Zellen (Grimm et al. 2007; Dong et
al. 2008; Lev et al. 2010). Bei einer kurzen Splicevariante in der Maus fihrte die
entsprechende Mutation A396P ebenfalls zu konstitutiv aktiven Kanalen (Dong et al. 2008).
Bei einer weiteren Mutagenese zu Prolinresten wurden zwei andere gain-of-function
Mutationen in der Maus identifiziert: C430P und C431P (Dong et al. 2009) . Diese Reste
entsprechen L619 und V620 von TRPV4. Ersetzt man L619 durch ein Prolin resultieren
konstitutiv aktive TRPV4 Kanale (Loukin et al. 2010). Die V6201 Mutation fihrt zu einer

kanalassoziierten Erkrankung beim Mensch (siehe Abschnitt 2.2.2.2.).

Die Mutante F604P im humanen TRPP2 (in der Maus F602) stellt die erste gain-of-
function Mutation in der TRPP Subfamilie dar. Die Mutation in S5 zeigt, dass die TRPP
Kanale offenbar einen dhnlichen Gatingmechanismus haben wie andere TRP- Kanale und ist
ein wichtiger Schritt die Eigenschaften von TRPP2 Kanalen naher zu erforschen. Der
.endogene® Aktivierungsmechanismus von TRPP2 ist weiterhin unklar. Die Mutante F604P
erlaubt es nach Substanzen zu screenen, die mdgliche Therapeutika gegen die autosomal
dominante polyzystische Nierenerkrankung (ADPKD) darstellen. Diese Patienten leiden
unter multiplen Zysten in den Nieren, die letztlich zur Niereninsuffizienz fihren. In 15% der

Patienten ist das TRPP2 (Synonym: polycystin-2, polycystic kidney disease 2, PKD2) mutiert.
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Andere Mutationen, die diese Krankheit hervorrufen befinden sich im polycystin-1 Gen
(polycystic kidney disease 1, PKD 1) welches nicht flir einen TRP Kanal codiert. Die
Einzeldeletion von F605 flhrt offenbar zu einem loss-of-function Phenotyp durch

Konformationsanderungen, die die Kanalpore schliel3en.

Beim Screening von N-ethyl-N-nitrosoharnstoff mutagenisierten Mausen wurde eine
Punktmutation im proximalen Teil von S5 angrenzend an den S4-S5 Linker des TRPC3
Proteins identifiziert (siehe Enleitung, Becker et al. 2009). Diese T635A Mutation ist mit
einem Zelluntergang von zerebellaren Purkinjezellen (Becker et al. 2009) und ,type Il
unipolar brush cells® (Sekerkova et al. 2013) assoziiert. Sie bewirkt einen sog.
.,moonwalker‘ Phenotyp bei cerebellarer Ataxie. Exprimiert man die TRPC3 Mutante in NSC-
34 Zellen fuhrt das zum Zelltod, wahrscheinlich durch einen exzessiven Kalziumeinstrom
durch konstitutiv offene TRPC3 Kanéle (Becker et al. 2009). Das Threonin 635 stellt eine
konservierte Phosphorilierungsstelle fur die Proteinkinase C (PKC) dar. Eine
Phosphorilierung inhibiert die Kanalaktivitat (Poteser et al. 2011). Die Authoren schlie3en
(Poteser et al. 2011), dass die fehlende, inhibierende Phosphorilierung an dieser Stelle zu
dem beobachteten gain-of-function Phenotyop beitragt. Die Proteinkinase C inhibiert auch
die TRPC6 Kanalaktivitat, allerdings durch eine Phosphorilierung von S448 (Bousquet et al.
2010) und nicht von T629 (die zu T635/TRPC3 korrespondierende Aminosaure in TRPCBG).
Trotzdem ist T629 in TRPC6 koserviert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die meisten Mutationen im S4-S5 Linker und
der angrenzenden S5 Helix in konstitutiv aktiven Kanalen resultieren. Dabei kann zwischen
Mutanten unterschieden werden, die ohne Agonisten eine gering vermehrt basale Aktivitat
zeigen, die vermehrte basale und weiter stimulierbare Strome aufweisen und die vermehrte
basale Strome aufweisen, welche durch einen Agonisten nicht weiter stimuliert werden

kdnnen. Letzere stellt genaugenommen eine loss-of-regulation Mutation dar.

In allen TRP- Kanalen wurde sowohl die Verbindung des S4-S5-Linkers mit den S1-S4-
und den S5-Pore-S6-Einheiten als auch seine helikale Konformation initial aus den
Strukturen von Ratten- TRPV1, Kaninchen- TRPV2, humanem TRPA1 und TRPP2
abgeleitet, die durch Elektronenmikroskopie bestimmt wurden. Im Ratten- TRPV1 (Cao et al.
2013; Liao et al. 2013) interagiert der S4-S5 Linker mit der TRP Domaine und dem distalen
Anteil der poren S6 Helix grade bei oder etwas unter dem Kanalgate, welches durch das
Isoleucin 679 gebildet wird (Cao et al. 2013; Liao et al. 2013). In der Struktur des humanen
TRPP2 (Shen et al. 2016) ist der S4-S5 Linker vermutlich an die S6-Helix gekoppelt, zum
Beispeil durch eine Wasserstoffbriicke, die zwischen dem Glutamin 585 (Maus-Glutamin
583) im S4-S5-Linker und dem Lysin 688 in der S6 Domaine 11 Aminosauren downstream
des unteren TRPP2 Gates (L677) gebildet wird (Shen et al. 2016). Die beiden
korrespondierenden Reste sind in TRPP2, TRPP3 und TRPP5 konserviert, jedoch nicht in
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anderen TRP Kanélen, was daflr spricht, dass sich die Anordnung der intrazellularen

Domainen unterscheidet.

5.4 Die Mutation des konservierten Glyzins 506 von TRPC1 und TRPC1 als

Heteromerisierungspartner fiir TRPC4/5

TRPC1 ist das als erstes entdeckte Mitglied der Unterfamilie der TRPC Proteine. Erstmals
beschrieben wurde der Kanal von Zitt et al. und Mitarbeitern (Zitt et al. 1996). TRPC1 wurde
zunachst als store operated channel (SOC) vorgeschlagen oder als dehnungsaktivierter
Kanal (Zitt et al. 1996; Maroto et al. 2005). Es wurde bisher noch kein Agonist gefunden, mit

dem man den direkten Nachweis des funktionellen homomeren Kanals erbringen kénnte.

Eine Uberexpression von TRPC1 in HEK293 Zellen hat keine messbaren Strome zur
Folge gehabt die man hatte von den Hintergrundstromen abgrenzen kdnnen (Lintschinger et
al. 2000). Gegen die Hypothese eines homomeren Kanals spricht auch die zunehmende
Evidenz, dass der Kanal vorwiegend als heteromerer Interaktionspartner fiir andere TRPC
Kanale dient (Wu et al. 2010; Clapham et al. 2001) (Stribing et al. 2003; Tsiokas et al. 1999;
Ma et al. 2010; Schindl et al. 2012). Ob nach Uberexpression von TRPC1 Stréme gemessen
werden kénnen, scheint vom jeweiligen Zelltyp abzuhdngen. Dabei variiert wahrscheinlich
jeweils die subzellulare Lokalisation des TRPC1 Proteins, das Expressionsmuster von

anderen TRPC Kanalen, sowie die Aktivitat verschiedener Signaltransduktionskaskaden.

Das konservierte Glyzin im S4-S5 Linker findet sich auch in TRPC1. Die potentielle Gain-
of-function Mutation des Glyzins kann einen Beitrag zu der Frage liefern, ob das Gen fir
einen homomeren, funktionsfahigen Kanal kodiert oder nicht. Man wirde von einem
homomeren TRPC1 Kanal ein ahnliches Ergebnis wie bei den nahen verwandten TRPC
Kanalen (TRPC4, TRPC5) erwarten. Also einen konstitutiv aktiven TRPC1 Kanal, der offen

und somit Kalziumpermeabel ist.

Die Mutation des konservierten Glyzins im TRPC1 Gen ergab jedoch im Vergleich zur
Kontrolle keinen vermehrten Kalziumeinstrom (Abbildung 4-13). Somit sprechen die
Ergebnisse eher gegen die Hypothese eines einfachen homomeren Kalziumkanals in der
Plasmamembran. Moéglicherweise ist die subzellulare Lokalisation ursachlich und die TRPC1
Proteine befinden sich beispielweise in der Membran des endoplasmatischen Retikulums.
Allerdings konnte mit geringerer Wahrscheinlichkeit auch die individuelle Struktur des
TRPC1 Kanal fur das Ergebnis verantwortlich sein. Die Tatsache, dass das Glyzin auch im
TRPC1 Gen konserviert ist, spricht dafir, dass TRPC1 mdglicherweise friiher in der

Evolution homomere Kanale gebildet hat.

Die Koexpression von TRPC1 und TRPC5 in HEK293-M1 Zellen resultierte in einem

nichtselektiven Kationenstrom, der durch Carbachol aktiviert werden konnte, aber nicht auf
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eine Speicherentleerung reagierte (Stribing et al. 2001). Die Stromspannungskennlinie
unterschied sich hier signifikant von der bekannten TRPC5 Kennlinie. Die Expression von
TRPC1 alleine resultierte auch hier nicht in einem messbaren Strom. Ahnliche Ergebnisse
ergab eine Koexpression von TRPC1 und TRPC4 (Strubing et al. 2001). Neben der
Heteromerisierung scheint auch die Dislokation des TRPC1 Proteins in die Plasmamembran
durch TRPC4 und TRPCS5 beeinflusst zu werden (Hofmann et al. 2002).

Die Koexpression der TRPC1gs06s Mutante mit TRPC4 ergab in der vorliegenden Arbeit
einen nur gering vermehrten Kalziumeinstrom wobei das basale Kalzium erniedrigt war. Der
vermehrte Strom kdnnte durch einen heteromeren TRPC1/C4 Kanal erklart werden. Dabei
stellt sich jedoch die Frage, ob flr einen konstitutiv offenen Kanal in jedem der Protomere die
Mutation vorhanden sein muss (im Falle heteromerer Kandle ware nur in den TRPC1
Protomeren eine Mutation vorhanden). Alternativ ware auch eine andere subzellulare
Lokalisation des TRPC1gs06s Proteins denkbar. Das wirde bedeuten, dass die TRPC1gs06s
Untereinheiten ihren Weg in die duRere Plasmamembran nur in Gegenwart von TRPC4
Kanalen findet. Dagegen spricht jedoch der im Vergleich zu den mTRPC5 und mTRPC4
Mutanten nur diskret vermehrte Kalziumeinstrom, man wirde von einem konstitutiv offenen
Kanal einen grésseren Kalziumeinstrom erwarten (wie im Falle der mTRPC4 und mTRPC5
Mutante). Das basale Kalzium war bei der Koexpression vermindert. Dazu passt die

zunehmende Evidenz, dass TRPC1 als Negativregulator fir TRPC4 agiert (siehe unten).

Bei der Koexpression mit TRPC5 konnte dagegen keine Anderung des Kalziumeinstroms,

auch keine Negativregulation festgestellt werden.

TRPC1 wird vom neuronal metabotropic glutamate receptor 1 mGIluR1 aktiviert und tragt
einen Teil zum slow excitatory postsynaptic potential (EPSP) in Neuronen bei (Kim et al.
2003). Trotz der relativ frihen Entdeckung des Kanals wird immer noch debattiert, ob er
selbst Uberhaupt homomere Kanale formen kann oder nicht. In der Vergangenheit wurde
zunachst nahegelegt, dass der Kanal sich in der Plasmamembran befindet und einen Beitrag
zur Zelldepolarisation und einer erhohten intrazellularen Kalziumkonzentration liefert. Zudem
wurde nahegelegt, dass sich der Kanal im endoplasmatischen Retikulum (ER) befindet und
an der Freisetzung von Kalzium beteiligt ist (Delmas et al. 2002; Liu et al. 2000; Rao et al.
2006; Sinkins et al. 1998; Sours et al. 2006; Yuan et al. 2003; Zitt et al. 1996). In letzter Zeit
nimmt die Evidenz zu, dass der Kanal nicht in der Plasmamembran zu finden ist und der
homomere Kanal nicht funktionstiichtig ist (Beech et al. 2004; Dietrich et al. 2014; Hofmann
et al. 2002; Kim et al. 2014; Stribing et al. 2001). Die genannten Gruppen konnten kein
TRPC1 Protein in der Plasmamembran nachweisen und keine spezifische
Stromspannungskennlinie fir TRPC1 messen. Dietrich et al. aulderten auRerdem Bedenken
bezuglich der Qualitat von Antikérpern beim TRPC1- Nachweis (Dietrich et al. 2014) und

schlagen vor die Antikérperqualitdt anhand von TRPC1 knock-out Mausen zu Uberprifen
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(Dietrich et al. 2014; Zheng und Phelan 2014). Eine Kombination von einer falsch positiven
Detektion von TRPC1 und eine begleitende zunahme des Membranstroms kann schwierig
zu beurteilen sein. Zunachst liegt dies am Fehlen eines selektiven pharmakologischen
Blockers fiir den TRPC1 Kanal. Die konventionell benutzten TRPC1 Blocker wie 2-APB oder
Cadmium sind nicht-selektive Kationenkanalblocker. Desweiteren macht die doppeldeutige
Stromspannungskurve von TRPC1 die Interpretation noch schwerer. Auch wenn die
Detektion von TRPC1 mittels Antikérper eindeutig positiv war sollte die Korrelation von
Membranstrom und TRPC1 Strom mit groRer Vorsicht durchgefihrt werden und eine

Stromspannungskennlinie sollte begleitend aquiriert werden.

Ohne Zweifel ist die Patch- Clamp-Technik die sensitivste Methode fiir die Untersuchung
von lonenkanalen. Die TRPC Kanadle auRBer TRPC1 zeigen eine typische doppelt
gleichgerichtete Stromspannungskennlinie. TRPC1 dagegen zeigt unterschiedliche Formen
je nach Forschungsgruppe. TRPC1 Homomere wurden urspriinglich als Mediator fur den
SOCE (store-operated calcium entry) vorgeschlagen. Nachdem eine Interaktion von TRPC1
mit dem stromal interaction molecule (STIM) beobachtet wurde , wurde zudem der STIM-
TRPC1 Komplex als ursachlich fir den SOCE diskutiert (Sun et al. 2017). Die
Stromspannungskennlinie des SOCE war ebenfalls je nach Forschungsgruppe
unterschiedlich, wobei der Calcium Release Activated Channel (CRAC) bestehend aus ORAI
und STIM die typische einwartsrektifizierende Stromspannungskennlinie zeigte. Fir das
Studium des Zusammenhangs zwischen SOCE und TRPC1 wurden vielfach Tools wie 2-
APB und Lanthan benutzt, die jedoch wie oben beschrieben, keine spezifischen Blocker sind.
In einer kurzlich veroéffentlichten Studie wurde kein Unterschied zwischen HEK293 Zellen mit
TRPC1 und leerem Vektor gemessen. Eine Oberflachenbiotinylierung zeigte im Vergleich zu
TRPC4 und TRPC5 vernachlassigbare Mengen des homomeren TRPC1 in der Membran
(Kim et al. 2019). Es ist nicht klar, ob TRPC1 nach Stimulation von Muskarinrezeptoren fir
einen Kalzium- oder Natriumeinstrom verantwortlich ist, da sich weder ein signifikater Strom
noch eine Anderung der Stromspannungskennlinie messen lieR. Einzelkanal-
untersuchungen von homomerem TRPC5 und heteromerem TRPC1/5 Kanalen in HEK293
Zellen zeigten einen kleineren Steigungsleitwert (5pS) beim Heteromer im Vergleich zu den
homomeren Kanale (38pS) (Myeong et al. 2018; Striubing et al. 2001) . Man kann jedoch
insgesamt nicht ausschlielen, dass die Leitfahigkeit von TRPC1 nicht einfach zu gering ist

um sie zu messen.

Die Aktivitat des SOCE wurde urspringlich mit Kalziumindikatoren gemessen (Ambudkar
et al. 2007). Hier wurde ein Kalziumeinstrom durch TRPC1 detektiert und genutzt, um eine
TRPC1 Kanalaktivitdit nachzuweisen. Es wurde beschrieben, dass die Expression von
TRPC1 das basale Kalzium oder die Grofle des Einstroms vermehrte, wenn man das

extrazellulare Kalzium von 0 nM auf 2 nM oder 10 nM anderte. In letzter Zeit nehmen jedoch
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kontrare Berichte zu. Es gibt inzwischen Arbeiten, die eine Rolle von TRPC1 als
speicheraktivierten Kanal verneinen (Belkacemi et al. 2017) (El-Hassar et al. 2011). In
Astrozyten aus TRPC3/6 doppel knock-out Mausen und TRPC1 knock-out Mausen war der
Kalziumeinstrom nach Speicherentleerung (SOCE) ohne extrazelluldares Kalzium nicht
anders als mit extrazelluldarem Kalzium. AnschlieBend war der Kalziumeinstrom nach
Readdition des Kalziums unverandert zu den Wildtypzellen (Belkacemi et al. 2017).
Andererseits wirkte TRPC1 als ein Negativregulator fir TRPC3 in Kortexastrozyten
(Belkacemi et al. 2017). In zerebellaren Purkinjeneuronen zeigte sich eine Anderung des
TRPC3- abhangingen Excitatory Postsynaptic Potential (EPSP) als Antwort auf eine
Aktivierung von mGIuR1 bei TRPC4 knock-out Mausen (Tian und Zhu et al. 2018). Ob
TRPC3 von TRPC1 oder TRPC4 negativ reguliert wird hangt offenbar vom Zelltyp ab.

Sowohl TRPC1/4 als auch TRPC1/5 heteromere Kanale zeigen eine typische ,outward
rectifying“ Stromspannungskennlinie (Hong et al. 2015b; Kim et al. 2014; Myeong et al.
2018). Bei der Koexpression von TRPC1 mit TRPC4 oder TRPC5 musste das Verhaltnis
zwischen TRPC1 und den anderen Kanalen grof3er als zwei sein um vorwiegend heteromere
Kanale zu erhalten (Kim et al. 2014; Myeong et al. 2018). Im Vergleich zu der ,double
rectifying“ Stromspannungskennlinie von homomeren TRPC4 oder TRPC5 Kanalen zeigt die
,outward rectifying“ Kennlinie, dass die heteromeren Kanale die Zellerregbarkeit durch eine
Abnahme des Einwartsstroms und eine Zunahme des Auswartsstroms reduzieren. Storch et
al. (Storch et al. 2012) haben ebenfalls gezeigt, dass eine Heteromerisierung mit TRPC1 die
Kalziumdurchlassigkeit von TRPC4 oder 5 reduziert. Eine Koexpression von TRPC1 mit
TRPC4/5 hat auch in einer anderen Arbeit zu einem dramatisch reduizierten
Kalziumeinstrom (gemessen mit dem genetisch encodierten Kalzium Indikator GcaMP)
gefihrt (Ko et al. 2017). Unterschiede zwischen Homomeren und Heteromeren finden sich
auch bei der Durchlassigkeit von monovalenten Kationen. Die Durchlassigkeit von TRPC1/4
hat die Sequenz Py, > P > Pcs, was ein Hinweis auf ein starkes elektrisches Feld der Pore
ist, wahrend homomere TRPC4 Kanale einen hohen P¢s / Pna Quotienten haben (Jeon et al.
2013; Kim et al. 2014; Minard et al. 2018). Die Anderung der Stromspannungskennlinie, der
Kalziumpermeablilitdt und der relativen Durchlassigkeit fir monovalente Kationen zeigt
eindeutig, dass TRPC1 am Aufbau der Pore bei heteromeren Kanalen beteiligt ist. Schon
langer wird anerkannt, dass die Aktivierung von TRPC Kanalen auf eine Aktivierung von
heterotrimaren G- Proteinen und den damit verbundenen Rezeptoren folgt (Philipp et al.
1996; Sakamoto et al. 2007; Schaefer et al. 2000) (Schaefer et al. 2002; Stribing et al. 2001;
Tsvilovskyy et al. 2009; Zholos und Bolton 1997) . Insbesondere das G141 Protein und seine
downstream Signalkaskade wie Phosphatidylinositol 4,5-Biphosphat (PIP2) (Otsuguro et al.
2008; Tsvilovskyy et al. 2009) und das intrazellulare Kalzium standen im Mittelpunkt der
Untersuchungen (Inoue und Isenberg 1990; Kim et al. 2012; Schaefer et al. 2000). Kurzlich
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wurde gezeigt, dass Gq1 direkt an heteromere TRPC1/4 oder TRPC1/5 Kanéle bindet und
die Kanale aktiviert (Myeong et al. 2018). In dieser Arbeit war die Interaktion zwischen Gg14
mit TRPC1/4 und TRPC1/5 starker als die Bindung an G;,. Eine Co-Immunoprezipitation von
TRPC1/4/5 mit Gg11 konnte leichter als bei dem gleichen Experiment mit Gi, vollzogen
werden. Eine Hydrolyse von PIP, induziert einen verminderten Kalziumeinstrom durch
TRPC4/5 Kanéle (Ko et al. 2019; Myeong et al. 2018). Aufgrund der starken Bindung an Gg11
scheint eine Hydrolyse von PIP; nach Aktivierung von PLCB notwendig zu sein, um die
physiologische Aktivitat des Kanals aufrechtzuerhalten. Otsuguro und Hofmann und
Mitarbeiter zeigten, dass eine Entfernung von PIP, TRPC4a aber nicht TRPC4f aktiviert.
(Otsuguro et al. 2008)(Hofmann et al. 2002).

TRPC1/4/5 Komplexe sind an synaptischen Prozessen im Hippocampus beteiligt
(Phelan et al. 2012; Phelan et al. 2013; Zheng und Phelan 2014; Broker-Lai et al. 2017a; EI-
Hassar et al. 2011; Lepannetier et al. 2018) In einer Studie die einen mGIluRs induzierten
Kalziumeinstrom zeigte (Lepannetier et al. 2018) war die Kalziumantwort auf den mGlur
Agonist DHPG speicherunabhéngig. Die Kalziumantwort war bei TRPC1” M&usen und nach
Gabe von 1nM pico145 reduziert. Interessanterweise war DHPG nach Inhibition der mGluR-
induzierten PLC durch 5uM U-73122 weiterhin in der Lage einen Kalziumeinstrom zu
induzieren (Lepannetier et al. 2018; Myeong et al. 2018). Diese Erkenntnis passt dazu, dass
Gqn1 offenbar direkt Kanéle die TRPC1 enthalten aktiviert.

Trotz der vielen Orginalartikel und Reviews bezuglich der biophysikalischen Funktion
sowie der physiologischen Rolle von TRPC1/4/5 Kanalen ist die exakte Stoichiometrie von
heteromeren Kanalen in der Plasmamembran weiterhin unbekannt. Die Splicevarianten
verkomplizieren die Heteromerisierung zudem (Minard et al. 2018). Soweit bekannt gibt es
keine Splicevarianten von TRPC5. Obwohl Co-IP und FRET Experimente eine
Heteromerisierung von TRPC1/4/5 zeigen ist die exakte Konfiguration der Heteromere
schwierig zu bestimmen (Minard et al. 2018). Eine Identifikation der Interaktionsdomaine
zwischen TRPC1 und TRPC4/5 scheint vielversprechend (Myeong et al. 2016). Im TRPC1/4
Heteromer interagiert die N-terminale coiled-coiled Domaine (CCD) und die C-terminale 725-
745 Region von TRPC1 mit der N-terminalen CCD und C-terminalen 700-720 Region von
TRPC4. Im TRPC1/5 Heteromer interagiert die N-terminale CCD und C-terminale 673-725
Region von TRPC1 mit der N-terminalen CCD und C-terminalen Region von TRPC5
(Myeong et al. 2016). Obwohl die Interaktionsdomainen identifiziert werden konnten ist
unbekannt, wo und wann die Heteromerisierung stattfindet. Um dieses Problem zu lésen
ware eine zeitabhangige Untersuchung von induzierbaren knock-out Mausen sinvoll. Bei
Untersuchungen mit der FRET Methode wurde TRPC1 als Kalziumfreisetzungskanal im ER
vorgeschlagen (Alicia et al. 2008). Im ER waren mindestens zwei TRPC1 Monomere im

tetrameren Komplex. Die Autoren haben hier die Formierung von homomeren TRPC1
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Kanalen vorgeschlagen, wobei auch eine Heteromerisierung von TRPC1 mit ORAI méglich
scheint (Alicia et al. 2008; Minard et al. 2018). Ein anderer Ansatz die Stoichiometrie von
tertrameren Kanalen aufzulésen sind die Concatemere. Ein dhnlicher Ansatz wurde im Falle
von Kaliumkanalen genutzt (Dart et al. 1998). Von Beech et al wurden Concatemere von
TRPC1/4 und TRPC1/5 hergestellt, die nutzlich sein kdnnten die exakte Konformation von
TRPC1/4 und TRPC1/5 Heteromeren herrauszufinden (Ludlow et al. 2017). Beim Studium
der Komplexformation im Falle der C553S Mutante in TRPC5 war die Interaktion in der
FRET Methode dramatisch reduziert. Im Golgiapparat zeigte das FRET- Signal dagegen
keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und C553C Mutante (Hong et al. 2015b).
Moglicherweise findet die Heteromerisierung statt, wahrend die Proteine vom Golgiapparat
zur Plasmamembran transferiert werden. Die Stoichiometrie unterscheidet sich
moglicherweise zudem je nach Expressionslevel der verschiedenen TRPC Proteine (Minard
et al. 2018). Es wurden bisher TRPC5-5, TRPC4-1 und TRPC5-1 Concatemere hergestellt
(Hong et al. 2015b; Ludlow et al. 2017). Eine Co- Expression von diesen Concatemeren mit
TRPC1, TRPC4 und TRPC5 kann interessante Informationen Uber die Stoichiometrie der
Proteine liefern. Letztendlich waren auch Kombinationen wie TRPC4-1-4-1 und TRPC4-4-1-
1 etc. hilfreich. Eine hochauflésende Struktur von mTRPC1 wirde zudem beim Vergleich mit
MTRPC4 und mTRPC5 moglicherweise einen Einblick darin erlauben, wie die Homo- bzw.

Heteromerisierung zustande kommt.

TRPCA4/5 wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, wobei TRPC1 hauptsachlich im ZNS
und in Neuronen exprimiert wird. Unter den vielen neurologischen Krankheiten, die mit TRPC
Kanalen in Verbindung stehen sind Epilepsien und dabei vorallem idiopathische
generalisierte Krampfanfalle von besonderem Interesse. Ursachlich ist hier ein vermehrter
Kalziumeinstrom. Im Tiermodell werden Krampfanfalle meist durch eine repititive elektrische
Stimulation oder durch prokonvulsive Medikamente wie Pilocarpin induziert (Zheng und
Phelan et al. 2014). Nach enttduschenden klinschen Studien mit NMDA Anatagonisten
wuchs das Interesse an TRPC Kanalen als mégliche Targets (Zheng und Phelanet al. 2014)
In hippocampalen Neuronen wurde gezeigt, dass der metabotrophe Glutamatrezeptor
(mGIuR) die Erregbarkeit der CA1 pyramidalen Neuronen via TRPC Kanalen reguliert
(Broker-Lai et al. 2017a; El-Hassar et al. 2011). Mit TRPC1/4/5 triple knock-out Mausen
zeigten Broker-Lai, dass heteromere TRPC1/4/5 Kanale die hippocampale synaptische
Ubertragung und das Arbeitsgedéchtnis regulieren (Broker-Lai et al. 2017a). Auf der anderen
Seite wurde anhand von TRPC5" Mausen gezeigt, dass TRPC5 in Pilocarpin induzierte
Krampfanfalle involviert ist (Phelan et al. 2013). Mithilfe von TRPC1/4 doppel knock-out
Mausen konnte gezeigt werden, dass TRPC1/4 heteromere Kanale fir eine starke
Depolarisation verantwortlich sind, die auf eine Stimulation von mGIuR folgt (Phelan et al.
2012). Mithilfe von TRPC4-/- und TRPC5-/- Mausen wurde gezeigt, dass TRPC4 an
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angstlichem Verhalten unter Beteiligung der Amygdala beteiligt ist (Riccio et al. 2014),
wahrend TRPC5 Knockout Mause vermehrt Furcht-Verhalten zeigten (Riccio et al. 2009).
Nachdem ML204 als TRPC4/5 Inhibitor vorgestellt wurde wurden viele neue Agonisten und
Antagonisten fir TRPC4 und 5 gefunden (siehe Einleitung 2.2.1.2 und 2.2.1.3). In Zukunft
wird es wichtiger werden dabei zwischen dem Effekt auf Homomere und Hetromere zu
Unterscheiden. Dabei inhibiert HC-070 Homomere und Heteromere (Just et al. 2018)
wahrend C-13 (Pico145) TRPC1/4 und TRPC1/5 inhibiert. Neben der neurologischen
Relevanz sind TRPC1/4/5 heteromere wahrscheinlich auch wichtig fir den Kalziumeinstrom
in der Speicheldrise (Ambudkar 2016) in glatter Muskulatur (Sung et al. 2014) in
Kardiomyozyten (Malczyk et al. 2013; Morand et al. 2018; Sabourin et al. 2016; Sabourin et
al. 2018) und im Lungengewebe (Broker-Lai et al. 2017a; Xu et al. 2017). In der
Speicheldriise scheint TRPC1 wichtig fur den Kalziumeinstrom zu sein (Ambudkar et al.
2017). TRPC1-/- knock-out Mause entwickelten keine pulmonale Hypertonie als Antwort auf
eine chronische Hypertonie und hatten eine schmalere Muscularis. Die rechtsventrikulare
Hypertrophie war jedoch unverandert zum Wildtyp (Malczyk et al. 2013). Die neurohumeral-
induzierte kardiale Hypertrophie war in der TRPC1/4 double knock-out Maus reduziert, in
den TRPC1 und TRPC4 single knock-out Mausen jedoch nicht. Zudem verbesserten sich die

druckinduzierte Hypertrophie und die interstitielle Fibrose in den doppel knock-out Mausen.

TRPC1 agiert als negativer Regulator fur TRPC5 in Morbus Huntington (HD) Zelllinien
(Hong et al. 2015a). In STHdh®"®” Wildtypzelllinien formt TRPC1 einen Komplex mit TRPC5
und reduziert den Kalziumeinstrom durch TRPC5. Andererseits war in den STHdh®"""""" 4D
Zelllinen die Expression von TRPC1 stark reduziert. Als Resultat war der Kalziumeinstrom
vermehrt und es kam zu einem vermehrten Zelltod (Hong et al. 2015a). Ahnlich verhélt es
sich bei Patienten mit Morbus Parkinson (PD). Hier konnten verminderte TRPC1
Expressionslevel gemessen werden (Selvaraj et al. 2012). In einem Mausmodell flr
neurotoxin inzudiertem Morbus Parkinson verhinderte eine Uberexpression von TRPC1 ein

Fortschreiten der Erkrankung.

In hippocampalen CA1 Neuronen ist eine aktionspotentialinduzierte Glutamatfreisetzung
detailliert untersucht worden (Broker-Lai et al. 2017a). Glutamat bindet und aktiviert Klasse |
mGIuR, einen GgPCR und aktiviert den Gy11 Signaltransduktionsweg. Der aktivierte GgPCR
induziert eine nachhaltige Depolarisation. Diese wird durch Voltage- Gated- Calcium
Channels (VGCC) und TRPC Kanale bewirkt (El-Hassar et al. 2011; Phelan et al. 2012).
Interessanterweise zeigt sich Stromspannungskennlinie eine Mischung aus VGCC und
TRPC. In sog. lateral-septalen Neuronen war das Plateau der Aktionspotentiale in TRPC1/4
doppel knock-out Mausen reduziert (Phelan et al. 2012). In der Amygdala war die EPSP
Amplitude in TRPC4 und TRPC5 knock-out Mausen reduziert (Riccio et al. 2009; Riccio et al.

2014). In Neuronen zeigte eine Deletion von TRPC4 homomeren Kanalen und TRPC1/4
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heteromeren Kanalen ahnliche Effekte auf die Zellerregbarkeit. Die Depolarisation und die
EPSP- Amplitude unterscheiden sich nicht zwischen Homomer und Heteromer (Phelan et al.
2012; Phelan et al. 2013). Die Rolle von TRPC4, 5, 1/4, 1/5 Kanalen beziiglich des basalen
intrazellularen Kalziumlevels unterscheidet sich zwischen den Studien. Es ist daher wichtig,
vorsichtig zwischen TRPC Kanalen und spannungsabhangigen Kalziumkanalen zu
unterscheiden, wenn man die elektrische Aktivitat von Zellen in TRPC knock-out Mausen
oder Zellen mit pharmakologisch inhibierten TRPC Kanalen untersucht. Da TRPC Kanale per
se kalziumdurchlassig sind, ist es schwierig eine einzelne Kalziumquelle zu untersuchen
wenn VGCC und TRPC Kanéale exprimiert werden. Man muss deswegen den zeitlichen
Verlauf des Stroms und die Stromspannungskennlinie eines elekrischen Events untersuchen.
Zudem sind TRPC1/4 und TRPC1/5 Heteromere ebenfalls Membranpotential-Depolarisierer
obwonhl ihre Kalziumpermeabilitat stark reduziert ist. Anders als VGCC zeigen TRPC Kanale
kaum eine tonische Aktivierung, sondern eher eine episodische Aktivitat die funktionell mit
gewebsspezifischen GPCR und ihren Agonisten/Antagonisten verbunden sind. Es scheint
daher wahrscheinlich, dass TRPC Kanéle, insbesondere TRPC1/4 und TRPC1/5 Kanale
irrelevant fur den tonischen Kalziumeinstrom sind. Daflir spricht auch, dass kein Unterschied
diesbezuglich bei Wild-Typ und knock-out Mausen gemessen werden konnte (Sun et al.
2017).

Es wurde vorgeschlagen, dass der Englerin-A (EA) induzierte Natriumeinstrom durch
TRPC4/5 zytotoxisch wirkt (Ludlow et al. 2017; Muraki et al. 2017). Vormals wurde
angenommen, dass die Zytotoxizitat auf einem Kalziumeinstrom beruht. In synovialen
Sarkomzellen zeigte der Natriumeinstrom durch heteromere TRPC1/4 Kanale eine EA-
induzierte Zytotoxizitat (Muraki et al. 2017). Interessanterweise induzierte die Deletion von
TRPC1 die typische TRPC4 Stromspannungskennlinie. TRPC1” und TRPC4” verhinderten
die Zytotoxizitdt (Muraki et al. 2017). Thalliumeinstrom durch TRPC wurde in TRPC4
exprimierenden und TRPC4/C1 Concatemer exprimierenden HEK T-Rex Zellen gemessen.
Die Antwort in TRPC4 exprimierenden Zellen war schneller und hatte eine hohere Amplitude
(Ludlow et al. 2017). SiIRNA gegen TRPC1 und TRPC4 Kanale reduzierten die
Thalliumantwort in A498 und Ts578T Zellen (Ludlow et al. 2017). Der monovalente Einstrom
in TRPC4 exprimierenden Zellen war ahnlich zu den Zellen mit TRPC4/C1 Concatemer
Expression. Der Englerin-A aktivierte Kalziumeinstrom war in den TRPC4 exprimierenden
Zellen grosser als in den TRPC4/C1 Zellen. Interessanterweise flhrte die siTRPC1 zu einem
vermehrten Zelltod (Ludlow et al. 2017). SiRNA gegen TRPC4 flhrte zu einem vollstandigen
Verlust des EA- induzierten Kalziumeinstroms in A498 und HS578T Zellen. SiRNA gegen
TRPC1 hatte keinen Effekt auf den EA induzierten Kalziumeinstrom in A498 Zellen wobei
TRPC1 siRNA den EA induzierten Kalziumeinstrom im Vergleich zur Kontroll siRNA
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vermehrte (Ludlow et al. 2017). Insgesamt ein weiterer Hinweis darauf, dass TRPC1 als

Negativregulator fungiert.

Zusammenfassend verdichtet sich die Evidenz, dass TRPC1 keine funktionsfahigen
Kanéale in der Plasmamembran bildet weiter. Auch die Tatsache, dass in der vorliegenden
Arbeit die potentielle Gain-of-function Mutation bei TRPC1 keinen vermehrten
Kalziumeinstrom bewirkte spricht gegen funktionsfahige homomere TRPC1 Kanale. Vielmehr
scheint TRPC1 zumindest teilweise als Negativregulator durch Heteromerisierung mit
TRPC4 und TRPCS5 zu fungieren. Passend hierzu war die basale Kalziumkonzentration bei
Co-Expression der TRPC1 Mutante mit TRPC4 niedriger als bei homomeren TRPC4
Kanalen. In neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Huntington und Morbus
Parkinson schutzt TRPC1 vor neuronalem Zelltod durch einen reduzierten Kalziumeinstrom.
TRPC1 agiert zudem als Negativregulator fir L-Typ Kalziumkanale und TRPV6. In A498 und
HS578T Zellen agiert TRPC1 als ein Negativregulator fir den Natriumeinstrom. Dabei
scheint es nicht so zu sein, dass TRPC1 exklusiv als Negativregulator agiert. In vielen Fallen
tragen TRPC1/4 und TRPC1/5 heteromere Kanale ein Teil zur Zellerregbarkeit bei. Die
TRPC- Community hat grosse Fortschritte bei der Erforschung von TRPC4/5 homomeren
Kanalen gemacht und dabei z.B. zahlreiche Proteininteraktionen aufdeckt. In Zukunft werden

sich auch die Erkenntnisse Uber die heteromeren Kanale mehren.

5.5 Der Effekt von pharmakologischen Tools auf die Mutanten

Im Ergebnisteil konnte gezeigt werden, dass im Falle der konstitutiv aktiven Mutanten
MTRPCb5gs504s Und MTRPC4gs03s durch Zugabe von SKF96365 und Lanthan die
Apoptoserate signifikant vermindert werden konnte. Trotz der Mutation, die den Kanal in den
,offen“ Zustand zwingt, war der inhibitorische Effekt der Antagonisten vorhanden. Diese
Tatsache, und der Fakt, dass beide Substanzen sehr unspezifische Blocker sind, spricht
dafur, dass der Effekt am ehesten auf einer direkten Blockade der Pore beruht und eher
nicht auf einer Konformationsdnderung bzw. Modifikation des Gatings des Kanalproteins.
Inzwischen sind viele neue Tools fir TRPC4 und TRPC5 vorhanden (siehe 2.2.1.2. und
2.2.1.3), darunter zum Beispiel ML204, M084, HC-070, Pico145, (-)-Englerin A und TZL.
Weitere Experimente mit den Mutanten kénnten Rickschlisse auf den Mechanismus der
Tools und der Mutation erlauben. Inhibitoren von TRPC4 und TRPC5 zeigen wie oben
beschrieben einen anxiolytischen und antidepressiven Effekt, interessant ware es zu sehen

wie sich die entsprechenden Mutanten verhalten.
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5.6 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass eine Mutation des Uber verschiedene
TRP Kanéle evolutionar konservierte Glyzin im Falle von mTRPC4 und mTRPCS5 zu
konstitutiv offenen Kanalen, Kalziumeinstrom und zu einer Apoptose der Zellen fiihrt. Die
durchflusszytometrisch gemessene Apoptoserate der mTRPCb5gs0ss Und MTRPC4gs03s
exprimierenden Zellen konnte mithilfe von dem unspezifischen Kalziumkanalblocker
SKF96365 und Lanthan verringert werden. Auch eine Verringerung des extrazellularen

Kalziums mithilfe von EGTA flhrte zu einem groReren Anteil lebendiger Zellen.

Anhand eines dreidimensionalen Modells auf Basis des Kaliumkanals Kv1.2 konnte das
Serin 623 im mTRPC4 Kanal (Serin 627 in mTRPC5) als Interaktionspartner mit dem
konservierten Glyzin vorhergesagt werden. Die Mutation dieses Serins zu Alanin machte den
Effekt der Mutation des Glyzins im S4-S5 Linker in mTRPC4 ruckgangig. Es entstanden

aktivierbare Kanéle, welche nicht mehr konstitutiv offen waren.

Bei der gleichen Mutation in mTRPC1, konnten keine konstitutiv offenen Kanéale
nachgewiesen werden. Eine Koexpression von mTRPC1gs06s mit MTRPC4[ zeigte dagegen
einen vermehrten Kalziumeinstrom. Diese Beobachtung Ila8sst sich z.B. durch eine

Heteromerisierung von mTRPC1gsess mit mMTRPC4 erklaren.

Die fertig klonierten Mutanten bieten die Moglichkeit zu weiterfihrenden Experimenten
(z.B. einer knock-in Maus) um die physiologische Rolle der Proteine besser zu verstehen.
Eine GOF- Mutation in den knock-in Mausen wurde hypothetisch zu einem Absterben der
TRPC-exprimierenden Zellen fihren, somit kdnnten Hinweise auf Lokalisation und Funktion
der Kanale gewonnen werden. Interessant ware auch eine hochaufldsende Struktur der
Mutanten mit deren Hilfe Informationen Uber das Gating gesammelt werden kdnnten und
weiterfihrende Experimente mit den neuen pharmakologischen Tools, die méglicherweise

Ruickschlisse auf deren Wirkungsmechanismus und das Gating der Kanale erlauben wirden.
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