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Zusammenfassung

Zusammenfassung 

Der „transient receptor potential canonical“-6-Kanal (TRPC6) ist ein nichtselektiver Kalzium-Ionen Kanal, 
der in menschlichen Zellen zu finden ist. Wird der Kanal aktiviert, induziert er eine Signalkaskade, die über 
die„mitogen-activated-protein“-Kinase-Aktivierung die Bildung des „activator-protein“-1 (AP-1) Komplexes 
induziert. AP-1 besteht aus zwei Leucinzipper-Proteinen. Ein bekannter Agonist des TRPC-6-Kanals ist 
Hyperforin. In vergangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Hyperforin die AP-1-Aktivität in 
TRPC6-exprimierenden Zellen steigern konnte. In dieser Arbeit konnte ich mit Hilfe von lentiviraler 
Genmanipulation die Expression des TRPC-6-Kanals durch „small hairpin“ Ribonukleinsäure reduzieren, 
wodurch eine Steigerung der AP-1-Aktivität mit Hyperforin signifikant geringer ausfiel. Der TRPC-6-Kanal 
ist daher essentiell für die Hyperforin-induzierte Aktivierung von AP-1. 
Eine gesteigerte Expression des TRPC-6-Kanals wurde mit einigen Pathologien des Menschen in 
Zusammenhang gebracht. Ein pharmakologischer Therapieansatz besteht darin Antagonisten des TRPC-6-
Kanals zur Behandlung dieser Erkrankungen zu nutzen. Die Substanzen 2-Aminoethoxydiphenylborat, 
BCTC, SAR 7334 und TC-1 2014 konnten die Aktivierung der intrazellulären Signalkaskade nach 
Stimulation des TRPC6-Kanals mit Hyperforin hemmen. Die Verbindung RQ 00203078, die als TRPM8-
Inhibitor beschrieben wurde, hatte hingegen keinen Einfluss auf die TRPC6-induzierte Signaltransduktion.  
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Summary

Summary - Pharmacological and genetic Inhibition of TRPC6-

induced gene transcription 

Transient receptor potential canonical 6 (TRPC6) is a non-selective calcium-ion channel. The activated 
channel induces an intracellular signaling cascade that stimulates the transcription factor AP-1 using 
extracellular signal-regulated protein kinase as a signal transducer. AP-1 is a dimer composed of leucine 
zipper proteins. Hyperforin is an agonist of TRPC6 channels, which induces the activation of AP-1. Here, the 
expression of TRPC6 channels was reduced by expressing small hairpin RNAs specific for TRPC6 using 
lentiviral gene transfer. As a result, activation of AP-1 in hyperforin-stimulated cells was significantly 
reduced, indicating that hyperforin activates AP-1 via TRPC6 channels. 
An increased expression of TRPC6 channels has been connected to some human pathologies. A 
pharmacological approach for treatment for those diseases is the usage of TRPC6-antagonists. In this study,  
the compounds 2-aminoethoxydiphenylborate, BCTC, SAR 7334, RQ 00203078 and TC-1 2014 were tested 
upon their ability to block the TRPC6-induced signaling cascade. The results show that 2-
aminoethoxydiphenylborate, BCTC, SAR 7334, and TC-1 2014 were able to inhibit the TRPC6-induced 
signaling cascade. The compound RQ 00203078, described as an inhibitor of TRPM8 channels, was not able 
to inhibit TRPC6 induced signaling.
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Einleitung

1. Einleitung 
Der Mensch gehört zu einem der komplexesten Vielzellern auf unserem Planeten. Was Vielzeller von 
Einzellern unterscheidet, ist die zum Teil extreme Spezialisierung unterschiedlicher Zelltypen auf bestimmte 
Aufgaben. Für das reibungslose Zusammenarbeiten der unterschiedlichen Zell- und Gewebetypen spielt die 
Kommunikation untereinander eine essenzielle Rolle. Ein wichtiger Prozess ist hierbei die 
Signaltransduktion, also die Übertragung von Signalen vom Extrazellularraum ins Zellinnere hinein und 
damit die Kommunikation zwischen verschiedenen Zellen. Extrazelluläre Signalmoleküle wie Hormone, 
Neurotransmitter oder andere Proteine und Peptide werden von Zellen synthetisiert und sezerniert und 
binden danach an spezifische Rezeptoren. Durch die Rezeptoraktivierung werden „second messengers“ im 
Zellinneren gebildet, die anschließend eine Signal-Kaskade in Gang setzen, die dazu in der Lage sein kann, 
in die Genregulation einzugreifen. Die Rezeptoren können anhand ihrer Struktur und Signalkaskade in 
unterschiedliche Gruppen eingeteilt werden (Abb.1): Die G-gekoppelten-Rezeptoren besitzen sieben 
Transmembrandomänen und beeinflussen über die aktivierte Gα-Untereinheit, je nach Rezeptortyp, die 
Adenylatcyclase oder die Phospholipase Cβ. Die Adenylatcyclase bildet wiederum cAMP, die Phospholipase 
Cβ dagegen IP3. Die Rezeptortyrosinkinase wird nach Ligandenbindung über Autophosphorylierung 
aktiviert. Anschließend wird der MAP-Kinase-Weg, eine mehrstufige Signaltransduktion, in Gang gesetzt. 
Ca2+-Ionen-Kanäle werden Liganden- oder spannungsgesteuert aktiviert und bilden eine Ca2+-permeable 
Pore, sodass Ca2+ in die Zelle transportiert wird. Zu den „second messangers“ der beschriebenen 
Signaltransduktionen gehören cAMP, cGMP, IP3, Diacylglycerol (DAG), Stickstoffmonoxid und Ca2+-Ionen. 
Ca2+-Ionen haben für viele zelluläre Prozesse Relevanz, so beispielsweise für die Muskelkontraktion, 
Ionentransport, Nervenleitung und Genexpression [18]. Zu den nicht selektiven, Ca2+-permeablen Kanälen, 
gehören die „transeinet receptor potential“ (TRP)-Kanäle. Auch hier kann der intrazelluläre Ca2+-Einstrom 
die Genexpression der Zelle beeinflussen. 
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Einleitung

  

Abbildung 1: Signaltransduktion 
G-gekoppelte Rezeptoren besitzen sieben Transmembrandomänen. Der N-Terminus mit der 
Ligandenbindungsstelle liegt extrazellulär, der C-Terminus mit G-Protein intrazellulär. Bei Aktivierung des 
Rezeptors durch einen Liganden, wird das, an die Gα-Untereinheit gebundene GDP durch GTP ausgetauscht. 
Die Gα-Untereinheit und die β /γ-Untereinheit lösen sich anschließend vom Rezeptor. Im Falle des Gs-
gekoppelten Rezeptors aktiviert die Gα-Untereinheit die Adenylatcylclase (AC), welche cAMP aus ATP 
bildet. Die Gα-Untereinheit des Gq-Rezeptors hingegen aktiviert die Phospholipase Cβ (PLC), die die 
Hydrolyse von Inositoltriphosphoat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) aus Phosphatidylinositol 4,5-
bisphosphat (PIP2) katalysiert. Die β /γ-Untereinheiten sind auch in der Lage die PLC zu aktivieren [18].  
Rezeptor-Tyrosinkinasen verfügen über eine extrazelluläre Ligandenbindestelle und eine intrazelluläre 
Kinasedomäne. Nach der Bindung eines Liganden an die Rezeptor-Tyrosinkinase werden die intrazellulären 
Tyrosinreste autophosphoryliert. Der aktivierte Rezeptor aktiviert das G-Protein Ras, welches wiederum die 
MAP-Kinase-Kinase-Kinase (MAP3K) aktiviert. Die MAP3K phosphoryliert die MAP-Kinase-Kinase 
(MAP2K), welche wiederum die MAP-Kinase (MAPK) phosphoryliert. Die so aktivierte MAPK kann 
anschließend im Zellkern u.a. Prozesse der Zellproliferation beeinflussen. Der aktivierte Rezeptor kann 
darüber hinaus auch PLC aktivieren [18]. 
Ca2+-Ionen-Kanäle bilden eine Pore, die für Ca2+-Kanäle durchlässig ist und transportieren so Ca2+-Ionen in 
die Zelle. Die Kanäle können u.a. Liganden- oder spannungsgesteuert geöffnet werden und eine Selektivität 
für bestimmte Ionen besitzen. cAMP, IP3, DAG und Ca2+-Ionen gehören zu den „second messengers“ [18]. 
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1.1 TRP-Kanäle  

Eine Familie zellulärer Kationenkanäle stellen die „transient receptor potential“ (TRP)-Kanäle dar. Die 
Kanäle bestehen aus sechs Transmembran Domänen, die zusammen Kation-permeable Poren bilden und sich 
zu Tetrameren zusammenfinden [13] (Abb. 2). 

!  
Abbildung 2: Topologie der TRP-Kanäle 
A Transmembran-Topologie der TRP-Kanäle. TRP-Kanäle bestehen aus sechs Transmembran-Domänen. Die 
fünfte und sechste Domäne bildet die kationenpermeable Pore. Der N- und C-Terminus befinden sich beide 
intrazellulär.  
B Quartäre Struktur der TRP-Kanäle. Die TRP Proteine lagern sich zusammen und formen Tetramere.  
Abbildung entnommen und modifiziert von Takahashi et al. [47].  

Es gehören 28 Kationenkanäle zu den TRP-Kanälen der Säugetiere, die einer der sechs Subfamilien 
angehören. Zu diesen gehören TRPC („canonical”), TRPM („melastatin“), TRPV („vanilloid“), TRPA 
(„ankyrin”), TRPML („mucolipins”), und TRPP („polycystin“) [47] (Abb. 3). Die Subfamilien können in 
weitere Subgruppen eingeteilt werden, wie beispielsweise innerhalb der TRPC-Subfamilie die drei 
Subgruppen TRPC1/4/5, TRPC2, and TRPC3/6/7 unterschieden werden [13]. 
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"  
Abbildung 3: Phylogenetischer Baum der TRP-Kanäle bei Säugetieren 
Basierend auf den Homologien der individuellen TRP-Kanäle. Abbildung entnommen und modifiziert aus 
Takahashi et al.[47]. 

Die unterschiedlichen TRP-Kanäle sind in zahlreichen unterschiedlichen Gewebetypen zu finden und sind in 
einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Prozessen involviert [13]. 

1.1.1 TRPC6-Kanal 

Der TRPC6-Kanal gehört zur TRPC-Subfamilie. Der TRPC6-Kanal wird vor allem in der Lunge, dem Herz, 
dem Gehirn, der Plazenta, den Nebennieren, dem endothelialen Gewebe, der Retina, dem Hoden und in der 
Niere exprimiert. Dabei wurden Korrelationen zwischen der TRPC6-Expression und vielen Erkrankungen 
festgestellt. So spielen beispielsweise Mutationen des TRPC6-Gens für die Entwicklung und den Verlauf der 
fokalen segmentalen Glomerulosklerose eine Rolle und wurden mit der Proliferation und Migration von 
klarzelligen Nierenzellkarzinomen in Zusammenhang gebracht [6,13]. Außerdem spielt TRPC6 in der 
Regulation der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion eine wichtige Rolle [59]. Eine übermäßige 
TRPC6-Expression könnte sich jedoch auch positiv auf den Therapieverlauf von Erkrankungen auswirken, 
so wurde die Hemmung der β-Amyloid-Produktion durch TRPC6 als potenzieller Therapieansatz bei der 
Behandlung von Alzheimer beschrieben [57].  

1.1.1.1 Aufbau des TRPC6-Kanals 

Der Aufbau des TRPC6-Kanals ähnelt der Grundstruktur der TRP-Kanäle: TRPC6 ist ein nicht-selektiver 
Ca2+- und Na+-Ionen Kanal und besitzt eine Tetramerstruktur, die jeweils aus sechs α-Helices besteht [6, 
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11,13]. Zwischen der fünften und sechsten α-Helix des TRPC6-Kanals befindet sich die porenbildende 
Domäne (Abb. 4). Für die korrekte Positionierung der Porenschleife ist eine Aminosäuresequenz, bestehend 
aus Leuzin, Phenylalanin und Tryptophan (LFW-Motiv) verantwortlich. Wird die Sequenz verändert, 
beispielsweise durch Substitution mit einer Alanin-Alanin-Alanin-Sequenz, wird die Aktivität der 
funktionellen Untereinheiten des Kanals reduziert [6]. TRPC6 besitzt an der ersten und zweiten 
extrazellulären Schleife jeweils eine Glykosylierungsstelle [11]. Die dritte Transmembran-Domäne von 
TRPC6 ist im Verhältnis zu den anderen TRPC-Kanälen relativ lang und kann als Sensor für externe Reize 
dienen. Die intrazellulären Anteile des Kanals bilden die Form einer umgekehrten Glocke, bei der die Spitze 
unterhalb der Pore der Transmembrandomänen positioniert ist [13]. 

"  
Abbildung 4: Struktur des TRPC6-Kanals 
Der Kanal besteht aus sechs Transmembrandomänen. Der N- und C-Terminus ist im Intrazellularraum 
lokalisiert. Nahe des N-Terminus befinden sich vier Ankyrin-Domänen (A). Der C-Terminus besitzt eine 
„coiled-coil (CC)“ Domäne [11,13]. Die korrekte Positionierung der Porenschleife wird vom LFW-Motif 
gesteuert [6]. Der Ca2+-Einstrom ist zwischen der fünften und sechsten Transmembrandomäne möglich. 
Entnommen und modifiziert aus Scheuble et al. [39]. 

1.1.1.2 Die TRPC6-induzierte Signalkaskade 

Der aktivierte TRPC6-Kanal bewirkt einen Ca2+-Einstrom über den Kanal selbst und über andere Ca2+-
Kanäle in der Zellmembran, die durch den TRPC6-induzierten Na+-Einstrom aktiviert werden [11]. Die 
erhöhte Ca2+-Konzentration in der Zelle führt zur Aktivierung der „mitogen activated protein“ (MAP) Kinase 
„extracellular signal-regulated protein kinase“ 1 und 2 (ERK 1 und 2), die im Zellkern verschiedene 
Transkriptionsfaktoren, u. a. den Transkriptionsfaktor „activator protein 1“(AP-1) aktiviert [52] (Abb. 5). 
Anschließend kann AP-1 beispielsweise die Transkription von γ-Synaptophysin (SNCG), das mit 
Tumorinvasion und -metastasierung zahlreicher Tumore in Verbindung gebracht wurde, steigern [63]. 
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Abbildung 5: Signalkaskade des TRPC6-
Kanals 
Der aktivierte TRPC6-Kanal induziert einen 
Ca2+-Einstrom. Die Steigerung des 
intrazellulären Ca2+-Konzentration führt zu einer 
MAP-Kinase-Aktivierung. Die MAP-Kinase 
aktiviert im Zellkern die c-Jun und c-Fos 
Gentranskription. Diese Gene kodieren für 
Transkriptionsfaktoren, die schlussendlich den 
AP-1 Komplex formen. Der Transkriptionsfaktor 
Elk-1 ist relevant für die TRPC6-induzierte 
AP-1-Aktivierung. Entnommen und modifiziert 
nach Thiel & Rössler [52]. 

1.1.1.3 Agonisten von TRPC6: 

Der TRPC6-Kanal wird direkt durch Diacylglycerol aktiviert [11]. Das Diacylglycerol-Analogon, 1-
Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) (Abb. 6A), kann die Zellmembran penetrieren und konnte die 
TRPC6-Aktivität in unterschiedlichen Experimenten steigern [12,20,26,52]. In den Experimenten von 
Thiel & Rössler [52] wurde der Effekt von OAG auf die TRPC6-induzierte Genexpression demonstriert. 
Ein weiterer TRPC6-Agonist ist das Hyperforin (Abb. 6B). Diese Substanz ist ein bizyklisches 
polyprenyliertes Acylphloroglucinol-Derivat und Hauptwirkstoff der Arzneipflanze Johanniskraut (lat. 
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Hypericum perforatum), der zur leitliniengerechten („Kann“-Empfehlung) Therapie der mittelgradigen 
Depression eingesetzt wird [10]. Leuner et al. [26] zeigten, dass Hyporforin über die Aktivierung des 
TRPC6-Kanals einen Ca2+- und Na+-Einstrom induzierte. In den Folgejahren wurde Hyperforin von 
einigen Forschungsgruppen als TRPC6-Aktivator genutzt [14,19,38,45,52,54]. Sell et al. [40] 
schlussfolgerte jedoch, dass Hyperforin als Protonophor und nicht als TRPC6-Ligand agiere. Dem 
widersprechen jedoch Experimente mit HEK293-Zellen, die TRPC6 nicht exprimierten [14,26,52]. Die 
Arbeit von Thiel & Rössler [52] lieferte damit auch Hinweise auf eine essenzielle Rolle von TRPC6 für 
die AP-1-Aktivierung. 

!
Abbildung 6: Agonisten von TRPC6 
A Strukturformel von 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG). B Strukturformel von Hyperforin. 
Entnommen aus Thiel & Rössler [52].  

Es konnte bereits gezeigt werden, dass TRPC6 mit dem Progress von Erkrankungen, wie beispielsweise 
der fokalen segmentalen Glomerulosklerose und dem Diabetes mellitus Typ 1 in Verbindung gebracht 
wurde. Für die pharmakologische Therapie und die Grundlagenforschung wäre also die Identifizierung 
und Charakterisierung von TRPC6-Antagonisten sinnvoll.  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1.2 Zielsetzung 

Die vorliegende Arbeit hatte zwei Ziele: 

1. Analyse der Relevanz des TRPC6-Kanals für die Hyperforin-induzierte AP-1 Aktivierung  
Verschiedene Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass Hyperforin als Ligand für TRPC6 wirken kann. Diese 
These wurde in Frage gestellt und stattdessen postuliert, dass Hyperforin TRPC6-unabhängig als 
Protonophor wirkt. Die Aktivität von Hyperforin als TRPC6-Ligand sollte hier mit genetischen 
Werkzeugen verifiziert werden. 

2. Untersuchung postulierter TRPC6-Inhibitoren auf ihre Wirksamkeit bezüglich der TRPC6-

induzierten Signaltransduktion  
Eine erhöhte TRPC6-Aktivität verschlechtert den Verlauf von einigen Pathologien. Ein spezifischer 
TRPC6-Antagonist ist daher nützlich für Therapieansätze und für weitere Forschung. In der 
Vergangenheit wurden bereits einige Substanzen mit Hilfe von elektrophysiologischen Untersuchungen 
wie der Patch-Clamp-Methode oder mit Ca2+-Imaging-Methoden als TRPC6-Antagonisten getestet. Eine 
andere Methode ist die Messung der TRPC6-induzierten Signalkaskade über die Bestimmung der AP-1-
Aktivität. Zugrunde liegt die Annahme, dass über eine TRPC6-Aktivierung eine Signalkaskade induziert 
wird, die schlussendlich die Genexpression beeinflussen kann. Die Messung der AP-1-Aktivität wurde 
hier für die Messung von Veränderungen der TRPC6-abhängigen Genexpression genutzt. 
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2.Material und Methodik 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

2-Aminoethoxydiphenylborinat 
(2-APB)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany (# 
sc-201487) 

3[7-(trifluoromethyl)-5-[2-
(trifluoromethyl)phenyl]-1- H-benzimidazol-2-
yl]-1-oxa-2-azaspiro [4.5]dec-2-ene  
(TC-1 2014)

Alomone’s laboratories, Jerusalem, Israel 

4-[(1R,2R)-2-[(3R)-3-Amino-1-Piperidinyl]-2,3-
Dihy- dro-1H-inden-1-yl]oxy]-3-Chlorobenzonitril-
Dihydrochlorid  
(SAR 7334)

Tocris, Wiesbaden-Nordenstadt, Germany (#5831)

4-[[3-Chloro-5-(Triuoromethyl)Pyridin-2-yl]-[[4-
(Triuoromethoxy) phenyl] methyl] sulfamoyl] 
Benzoesäure  
(RQ 00203078)

Alomone’s laboratories, Jerusalem, Israel 

5x Reporter Lysis Buffer Promega, Mannheim

BCA Protein Kit Pierce, Rockford, USA

Calciumchlorid Roth, Karlsruhe

Chloroquin Sigma-Aldrich, München

di-Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt

DMEM PAA, Marburg

DMSO Roth, Karlsruhe

EDTA Roth, Karlsruhe

Ethanol zentrales Chemikalienlager der UdS

FCS Biochrom AG, Berlin

Glutamin PAA, Marburg

HCl Roth, Karlsruhe

HEPES buffered saline solution (HBSS) Gibco, Invitrogen, CA, USA (#14025)

Hyperforin Dr. Willmar Schwabe GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe

Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt

Luminol Roth, Karlsruhe

Luziferin Sigma-Aldrich, München
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

2.1.3 Geräte 

N-(4-Tert-butylphenyl) -4-(3-chloropyridin-2-yl)- 
piperazine-1-carboxamide  
(BCTC)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany (# 
sc-205599)

Penicillin/Streptomycin PAA, Marburg

Hexadimethrinbrimid (Polybrene) Sigma-Aldrich, München

Reporterlyspuffer (5x) Gibco

1,5 ml Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg 

96-Loch-Platte, transparent Greiner bio-one, Frickenhausen

96-Loch-Platte, weiß Nunc, Rosklide, Dänemark

Einmal-Sprizen Injekt (20 ml) Braun Melsungen AG, Melsungen

Küvetten (1,5 ml Halbmikro) Brand, Wertheim

Labor-Zentrifugen-Röhrchen 15 ml Greiner bio-one, Frickenhausen

Labor-Zentrifugen-Röhrchen 50 ml Sarstedt, Nürnbrecht

Sterilfilter (0,22µm bzw. 0,45 µm) Sarstedt, Nürnbrecht

Zellkulturflaschen (75 cm2 bzw. 175 cm2) Greiner bio-one, Frickenhausen

Zellkulturschalen (35x15 mm bzw. 60x15mm) Sarstedt, Nürnbrecht

Analysewage Sartorius, Göttingen

Auflichtmikroskop Helmut Hund GmbH, Wetzlar 

Autoklav Schütt, Göttingen

Brutschrank Thermo Fisher Scientific Inc., Berlin 

Eismaschine diverse Hersteller

Feinwaage Sartorious, Göttingen

Luminometer Berthold Detection Systems, Alabama USA

Magnetrührer KA Labortechnik, Staufen 

Microplate Reader 550 Bio-Rad, München 

Milliporewasser-Anlage Milli Q Millipore, Milford USA 

Neubauer Zählkammer improved Roth, Karlsruhe

pH-Meter (inoLab pH 720) WTW, Wellheim 
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2.1.4 Zelllinien 

HEK293/TN 
Eine menschliche embryonale Nierenzelllinie, die auf die Herstellung von Viren in großen Mengen 
spezialisiert ist und die für die Experimente im Rahmen dieser Arbeit zur Herstellung von Lentiviren 
verwendet wurde.  
Diese wurden freundlicherweise von Markus Hoth (Universität des Saarlandes, Deutschland) zur Verfügung 
gestellt. 

T6.11-Zellen 
Eine HEK293-Zelllinie, die TRPC6 exprimiert [3,5,34,52]. Diese wurde freundlicherweise von Alexandre 
Bouron (UMR CNRS Grenoble, France) mit Erlaubnis von Guylain Boulay (Université de Sherbrooke, 
Quebec, Canada) zur Verfügung gestellt. 

2.1.5 Vektoren und Plasmide

Die Genmanipulation der Zielzellen in diesen Experimenten fand über rekombinante Lentiviren statt. Bei 
den Viren handelte es sich um veränderte „Human Immunodeficiency Viruses“ (HIV). Da HIV als Lentivirus 
zur Familie der Retroviren gehört, ist es imstande, teilungsfähige als auch post-mitotische Zellen zu 
infizieren und eignet sich daher gut als Vektor. Für die Produktion von rekombinanten Lentiviren werden die 
Gene gag, pol und rev benötigt, die bereits im HIV-Wildtyp Genom enthalten sind. Pol („polymerase“) 
kodiert u.a. für die reverse Transkriptase und Integrase und gag („group-specific antigen“) für den inneren 
Proteinmantel. Das rev-Gen dient der Expression des gleichnamigen Proteins, was den Export ungespleißter 
RNA aus dem Nukleus ins Zytoplasma unterstützt. Das Hüllprotein Glykoprotein 120 (Gp120) des HIV-
Wildtyps ist durch seine enge Wirtsspezifität für die Produktion von rekombinanten Lentiviren ungeeignet. 
Das für Gp120 kodierende Gen env („envelope“) wurde deshalb durch einen „Vesicular Stomatitis Virus-
Glykoprotein“(VSV-G) ersetzt. Das Verpackungssignals Ψ dient der Erkennung der korrekten RNA-Sequenz 

Photometer Eppendorf, Hamburg 

Pipetten (20 µl, 200 µl bzw. 1000 µl) Eppendorf, Hamburg  
Gilson, Middleton USA

Pipetus®Akku Hirschmann Laborgeräte, Heilbronn

Sterilbank Heraeus, Hanau

Tischzentrifuge (Biofuge®pico) Heraeus, Hanau

Vortex-Mixer IKA Labortechnik, Staufen 

Wasserbäder, temperierbar diverse Hersteller
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für die neu produzierten Viren und wird daher auch für die Produktion von rekombinanten Lentiviren 
benötigt.  
Die als relevant genannten Gen-Komponenten sind Bestandteil von drei Plasmiden, die zur Transfektion von 
HEK293/TN-Zellen und damit zur anschließenden Virusproduktion genutzt wurden [50]. 

2.1.6 Verpackungsplasmid Δ 8.91 

Das Verpackungsplasmid Δ 8.91 enthält die Gene gag, pol und rev. Das 5’-Ende des Plasmids besitzt einen 
CMV-Promotor und das 3’-Ende ein Polyadenylierungssignal (SV40 pA) (Abb. 7). 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des Verpackungsplasmid Δ 8.91. 
Der Vektor des Δ 8.91 kodiert für die viralen Proteine gag, pol und rev. Kontrolliert werden diese 
kodierenden Abschnitte vom Immediate Early (IE)-Promotor/Enhancer des Cytomegalo-Virus (CMV). Den 
Abschluss des Plasmids bildet das Polyadenylierungssignal des Simian-Virus 40 (SV40 pA) [50]. 

2.1.7 Expressionsplasmid pCMV-G 

Das Hüllprotein Gp120 des HIV hat einen engen Tropismus, da es nur mit dem CD4-Rezeptor und dem Co-
Rezeptor CCR5 interagiert und daher bloß eine Infektion von T-Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen 
möglich ist. Um die Wirtsspezifität zu erweitern, wurde der Virus mit dem Expressionsplasmid pCMV-G 
pseudotypisiert. Das Hüllprotein stammt vom „Vesicular Stomatitis Virus“ (VSV). Das Plasmid besitzt einen 
CMV-Promotor (Abb. 8). 

"  

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Expressionsplasmiden pCMV-G. 
Unter der Kontrolle des „immediate early“(IE)-CMV Promotor kodiert der Vektor des pCMV-G-Plasmids für 
das VSV-Glykoprotein. Das Plasmid verfügt über das Polyadenylierungssignal SV40 pA [50]. 

"19



Material und Methodik

2.1.8 SIN-Transfervektor 
Der SIN-Transfervektor enthält die komplementäre DNA (cDNA), die später in das Genom der Zielzelle 
integriert wird. Das Verpackungssignal Ψ dient der Zusammenführung von Virus-Genom und Proteinmantel.  
Der Transfervektor enthält zwei Promotoren. Zum einen am 5’-long terminal repeat (LTR) den CMV-
Promotor, der die Produktion der RNA-Transkripte steigert. Zum anderen einen internen Promotor, der die 
Expression der cDNA steuert. In den folgenden Experimenten wurde als interner Promotor der Kollagenase-
Promotor verwendet (s. Abschnitt 2.1.9). Das 3’LTR besitzt eine U3-Region-Deletion (ΔU3). Diese befindet 
sich nach der reversen Transkription am 5’-Ende, wodurch das 5’LTR transkriptionell inaktiviert wird. So 
wird nur noch die gewünschte cDNA-Sequenz in den Zielzellen exprimiert. Außerdem enthält der 
Transfervektor das „woodchuck Hepatitis virus posttranscritiptional regulatory element“ (WPRE), das die 
Expression der cDNA erhöht und dadurch die Luziferase-Aktivität steigert [64]. Das HIV „flap element“ 
erhöht die Gängigkeit der Virus-cDNA in den Zellkern der Zielzellen [43]. Der SIN-Transfervektor ist die 
Basis für die verwendeten Reporter- und Expressionsplasmide [28] (Abb. 9). 

"  
Abbildung 9: Schematische Darstellung des SIN-Transfervektor. 
Der SIN-Transfervektor enthält den CMV-Promotor, einen internen Promotor, das LTR mit der Deletion 
ΔU3, WPRE, das 3’- Polyadenylierungssignal und das Verpackungssignal Ψ [50]. 

2.1.9 Lentivirale Reporterplasmide 

Der lentivirale Transfervektor pFW-Coll.luc (Abb. 10) kodiert für das Luziferasegen, das vom Kollagenase-
Promotor kontrolliert wird. Die proximale Promotorregion besitzt ein „12-O-Tetradecadoylphorbole-13-
acetate (TPA)- responsive element“ (TRE), das als AP-1-Bindungsstelle dient [1]. Mit Hilfe des Luziferase-
Assays kann die Genexpression der Luziferase erfasst werden (s. Abschnitt 2.2.6). Die AP-1 induzierte 
Regulation der Transkription wird dadurch messbar [46,49,51,52]. 
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"  
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Kollagenase-Promotor/Luziferase Reportergen 
(Coll.luc)-Provirus. 
Der Kollagenase-Promotor von Coll.luc erstreckt sich von Position -517 bis -63 und besitzt als 
Bindungsstelle für AP-1 ein TRE. Dem Promotor folgt das Luziferasegen, welches für das gleichnamige 
Enzym kodiert. Die Luziferaseaktivität wird beim Reportergenassay gemessen und dient der Ermittlung der 
AP-1-Aktivität. Stromabwärts befindet sich die mutierte U3-Region des 3’- und 5’LTR (LTRΔU3), das HIV-
flap Element sowie das WPRE. 

Der Transkriptionsfaktor AP-1: 
AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor und spielt eine wichtige Rolle als Regulator der Apoptose, der 
Wachstumskontrolle, der zellulären Transformation, Proliferation und der Differenzierung [22,25,29,41].  
AP-1 wird durch die Dimerisierung zweier Proteine aus den Familien der Jun-, Fos- und ATF-
Transkriptionsfaktoren gebildet (Abb. 11). Diese Transkriptionsfaktoren gehören zu den basischen 
Leuzinzipperproteinen (bZIP) [29]. Abhängig von der Zusammensetzung des Dimers besteht eine 
variable DNA-Affinität: Das c-Fos-Homodimer hat im Vergleich zu c-Jun-Homodimeren keine Affinität 
zu DNA [17]. Der Jun:Fos Heterodimer besitzt die höchste DNA-Affinität [17] und bindet an das 12-O-
Tetradecadoylphorbole-13-acetate (TPA)-responsive Element (TRE) [46]. Die Peroteinkinasen 
„extracellular-regulated kinase“ (ERK), „c-Jun N-terminal kinase“ (JNK) und p38 aktivieren AP-1 [60]. 
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Abbildung 11: Schema des AP-1-Komplexes 
AP-1 besteht aus zwei dimerisierten basischen Leuzinzipper 
(bZIP)-Proteinen. Die beiden C-Terminale lagern sich mit ihren 
hydrophoben Anteilen aneinander an. Die hydrophilen Anteile 
der C-Terminale interagieren mit den umliegenden 
Wassermolekülen. Die beiden N-Terminale binden über Lysin 
und Arginin an die DNA. Die Leuzinzipper formen eine 
„coiled-coil“-Struktur [23].  
Entnommen und modifiziert nach Krylov & Vinson [23]. 

2.1.10 Lentivirale Expressionsplasmide 

pLentiLox 3.7 (pLL 3.7) ist ein lentiviraler Transfervektor, der den U6-Promotor zur Expression einer 
shRNA besitzt [37]. Das Plasmid besitzt außerdem eine Transkriptionseinheit, die für das „enhanced green 
fluorescent protein“ (EGFP) kodiert und damit bei erfolgreicher Infektion die Zielzellen grün färbt. 
pLL3.7-shTRPC6 (Abb.12) besitzt die Grundstruktur von pLL 3.7 und kodiert für eine „short hairpin“ (sh)-
RNA gegen TRPC6-mRNA [15,44]. 
 

Abbildung 12: Schematische Darstellung des pLentiLox 3.7-shTRPC6 Plasmids. 
Der pLL 3.7-shTRPC6 Plasmid besitzt eine „central polypurine track“ (cPPT)-Sequenz, die als Primer 
fungiert. Ihr folgt der murine Promotor U6. Die LoxP-Stellen sind Teil eines Rekombinationssystems, das für 
Knockout-Experimente genutzt werden kann. Sie umschließen beim pLL3.7 die CMV- Region und die 
EGFP-kodierende Transkriptionseinheit. Stromabwärts der letzten LoxP-Stelle schließt sich zur Steigerung 
der Transkription das „woodchuck hepatitis B virus RNA regulatory element“ (WRE) an. Im Gegensatz zu 
pLL 3.7 wurde bei pLL 3.7-shTRPC6 in der Loop-Region zwischen U6 und der ersten LoxP-Stelle eine 
shTRPC6 spezifische Gensequenz inseriert. Die benannten Regionen werden am 3’-und 5’-Terminus von 
LTRs umschlossen, die aber durch die SIN-Konfiguration inaktiviert sind (modifiziert nach Rubinson et al.
[37], TRPC6-mRNA-Sequenz nach Graham et al. [15]. 
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Für die Experimente dieser Arbeit wurde die Kodierinfomation für die TRPC6-spezifische shRNA mit Hilfe 
rekombinanter Lentiviren in das Genom der Zielzellen integriert. Die exprimierte shRNA bindet nach ihrer 
Fragmentierung durch das Protein DICER als „small interferring RNA“ (siRNA) an den Proteinkomplex 
RISC (RNAi-induzierten „silencing complex“). Dort wird sie entwunden und vermittelt nun als einsträngiges 
RNA-Fragment die Erkennung und Spaltung der TRPC6 spezifischen mRNA, die im Anschluß abgebaut 
wird [24]. Die Funktionsweise des Gen-Silencing mittels shRNA ist in Abbildung 13 dargestellt. 
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"  
Abbildung 13: shRNA vermitteltes Gen-Silencing mit Hilfe rekombinanter Lentiviren. 
Durch lentivirale Infektion gelangt die shRNA kodierende Sequenz in die Zielzelle und wird in das Genom 
integriert. Anschließend wird die shRNA transkribiert und mit dem Protein DICER in ca. 21 Basenpaare 
lange Fragmente (21mere) zerschnitten. Die 21mere werden anschließend entwunden und binden an den 
RNAi-induzierten „silencing complex“ (RISC), wodurch dieser unter Verbrauch von ATP aktiviert wird. 
RISC kann nun spezifisch an die entsprechende antiparallele mRNA-Sequenz binden und mit dem 
Proteinkomplex-Bestandteil Argonaute 2 diese zerschneiden [24,27] (Abbildung modifiziert nach Uder et al. 
[55] und Kuhlmann & Nellen [24]). 
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2.2 Methodik 

2.2.1 Kultivierung der Zelllinien 

Die Zelllinien wurden bei einer Temperatur von 37 °C und mit einer CO2-Konzentration von 5% im 
Inkubator kultiviert. Alle Arbeitsschritte an den Zellen wurden unter der Sterilbank bei S2-Bedinungen 
ausgeführt. 

Es wurden zwei Medien für die Kultur genutzt.  

DMEM  

DMEM (serum-reduziert)  

Im serum-reduzierten Medium wurden die T6.11-Zelllinie mit Hyperforin stimuliert. 

2.2.2 Passage 

Um eine konstante Proliferationsrate der Zellen zu gewährleisten, sollten optimale und damit 
gleichbleibende Kultivierungsbedingungen geschaffen werden. Dazu zählt die Zelldichte in den 
Zellkulturflaschen in einem bestimmten Bereich zu halten und das Kultivierungsmedium regelmäßig zu 
wechseln. Dafür wurde mit Hilfe eines Lichtmikroskops die Dichte des Zellrasens mehrmals wöchentlich 
beurteilt und das Zellmedium im Hinblick auf Veränderungen visuell kontrolliert. Das Medium enthielt zu 

FCS 10 %

L-Glutamin 2mM

Penicillin 100 U/ml

Streptomycin 100 µg/ml

FCS 0,05 %

L-Glutamin 2mM

Penicillin 100 U/ml

Streptomycin 100 µg/ml
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diesem Zweck Phenolrot als pH-Indikator. Überschritt die Dichte des Zellrasens oder unterschritt der pH 
einen gewissen Wert, wurden die Zellen passagiert. Dies war in der Regel dreimal die Woche nötig. 
Für die Passage wurde das Medium von dem Zellrasen abgenommen, um diesen dann mit 1xPBS zu 
waschen.  

1x PBS 

Nach der Abnahme des PBS wurde 1x Trypsin/EDTA auf die Zellen gegeben, um sie unter 37 °C von der 
Zellkulturflasche zu lösen. 

1x Trypsin/EDTA 

Das Trypsin wird daraufhin durch die Zugabe von frischem Medium inaktiviert und die Zellen in dem 
Gemisch resuspendiert. Je nach Dichte des Zellrasens wurden die Zellen in einem bestimmten Verhältnis 
gesplittet und anschließend in 30 bis 40 ml Medium neu ausgesät. 

2.2.3 Herstellung von rekombinanten Lentiviren 

Die Herstellung der Viren erfolgte unter S2-Bedingungen. Zunächst wurde die in Abschnitt 3.2 
beschriebenen HEK293/TN Zelllinie mit drei Plasmiden transfiziert. Die Zellen wurden nach 20 Stunden 
gewaschen, um das Calciumphosphat zu entfernen. Anschließend wurden die Zellen in Vollmedium für drei 
Tage inkubiert. Die produzierten Viren konnten im Virusüberstand abgenommen und zur Infektion der 
Zielzellen eingesetzt werden.  

NaCl 170 mM

Na2HPO2 x 2 H2O 4 mM

KCl 3,35 mM

KH2PO2 1,84 mM

Streptomycin 100 µg/ml

pH 7,24 

Trypsin 0,25% (w/v)

EDTA 0,1% (w/v)

"26



Material und Methodik

2.2.3.1 Transfektion der HEK 293/TN-Zellen  

Zunächst werden 1,3 x 106 HEK293/TN-Zellen auf 60 x 15 mm Zellkulturschalen ausgesät, in DMEM 
Medium kultiviert und am Folgetag lichtmikroskopisch beurteilt. War der Zellrasen dicht genug, wurde mit 
der Kalziumphosphat- Transfektion begonnen: Hierfür wurden zwei Lösungen hergestellt, die anschließend 
miteinander vermischt wurden. Lösung A enthielt die zur Transfektion benötigten Plasmide, destilliertes 
Wasser und eiskaltes CaCl2 mit einer Konzentration von 2,5 mM. Die Konzentration der Plasmide wurde mit 
Hilfe photometrischer Messung bestimmt und in solchen Volumina zur Lösung gegeben, dass diese 6,6 µg 
des Transfervektors, 5 µg des Verpackungsplasmids (s. Abschnitt 2.1.6) und 2,3 µg des VSV-G-
Expressionsplasmides (s. Abschnitt 2.1.7) enthielt. Das Plasmidgemisch wurde anschließend mit 
destilliertem Wasser auf 250 µl aufgefüllt und CaCl2 wurde hinzugefügt. In Lösung B befand sich 275 µl 2x 
HBSS. Genannte Mengenangaben beziehen sich auf eine Zellkulturschale. 

2x HBSS

 

Lösung A wurde unter gleichbleibendem Sprudeln mit einem Pipetus in Lösung B getropft. Das Gemisch 
trübte sich anschließend durch die Ausfällung des Kalziumphosphat-Plasmid-Präzipitates ein.  

Das Zellkulturmedium wurde von den HEK293/TN Zellen abgenommen und durch frisches mit 25 µM 
Chloroquin versetztes Medium ersetzt. Chloroquin verbessert hierbei die Transfektionseffektivität. Nun 
wurde zu jeder Zellkulturschale 500 µl des Transfektionsgemisches hinzugegeben. Die Zellen wurden über 
Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde am nächsten Tag abgenommen und 
die Zellen mit 1x PBS zweimal gewaschen. Frisches Medium wurde auf die Zellen gegeben und nach drei 
Tagen Inkubationszeit konnte der Virusüberstand zur weiteren Verwendung abgenommen werden. 

2.2.4 Infektion der Zielzellen 

Die Lentiviren wurden als Überstand von den transfizierten HEK293/TN- Zellen abgenommen und für die 
Infektion mithilfe einer 20 ml Spritze durch einen Spritzenfilter mit einer Porengröße von 0,45 µm filtriert. 
Dies diente der Bereinigung des Virusüberstandes von möglichen Resten der HEK293/TN- Zellen. Dem 
filtrierten Überstand wurde Zellkulturmedium zugegeben, sodass der Virusüberstand in einem Verhältnis von 

NaCl 274 mM

Na2HPO2 3,75 mM

Glukose 27,75 mM

KCl 25 mM

HEPES 105 mM

pH 7,08- 7,09 

"27



Material und Methodik

1:5 in dem Gemisch vorlag. Schlussendlich wurde 1 µg Polybrene pro 1 ml Gemisch zugegeben. Polybrene 
verstärkt die negative Ladung der Zelloberfläche und erleichtert dadurch das Andocken der Virionen.  
Die Zielzellen für die Experimente dieser Arbeit waren Zellen der HEK293/T6.11-Zelllinie. Es wurden ca. 
450 000 Zellen in 35 x 16 mm Zellkulturschalen mit dem Gemisch aus Virusüberstand, Polybrene und 
Zellkulturmedium ausgesät. Danach wurden die Zellen inkubiert und das Medium nach einem Tag mit 
frischem Zellkulturmedium ersetzt.  

2.2.5 Stimulation der Zielzellen 

Am zweiten Tag nach erfolgter Infektion wurde das DMEM durch serumreduziertes Zellkulturmedium 
ersetzt. Die Zellen wurden damit für einen Tag inkubiert, um den Einfluss der Komponenten des FCS, wie 
beispielsweise der enthaltenen Wachstumsfaktoren, auf die Stimulation weitestgehend auszuschließen. 
Darauf folgte die Stimulation mit 1 µM Hyperforin, was aus echtem Johanniskraut (lat. Hypericum 
perforatum) gewonnen wurde. Für jeden Ansatz wurden vier Zellkulturschalen mit DMSO als Kontrolle und 
vier weitere Zellkulturschalen mit 1 µM Hyperforin 16 bis 20 Stunden im Inkubator mit serum-reduziertem 
Zellkulturmedium inkubiert.  
Wurde mit Chemikalien gearbeitet, die als TRPC6-Hemmer in Frage kamen beziehungsweise die bereits als 
Inhibitoren bekannt waren, mussten die Zellen vorinkubiert werden. Für die Vorinkubation wurden die 
Substanzen in den entsprechenden unten angegebenen Konzentrationen und frischem serum-reduziertem 
Zellkulturmedium drei Stunden auf den Zellen belassen. DMSO wurde in derselben Menge wie der 
Hemmstoff auf die Kontroll-Zellkulturschalen gegeben und parallel mitinkubiert. Im Anschluss wurden die 
Zellen wie oben beschrieben mit Hyperforin in serum-reduziertem Medium stimuliert.  

2.2.6 Reportergenanalyse 

Um die Expression der zu analysierende Gene zu messen, wurde für diese Arbeit die Reportergenanalyse 
genutzt. Das Reportergen wurde durch lentiviralen Gentransfer in das Genom der T6.11-Zellen integriert. 
Dadurch konnte ich die Genexpression quantitativ und qualitativ messen. In den Experimenten, die für diese 
Arbeit durchgeführt wurden, wurde das Luziferase-Gen als Reportergen verwendet. Bei der Luziferase 
handelt es sich um ein biolumineszentes Enzym, das in der Natur vom nordamerikanischen Leuchtkäfer (lat. 
Photinus pyralis) produziert wird und eine wichtige Rolle im Paarungsverhalten und beim Einfangen von 
Beutetieren dieser Art spielt.  
Für die Reportergenanalyse mussten die Zellen zunächst geerntet werden. Dazu wurde das Medium 
abgenommen und die Zellen wurden mit 2 ml 8 °C kaltem PBS gewaschen. Im Anschluss wurde 1 ml kaltes 
PBS auf den Zellen belassen. Mithilfe eines Schabers konnte der Zellrasen vorsichtig vom Boden der 
Zellkulturschale gelöst werden. Die Zellen wurden mit dem PBS in eine Mikropipette aspiriert und jeweils in 
ein, auf Eis stehendes, Eppendorfgefäß gefüllt. Die Eppendorfgefäße wurden bei 4 °C für fünf Minuten mit 
13 000 rpm zentrifugiert, sodass sich ein Zellpellet am Boden des Gefäßes bilden konnte. Wurden die Zellen 
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mit pLL3.7 infiziert, erschienen die Zellpellets grün. Anschließend wurde der Überstand abgesaugt. Die 
Eppendorfgefäße wurden nochmals unter oben genannten Bedingungen zentrifugiert und die übrigen Reste 
des Überstandes mit einer Mikropipette abgenommen.  
Abhängig von der Pelletgröße wurden circa 70 µl 1x Reporterlysepuffer auf das Zellpellet gegeben, um die 
Zellen, anschließend auch mechanisch, aufzuschließen. Nachdem das Gemisch mit den aufgeschlossenen 
Zellen für fünf Minuten mit 13 000 rpm bei 4 °C zentrifugiert wurde, konnten von dem entstandenen 
Überstand 5 µl abgenommen und auf eine 96-Loch Mikrotiterplatte (Nunc, Roskilde) pipettiert werden. Auf 
die Proben wurden 50 µl Working Luciferase Assay Reagent gegeben.  

Working Luciferase Assay Reagent  
Luciferase Assay Reagent Stock  

Luziferin     4,7 mM  

Luziferin liegt im Verhältnis von 1:10 im Working Luciferase Assay Reagent vor.  
Sobald das Working Luziferase Assay Reagent zu dem lysierten Zellgemisch gegeben wird, oxidiert die 
Luziferase das im Reagenz enthaltene D-Luziferin zu Oxyluziferin. Bei dieser Reaktion kommt es zu 
Emission von Licht mit einer Wellenlänge von λ = 562 nm. Bei Enzymsättigung, also Substratüberschuss, ist 
die Luziferaseaktivität proportional zum emittierten Licht [9]. Damit steht das emittierte Licht auch 
proportional zur Expression der zu analysierenden Gensequenz und Promotoraktivität. Die 
Luziferaseaktivität wurde mit Hilfe eines Luminometers gemessen.  

2.2.7 Bicinchoninsäure (BCA) Assay zur Bestimmung der Proteinkonzentration 

Es wurden jeweils 12 µl des lysierten Zellgemisches von jedem Ansatz auf eine weitere 96 Lochplatte 
(Greiner bio-one) aufgetragen. Parallel dazu wurde der BSA-Standard mit bekannten Konzentrationen (0, 
125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 µl/ml) mit jeweils 12 µl auf die Lochplatte aufgetragen. Zu den Proben 
und dem Standard wurde dann die BCA-Lösung mit jeweils 100 µl/Loch pipettiert. Die BCA-Lösung wurde 

Tricine pH 7,8 22 mM

MgSO4 x 7 H2O 2,94 mM

EDTA (Natriumsalz) 0,11 mM

(MgCO3)4 Mg(OH) 2x 5 
H2O

25 mM

DTT 36,3 mM

ATP 583 µM

Coenzym A 297µM
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frisch mit den BCA-Lösungen A und B (Interchim, Frankreich) in einem Verhältnis von 1:50 ([A]:[B]) 
angesetzt.Die Proben wurden daraufhin bei 37 °C für 30 Minuten inkubiert. Währenddessen reagierten die 
zweiwertigen Kupferionen durch den Proteinkontakt zu einwertigen Kupferionen. Dies ergibt eine lila 
Färbung der Proben abhängig von der vorhandenen Proteinmenge. Die Absorption wurde bei λ = 562 nm 
gemessen. 

Da der Gesamtproteingehalt und die Absorption proportional zueinander stehen, kann mit Hilfe der 
gemessenen Absorption und bekannten Konzentration der Standards der Gesamtproteingehalt der Proben 
bestimmt werden. 

Um die Ergebnisse der Proben untereinander vergleichbar zu machen, wurde die Luziferaseaktivität [lu] 
durch den Gesamtproteingehalt genormt: 

 "  

Für jedes Experiment gab es vier Ansätze. Die daraus bestimmten Mittelwerte und Standardabweichungen 
werden weiter unten in Form von Balkendiagrammen dargestellt.  

2.2.8 Statistik 

Ausgewertet wurden die Ergebnisse mit Microsoft Excel und mit Hilfe von Microsoft PowerPoint grafisch 
dargestellt. Es wurde ein zweiseitiger, gepaarter student t-Test verwendet. Die Signifikanz wurde 
folgendermaßen definiert:  

"   

Nicht signifikante Ergebnisse (p ≥ 0,05) wurden mit n.s. bezeichnet. 

relative Luziferaseaktivität [r lu] = gemessene Lichteinheiten [lu]
Gesamtproteingehalt [μg]

Signi f ik anz ⇒

n . s . falls p ≥ 0,05
*  falls p < 0,05
* *  falls p < 0,01
* * *  falls p < 0,001
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3. Ergebnisse 

3.1 Hyperforin induziert die AP-1-Aktivierung in T6.11-Zellen 

2017 wurde erstmals publiziert, dass das prenylierte Phloroglucin Hyperforin in TRPC6-exprimierenden 
(T6.11)- Zellen die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 induziert. Die Stimulation des TRPC6-
Kanals bewirkt daher Veränderungen auf dem Niveau der Genexpression [52]. Die Hyperforin-induzierte 
AP-1-Aktivierung war die Grundlage für die folgenden Experimente. Die T6.11-Zellen wurden hierfür 
mit Lentiviren, die für das Kollagenase-Promotor/ Luziferase-Reportergen (Coll.luc) (Abb. 14A) 
kodierten, infiziert. Die Kollagenase-Promotor-Region enthält ein TRE, welches als Bindungsstelle für 
den Transkriptionsfaktor AP-1 fungiert. Um die Aktivierung von AP-1 messbar zu machen, reguliert der 
Kollagenase-Promotor die Expression des Luziferase-Gens. Die Zellen wurden 24 h in serum-reduziertem 
Medium kultiviert (Serumreduktion) und danach 16 Stunden mit Hyperforin stimuliert. Die Zellen 
wurden geerntet, lysiert und die Luciferase-Aktivität, sowie die Proteinkonzentration gemessen. Durch 
Zugabe von Luziferin wurde dieses durch die Luciferase oxidiert und emittierte Licht, das mit Hilfe eine 
Luminometers gemessen wurde. Die so gemessene Luziferaseaktivität wurde auf die Proteinkonzentration 
genormt. Die relative Luziferaseaktivität entspricht somit der AP-1-Aktivität und ist in Abbildung 14B 
dargestellt. Die Ergebnisse zeigen, dass die AP-1-Aktivität nach Stimulation des TRPC6-Kanals 
signifikant erhöht war (Abb. 14B). Diese Daten bestätigen frühere Beobachtungen, nach denen die 
Stimulation des TRPC6-Kanals die zelluläre AP-1-Aktivität erhöht [52]. 
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Abbildung 14: Hyperforin induziert die AP-1-Aktivierung in T6.11-Zellen.  
A Schema des Provirus, der für das Reportergen Coll. luc kodiert. Er enthält den Kollagenase-Promotor mit 
dem 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate Response Element (TRE), das als AP-1 Bindungsstelle dient [1]. 
Stromabwärts befindet sich das Luziferasegen. Die Abbildung zeigt die mutierte U3-Region des 3’- und 
5’LTR (LTRΔU3), das HIV-flap Element und das „woodchuck Hepatitis virus posttranscritiptional 
regulatory element“ (WPRE). 
B Mit Hilfe lentiviralen Gentransfers wurde das Reportergen Coll.luc in das Chromatin der TRPC6-
exprimierende HEK293 (T6.11)-Zellen inseriert. Die Zellen wurden für 24 Stunden in serumreduziertem 
Medium kultiviert. Die Stimulation erfolgte mit Hyperforin (1 µM) für 16 Stunden in serum-reduziertem 
Medium. Die Zellen wurden anschließend geerntet und lysiert. Die Luziferaseaktivität wurde bestimmt und 
an die Proteinkonzentrationen der Zellextrakte angeglichen. Dargestellt ist der Mittelwert von elf 
unabhängigen, in Quadrupeln durchgeführten Experimenten (***, p < 0,001). Die Fehlerindikatoren stellen 
die positive Standardabweichung dar. 

Hyperforin konnte die AP-1 Aktivität in T6.11-Zellen signifikant steigern. Die folgenden Experimente 
wurden deshalb mit Hyperforin in einer Konzentration von 1 µM durchgeführt.  

3.2 Die Expression einer TRPC6-spezifischen „small 

hairpin“ (sh)RNA hemmt die Hyperforin-induzierte Aktivierung von 

AP-1 in T6.11-Zellen 

Hyperforin ist seit einigen Jahren als Ligand des TRPC6-Kanals bekannt und etablierte sich als Aktivator des 
TRPC6-Kanals [14,19,26,38,45,52,54]. Es wurde gezeigt, dass Hyperforin die AP-1 Aktivierung bei T6.11-
Zellen induziert, jedoch nicht bei HEK293-Zellen, die TRPC6 nicht exprimierten [52].  
Um die Relevanz der TRPC6-Kanäle für die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivierung zu bestätigen, wurde 
die Konzentration von TRPC6 durch Expression einer TRPC6-spezifischer „small hairpin RNA“ (shRNA) 
reduziert. In Western-Blot-Experimenten wurde bestätigt, dass die Expression einer TRPC6-spezifischen 
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shRNA die Expression von TRPC6 signifikant reduzierte [39]. Mit dem lentiviralen Transfervektor pLL3.7-
shTRPC6 wurden Lentiviren für die Infektion von T6.11-Zellen hergestellt. Als Kontrolle dienten Lentiviren, 
die mit dem lentiviralen Transfervektor pLL 3.7 hergestellt wurden. Die T6.11-Zellen wurden mit den 
Lentiviren infiziert. Zusätzlich wurde für die Reportergenanalyse das Reportergen Coll.luc durch lentivirale 
Infektion in das Genom der T6.11-Zellen integriert. Die Zellen wurden für 24 Stunden serumreduziert und 
anschließend für 16 Stunden mit Hyperforin stimuliert. Nach der Zellernte wurde die Luziferaseaktivität auf 
die Protein-Konzentration genormt und vergleichend dargestellt (Abb. 15). Die Daten zeigen, dass die 
Expression einer TRPC6-spezifischen shRNA zu einer signifikanten Reduktion der AP-1-Aktivität in 
Hyperforin-stimulierten T6.11.Zellen führte. Daraus lässt sich schlußfolgern, dass der TRPC6-Kanal für die 
Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivierung relevant ist. 

"  

Abbildung 15: Die Expression einer TRPC6-spezifischen shRNA reduziert die Hyperforin-induzierte 
AP-1-Aktivierung in T6.11-Zellen. 
T6.11-Zellen, die TRPC6-Kanäle exprimierten, wurden mit einem Lentivirus, der das Coll.luc Reportergen 
enthielt, infiziert. Zusätzlich wurde mit Hilfe lentiviralen Gentransfers eine Gensequenz, die für TRPC6-
spezfische shRNA kodiert, in das Genom der T6.11-Zellen integriert. Für die Kontrolle wurden mit Hilfe des 
pLL3.7 Transfervektors Lentiviren hergestellt, die im Anschluss für die Infektion von T6.11-Zellen 
verwendet wurden. Die Zellen wurden in serumreduziertem Medium mit Hyperforin (1 µM) für 16 Stunden 
stimuliert und anschließend geerntet. Die AP-1-Aktivität wurde mit Hilfe der Luziferaseaktivität bestimmt 
und auf den Proteingehalt genormt. Dargestellt ist der Durchschnittswert von sechs unabhängigen, in 
Quadrupeln durchgeführten Experimenten (*, p < 0,05). Die Fehlerindikatoren stellen die positive 
Standardabweichung dar. 
 
Diese Ergebnisse bestätigen die Erkenntnisse von Thiel & Rössler [52] und konnten auf genetischer Ebene 
die Signifikanz des TRPC6-Kanals für die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivierung darstellen.  
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3.3 Inhibitoren der Hyperforin-induzierten AP-1-Aktivierung bei 

T6.11-Zellen 

In vergangenen Studien wurden bereits Inhibitoren des TRPC6-Kanals durch unterschiedliche Methoden 
identifiziert: Mit 2-Aminoethoxydiphenylborinat (2-APB) und SAR 7334 konnten in Patch- bzw. Voltage-
Clamp-Versuchsreihen Ionenströme entlang des TRPC6-Kanals gehemmt werden [21,32,62]. BCTC, TC-1 
2014, sowie RQ 00203078 wurden für die Hemmung der AP-1-Aktivität anderer TRP-Kanäle erfolgreich 
eingesetzt [48].  
In den folgenden Versuchsreihen werden die genannten Substanzen auf ihre Eignung als Inhibitor der 
Hyperforin-induzierten AP-1-Aktivierung in T6.11-Zellen analysiert.  

3.3.1 2-APB hemmt die AP-1-Aktivierung nach der Stimulation des TRPC6-

Kanals mit Hyperforin 

2-Aminoethoxydiphenyl Borat (2-APB) (Abb. 16A) wurde bereits als Aktivator von TRPV1-, TRPV2- und 
TRPV3-Kanälen und als Antagonist von TRPM2-, TRPM3-, TRPM8-, TRPC3- und TRPC5- Kanäle 
identifiziert [21,30,53,62]. Vorangegangene Voltage-Clamp-Versuchsreihen zeigten, dass ein mit 10 µM 1-
Oleolyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) stimulierter Ionen-Strom entlang des TRPC6-Kanals durch 2-APB 
dosisabhängig gehemmt werden konnte [21]. In weiteren Experimenten wurden die Ca2+-Ströme entlang der 
TRPC6-Kanäle bei TRPC6-exprimierenden HEK293-Zellen nach Stimulation mit Carbachol (100µM) durch 
2-APB mit einer Konzentration von 75µM, vollständig gehemmt [62]. 
Es wurde hier der Einfluss von 2-APB auf die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivierung in T6.11-Zellen 
getestet. Die Zellen wurden dafür mit einem Coll.luc kodierenden Lentivirus infiziert und nach 24 Stunden 
Serumreduktion, mit 75 µM 2-APB für drei Stunden vorinkubiert. Anschließend wurden die T6.11-Zellen 16 
Stunden in serumreduziertem Medium stimuliert, das zuvor mit 75 µM 2-APB und 1 µM Hyperforin versetzt 
wurde. Die Luciferaseaktivität wurde gemessen und auf die, mittels BCA Assay bestimmten, Protein-
Konzentration normiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16B dargestellt. Die Daten zeigen, dass die 
Verbindung 2-ABP die AP-1 Aktivität nach Stimulation des TRPC6-Kanals mit Hyperforin in T6.11-Zellen 
signifikant hemmte. 
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Abbildung 16: 2-APB hemmt die Hyperforin-induzierte AP-1 Aktivität in T6.11-Zellen. 
A Strukturformel von 2-Aminoethoxydiphenylborinat (2-APB). 
B Mit Hilfe lentiviralen Gentransfers wurde das Reportergen Coll.luc in das Chromatin der TRPC6-
exprimierende HEK293 (T6.11)-Zellen inseriert. Die Zellen wurden in serumreduziertem Medium für 3 
Stunden mit 2-APB vorinkubiert und anschließend mit Hyperforin (1 µM) stimuliert. Nach der Zellernte 
wurde die AP-1 Aktivität mit Hilfe der Reportergenanalyse bestimmt: Die gemessene Luziferaseaktivität der 
einzelnen Extrakte wurde mittels BCA-Assay auf die jeweilige Proteinkonzentration genormt. Dargestellt ist 
der Mittelwert von einem, in einem Quadrupel durchgeführten Experiment. Die Fehlerindikatoren stellen die 
positive Standardabweichung dar. Die Ergebnisse wurden im Labor von anderen Wissenschaftlern bestätigt. 

3.3.2 BCTC blockiert die durch Hyperforin induzierte, TRPC6-gesteuerte, 

Aktivierung von AP-1 

Es wurde publiziert, dass die Verbindung BCTC (Abb. 17A) die Erhöhung der intrazellulären Ca2+-
Konzentration nach Stimulation von TRPV1-, TRPM3- und TRPM8- Kanälen hemmt [4,31,58]. In weiteren 
Experimenten wurde gezeigt, dass BCTC die TRPM8-vermittelte AP-1 Aktivität hemmt und damit in die 
TRPM8-induzierte intrazelluläre Signalkaskade eingreift [48].  
In dieser Arbeit wurde getestet, ob die, über TRPC6-Kanäle mit Hyperforin induzierte AP-1 Aktivität ebenso 
durch BCTC gehemmt wird. Dafür wurden die T6.11-Zellen mit dem Lentivirus, der das Reportergen 
Coll.luc kodierte, infiziert und 24 Stunden in serumreduziertem Medium kultiviert. Anschließend wurden die 
Zellen mit 10 µM BCTC für drei Stunden vorinkubiert. Hyperforin wurde in einer Konzentration von 1 µM 
und BCTC in einer Konzentration von 10 µM in serumreduziertem Medium gelöst, das anschließend auf die 
T6.11-Zellen gegeben wurde. Nach 16 Stunden wurden die Zellen geerntet und die genormte 
Luziferaseaktivität (AP-1-Aktivität) bestimmt. Die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivität konnte mit BCTC 
vollständig gehemmt werden (Abb. 17B).  
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Abbildung 17: BCTC hemmt die Hyperforin induzierte AP-1-Aktivität in T6.11-Zellen. 
A Strukturformel von BCTC. 
B T6.11-Zellen, die TRPC6-Kanäle exprimierten, wurden mit dem für Coll.luc kodierenden Lentivirus 
infiziert. Nach einer dreistündigen Vorinkubation mit BCTC (10 µM), wurde frisches mit Hyperforin (1 µM) 
und BCTC (10 µM) versetztes serumreduziertes Medium auf die Zellen gegeben. Nach der Stimulation für 
16 Stunden wurden die Zellen geerntet und lysiert. Die Luziferaseaktivität der präparierten Zellen wurde 
gemessen und auf den, mit Hilfe des BCA Assays bestimmten, Proteingehalt genormt. Dargestellt ist der 
Mittelwert von drei, in Quadrupeln durchgeführten Experimenten (***, p < 0,001). Die Fehlerindikatoren 
stellen die positive Standardabweichung dar. 

Diese und die Ergebnisse aus vorherigen Studien zeigen, dass BCTC ein breites Wirkspektrum in Bezug auf 
die TRP-Kanäle besitzt.  

3.3.3 TC-1 2014 hemmt die über TRPC6-Kanäle gesteuerte Hyperforin-

induzierte AP-1-Aktivierung 

Es wurde gezeigt, dass die, bereits als TRPM8-Inhibitor bekannte, Verbindung TC-1 2014 (Abb. 18A), die 
TRPM3-, TRPM8-, sowie die von spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle vom Typ L vermittelte AP-1-Aktivität 
hemmt [48]. In dieser Arbeit wurde getestet, ob TC-1 2014 auch die TRPC6-gesteuerte, Hyperforin-
induzierte, AP-1-Aktivität hemmt: Die mit dem für Coll.luc kodierenden Lentivirus infizierten T6.11-Zellen 
wurden mit 1 µM TC-1 2014 für drei Stunden vorinkubiert und anschließend in serum-reduziertem Medium 
mit Hyperforin (1 µM), im Beisein von TC-1 2014 (1 µM), stimuliert. Nach der Zellernte wurde die AP-1-
Aktivität mittels Normierung der gemessenen Luziferaseaktivität auf den Protein-Gehalt bestimmt. Die 
Ergebnisse zeigen, dass TC-1 2014 in Hyperforin-stimulierten T6.11-Zellen die AP-1-Aktivität hemmte 
(Abb. 18B).
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Abbildung 18: TC-1 hemmt die Hyperforin induzierte AP-1-Aktivität in T6.11-Zellen. 
A Strukturformel von TC-1 2014. 
B TRPC6-Kanäle exprimierende T6.11-Zellen wurden mit Lentiviren, die das Reportergen Coll.luc kodieren, 
infiziert. Nach der Vorinkubation mit TC-1 2014 (1 µM) für drei Stunden wurden die Zellen in mit 
Hyperforin (1 µM) und TC-1 2014 (1 µM) versetztem Medium stimuliert. Nach 16 Stunden wurden die 
Zellen geerntet und die relative Luziferaseaktivität mit Hilfe des Luziferase- und BCA-Assays bestimmt. 
Dargestellt ist der Mittelwert von vier, in Quadrupeln durchgeführten Experimenten (***, p < 0,001). Die 
Fehlerindikatoren stellen die positive Standardabweichung dar. 

3.3.4 Die Verbindung RQ-00203078 hat keinen signifikanten Einfluß auf die 

Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivität in T6.11-Zellen 

Die Verbindung RQ-00203078 (Abb. 19A) wurde als selektiver Hemmstoff für TRPM8-Kanäle mit Hilfe der 
Hochdurchsatz-Screening-Methode (HTS) identifiziert [35]. In darauffolgenden Reportergenanalyse-
Experimenten konnte mit RQ-00203078 die TRPM8-Kanal-gesteuerte AP-1-Aktivierung gehemmt werden 
[48]. Eine Hemmung der Stimulation von TRPA1-, TRPV1-, TRPM3-, TRPV4-, sowie 
spannungsgesteuerten Ca2+- Kanälen war nicht möglich [35,48].  
Im Folgenden wurde die Hemmung von TRPC6-Kanälen durch RQ-00203078 mit Hilfe der 
Reportergenanalyse getestet: Die TRPC6-Kanal exprimierenden T6.11-Zellen wurden mit dem Lentivirus, 
der für Coll.luc kodiert, infiziert und nach 24 Stunden Serumreduktion für drei Stunden mit RQ-00203078 (1 
µM) vorinkubiert. Anschließend wurde frisches serumreduziertes Medium mit Hyperforin (1 µM) sowie 
RQ-00203078 (1 µM) für 16 Stunden auf den Zellen belassen. Nach anschließender Zellernte wurde die 
relative Luziferaseaktivität (AP-1-Aktivität) berechnet. Es zeigte sich keine signifikante Hemmung der 
AP-1-Aktivität (Abb. 19B). 
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Abbildung 19: RQ-00203078 hemmt die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivität in T6.11-Zellen. 
A Strukturformel von RQ-00203078. 
B T6.11-Zellen wurden mit Coll.luc kodierenden Lentiviren infiziert. Nach der Vorinkubation mit 
RQ-00203078 (1 µM) für drei Stunden, wurden die Zellen im Beisein von RQ-00203078 (1 µM) mit 
Hyperforin (1µM) stimuliert. Die Zellen wurden nach 16 Stunden geerntet und die gemessene 
Luziferaseaktivität auf die Gesamt-Proteinkonzentration genormt. Dargestellt ist der Mittelwert von drei, in 
Quadrupeln durchgeführten Experimenten (n.s., p ≥ 0,05). Die Fehlerindikatoren stellen die positive 
Standardabweichung dar. Die Ergebnisse wurden von anderen Wissenschaftlern des Labors bestätigt. 

Damit bestätigt sich die TRPM8-Selektivität von RQ-00203078. 

3.3.5 Die Verbindung SAR 7334 hemmt die Hyperforin-induzierte AP-1-

Aktivierung 

Das (1R,2S)-Inden Oxid-Derivat SAR 7334 (Abb. 20A) konnte im Rahmen von FLIPR (flourometric 
imaging plate reader) -Experimenten den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration durch OAG an 
TRPC3-, TRPC7-, sowie TRPC6-Kanäle exprimierenden Zellen hemmen. Darüber hinaus wurden mit der 
whole cell-Patch-Clamp-Technik der OAG-induzierte Ioneneinstrom entlang der Membran TRPC6 
exprimierender Zellen antagonisiert [32]. In dieser Arbeit wurde der Effekt von SAR 7334 auf die TRPC6 
gesteuerte AP-1-Aktivierung getestet. Es wurden dafür zwei Versuchsreihen mit einer Konzentration von 1 
µM und mit 5 µM SAR 7334 durchgeführt. Zunächst wurden die T6.11-Zellen mit Coll.luc kodierenden 
Lentiviren infiziert und für 24 Stunden serumreduziert. Die Zellen wurden anschließend drei Stunden mit 
SAR 7334 in der jeweiligen Konzentration vorinkubiert und anschließend mit Hyperforin (1 µM) und 
entsprechend konzentriertem SAR 7334 stimuliert. Die Luziferaseaktivität wurde auf die 
Proteinkonzentration genormt. Die Ergebnisse ergaben, dass SAR 7334 in einer Konzentration von 1 µM 

"38



Ergebnisse

keinen signifikanten Einfluss auf die Hyperforin-induzierte AP-1-Aktivierung hatte (Abb. 20B), mit einer 
Konzentration von 5 µM SAR 7334 jedoch eine Hemmung zu beobachten war (Abb. 20C). 

!

!
Abbildung 20: SAR 7334 hemmt die Hyperforin induzierte AP-1-Aktivität in T6.11-Zellen. 
A Strukturformel von SAR 7334.  
B,C Mit Hilfe lentiviralen Gentransfers wurde das Reportergen Coll.luc in das Chromatin der TRPC6-
exprimierende-Zellen inseriert. Die Zellen wurden mit 1 µM (B) bzw. 5 µM SAR 7334 (C) vorinkubiert und 
anschließend im Beisein von SAR 7334 (1 µM) (B) bzw. (5 µM) (C) mit Hyperforin (1 µM) stimuliert. Nach 
der Zellernte wurde die relative Luziferaseaktivität anhand des Gesamt-Proteingehaltes bestimmt. Dargestellt 
ist der Mittelwert von fünf (B) bzw. einem (C), in Quadrupeln durchgeführten Experimenten (n.s., p≥0,05). 
Die Fehlerindikatoren stellen die jeweilige positive Standardabweichung dar. Die Daten wurden von anderen 
Wissenschaftlern des Labors bestätigt. 

Die Verbindung SAR 7334 hemmt konzentrationsabhängig die TRPC6-gesteuerte AP-1-Aktivierung durch 
Hyperforin. 
Es wurden darüber hinaus auch Versuche mit SAR 7334 in einer Konzentration von 10 µM durchgeführt. 
Dies führte allerdings während der Hyperforin-Stimulation zu einer Ablösung der Zellen vom Boden der 
Zellkulturschale. Es ist also davon auszugehen, dass SAR 7334 in einer Konzentration von 10 µM toxisch 
auf die Zellen wirkt.  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4. Diskussion 
Die TRP-Kanäle wurden in den letzten Jahren zunehmend erforscht. Es wurden bereits viele Korrelationen 
zu physiologischen Prozessen, unterschiedlichen Pathologien verschiedenster Organsysteme und deren 
Pathogenesen herausgearbeitet. Die Erforschung dieser Kanäle spielt daher eine wichtige Rolle in der 
Entwicklung von Therapieansätzen für die entsprechenden Erkrankungen. Es wurde bereits gezeigt, dass 
beispielsweise der TRPC6-Kanal, der Gegenstand dieser Arbeit ist, die Progredienz verschiedener 
Erkrankungen der Nierenglomeruli, wie beispielsweise der primären und sekundären fokalen segmentalen 
Glomerulosklerose und des Typ-1 Diabetes steigern kann [13]: Die Deletion von TRPC6 bei Mäusen 
verringerte die interstitielle Fibrosierung bei unilateraler Ureterobstruktion [61]. Darüber hinaus konnte der 
TRPC6-induzierte Ca2+-Einstrom durch Angiotensin II und Sauerstoffradikale aktiviert werden, was zu einer 
Hypertrophie und dem Absterben von Podozyten bei der diabetischen Nephropathie führte. [13]  
Damit wurde eine Korrelation zur Pathogenese der diabetesbedingten Nierenerkrankung hergestellt. Es gab 
diesbezüglich jedoch auch kontroverse Ergebnisse: Wang et al. [56] zeigten, dass die bei TRPC6-defizienten 
Akita-Mäusen zwar die Proteinurie und Tubulus-Schädigung der Glomeruli verringert war, jedoch auch eine 
Insulinresistenz und die Erweiterung der Mesangia der Glomeruli induziert wurde [13].  
Andere Versuche, wie die von Wang et al. [57] zeigten, dass TRPC6 die Interaktion vom Amyloid-Precursor-
Protein (APP) mit Presenilin 1 hindert und damit die Spaltung von APP durch die γ-Sekretase, sowie die β-
Amyloid-Produktion herunterreguliert [13]. Dies wurde als potentiell neuer Therapieansatz für die 
Alzheimer-Demenz postuliert [13]. Dafür spricht, dass die Aktivierung von TRPC6 die Neurogenese im 
Hippocampus beim Erwachsenen steigert und das räumliche Langzeitgedächtnis verbessert, andererseits 
konnten jedoch neurotoxische Wirkungen des TRPC6-induzierten Ca2+-Einstroms festgestellt werden [13]. 
In zerebralen Ischämie-Modellen hat TRPC6 neuroprotektive Eigenschaften gezeigt  und könnte in Zukunft 
eine Rolle in der Behandlung von Schlaganfällen spielen [42].  
In Bezug auf die onkologische Forschung konnten einige Zusammenhänge zwischen der TRPC6-Expression 
und der Onkogenese und Proliferation spezifischer Tumorentitäten gezeigt werden: Beispiele sind die 
Steigerung der Proliferation von A549 Lungenkarzinomzellen durch eine TRPC6 Expression, die Induktion 
der Proliferation und Migration von klarzelligen Nierenzellkarzinomen durch Aktivierung des TRPC6-NFAT 
Signalweg und eine gesteigerte Wirksamkeit von Doxorubicin bei Zellen des hepatozellulären Karzinoms 
durch Hemmung von TRPC6 [13]. Der Kanal ist außerdem ein entscheidender Faktor für die Angiogenese, 
Invasion und das Wachstum vom malignen Glioblastom [7]. Kontrovers diskutiert wurde, welche Rolle 
TRPC6 in der Hyperforin induzierten Hemmung von Brustkrebszellwachstums spielt [13].  
Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz und mögliche Zukunftsperspektiven einer intensiveren 
Erforschung dieses Kanals, vor allem im Rahmen einer zielgerichteten Therapie durch einen spezifischen 
TRPC6-Inhibitor. 
Zur Aktivierung des TRPC6-Kanals verwendete ich Hyperforin, ein acetyliertes bicyclisches 
Phloroglucinolderivat aus der Pflanze Hypericum perforatum. Hyperforin wurde in der Vergangenheit schon 
von anderen Forschungsgruppen als TRPC6-Ligand für ihre Versuche verwendet [14,19,26,38,45,54]. Sell et 
al. [40] postulierte hingegen, dass Hyperforin nicht als TRPC6-Ligand, sondern als Protonophor agiere: Ein 
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H+-Einstrom würde das Zytosol der Zelle ansäuern und durch den Na+-/ H+-Antiporter einen Na+-Einstrom 
in die Zelle verursachen, ergo unabhängig des TRPC6-Kanals für einen Ioneneinstrom sorgen. Gegen diese 
Hypothese spricht, dass in Hyperforin-stimulierten HEK293-Zellen, die keine TRPC6-Kanäle exprimieren, 
der Ca2+-Einstrom im Vergleich zu TRPC6-exprimierenden HEK293-Zellen signifikant verringert ist [14,26]. 
Analog waren die Ergebnisse von Versuchsreihen mit OAG (1,2-Oleoyl-Acetylglycerol) als TRPC6-
Stimulator [52]. Darüber hinaus führte Hyperforin im Vergleich zu Karbonyl-Zyanid-m-Chlorophenyl-
Hydrazin, einem bekannten Protonophor, bei extrazellulärer Ca2+-Depletion, nicht zu einer intrazellulären 
Ca2+-Erhöhung [45]. Diese Daten widersprechen der Protonophor-Hypothese von Sell et al. [40]. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit stehen dieser Hypothese auch entgegen und bestätigen, dass Hyperforin ein TRPC6-
Ligand ist: Es wurde zuerst mit einem genetischen Versuchsansatz verifiziert, ob Hyperforin als Ligand des 
TRPC6-Kanals fungiert. Durch die Expression einer TRPC6-spezifischen shRNA wurde die TRPC6-
Konzentration reduziert. Die shRNA exprimierenden Zellen hemmten die Hyperforin-induzierte TRPC6-
Signalkaskade, im Vergleich zu Zellen derselben Linie mit unveränderter TRPC6-Expression, signifikant. Es 
konnte also gezeigt werden, dass eine Reduktion der TRPC6-Expression die Transkription von Hyperforin-
induzierten Genen hemmt. In den weiteren Experimenten wurde deshalb Hyperforin als TRPC6-Ligand 
verwendet und verschiedene Verbindungen auf ihre Fähigkeit getestet, die TRPC6-induzierte intrazelluläre 
Signalkaskade zu hemmen. 
Die Mess-Methode dieser Arbeit basiert auf der Erfassung der AP-1-Aktivität als Sensor der TRPC6-
Aktivität. Durch die Stimulation des TRPC6-Kanals wird eine intrazelluläre Signalkaskade induziert, die 
letztlich in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 kulminiert [52]. Mit diesem Versuchsansatz 
wurde ein Endpunkt der TRPC6-induzierten Signalkaskade gemessen [52], was ein besonderer Vorteil dieser 
Methode, im Vergleich zu in der Vergangenheit zur Bestimmung der TRPC6-Aktivität genutzten Patch-
Clamp, Voltage-Clamp, beziehungsweise Ca2+-Imaging Techniken. Da bei diesen Versuchsansätzen das 
Experiment nach wenigen Sekunden beendet ist, wurden vielfach hohe Konzentrationen der Hemmstoffe 
eingesetzt [4,21,32]. Die Zellen waren im Vergleich dazu mit der hier verwendeten Methode wesentlich 
länger, nämlich 24 Stunden, statt Millisekunden bis Minuten lang den Inhibitoren exponiert. Dadurch war es 
möglich geringere Konzentrationen zu wählen, um toxische Reaktionen zu vermeiden. Unvorhergesehene 
toxische Reaktionen konnten andererseits helfen, Rückschlüsse für die potenzielle Nutzung als Pharmakon, 
zu ziehen. Beispielsweise zeigten die Experimente mit der Verbindung SAR 7334 eine toxische Wirkung bei 
10 µM über 24 Stunden. Dieses Ergebnis könnte als Basis weiterführenden Experimenten zur Untersuchung 
der Toxizität von SAR 7334 in unterschiedlichen humanen Gewebetypen dienen.  
Darüber hinaus haben einige Studien bereits gezeigt, dass TRPC6 nicht nur Ca2+-, sondern auch Na+-
Einströme in die Zelle induzieren kann: Soboloff et al. [44] hat an glatten Muskelzellen, der A7r5-Linie, 
demonstriert, dass TRPC6-Kanäle durch einen Na+-Einstrom spannungsgesteuerte Ca2+-Kanäle aktivieren 
und so einen Ca2+-Einstrom bewirken konnte. Wurde die Anzahl der TRPC6-Proteine durch RNA-
Interferenz reduziert, wurde zwar der OAG-induzierte Kationenstrom reduziert, der Ca2+-Einstrom 
veränderte sich jedoch nicht [44]. Auch als die spannungsgesteuerten Ca2+-Kanäle mit einem spezifischen 
Hemmstoff, dem Nimodipin, gehemmt wurden, kam auch kein Ca2+-Einstrom zustande [44]. Damit zeigte 
Soboloff et al. [44], dass TRPC6 in glatten Muskelzellen hauptsächlich als Na+-Kanal wirkt. Ähnliche 
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Effekte konnten bei PHM1-41-Myometriumzellen beobachtet werden: Chung et al. [8] konnte die Erhöhung 
der intrazellulären Ca2+-Konzentration mit Nifedipin reduzieren. Wurden die Zellen ohne extrazelluläres Na+ 
mit OAG stimuliert, war die Erhöhung der intrazelluläre Ca2+-Konzentration verringert [8]. Damit zeigte 
Chung et al. [8], dass die TRPC6 induzierte Erhöhung der intrazelluläre Ca2+-Konzentration zum Teil an 
einen TRPC6-induzierten Na+-Einstrom gekoppelt ist.  
Des Weiteren wurden die Eigenschaften der Na+-abhängigen und Na+-unabhängigen Induktion des Ca2+-
Einstrom durch TRPC6-Kanäle an kortikalen Neuronen gezeigt [54]. Aus diesem Grund würden Ca2+-
Imaging-Methoden hier nur eine indirekte Korrelation zu der Aktivität der TRPC6-Kanäle messen und die 
Ergebnisse eventuell zusätzlich durch die Aktivität spannungsgesteuerter Ca2+-Kanäle verzerrt werden. 
In den Experimenten dieser Arbeit konnten die Verbindungen 2-APB, BCTC, TC-I 2014 und SAR 7334 die 
TRPC6-induzierte Signalkaskade hemmen. Diese Substanzen waren bereits als Hemmstoffe anderer TRP-
Kanäle bekannt [4,31,48,58].  
Eine weitere hier untersuchte Verbindung war RQ-00203078, von der bekannt ist, dass sie eine hohe 
Selektivität gegenüber dem TRPM8-Kanal aufweist [48]. In meinen Experimenten zeigte sich, dass 
RQ-00203078 die TRPC6-induzierte Signalkaskade nicht hemmen konnte.  
Der Effekt von 2-APB auf verschiedene TRP-Kanäle ist unterschiedlich: Es wurde gezeigt, dass 2-APB 
TRPM2-, TRPM3-, TRPM8-, TRPC3- und TRPC5- Kanäle hemmt, jedoch als Aktivator für TRPV1-, 
TRPV2- und TRPV3-Kanäle fungiert [21,30,48,53,62]. Eine signifikante Hemmung von TRPV1- und 
TRPM8 konnte mit Patch-Clamp-Experimenten und auf dem Niveau der Genexpression durch eine 
Steigerung der AP-1-Aktivität demonstriert werden [21,48]. In Bezug auf TRPM3-Kanäle konnte neben 
einer signifikanten Inhibition, auch eine dosisabhängige toxische Wirkung von 2-APB auf die verwendeten 
Zellen bei einer Konzentration von 75 µM 2-APB festgestellt, was bei Insulinoma (INS-1 832/13)-Zellen 
auch beobachtet wurde[48,62]. Die toxische Wirkung von 75 µM 2-APB war bei den T6.11-Zellen, die für 
die Experimente dieser Arbeit verwendet wurden, nicht evident. Die Wirkung auf die Aktivität des TRPC6-
Kanals wurde bisher nur im Rahmen von Patch-Clamp-Experimenten mit OAG und Carbachol als Agonisten 
nachgewiesen [21,62]. Die Experimente dieser Arbeit zeigen nun, dass 2-APB den hyperforininduzierten 
TRPC6-Signalweg hemmt und auch einen inhibitorischen Effekt auf die Genexpression vorweist. Die 
genannten Ergebnisse demonstrieren also, dass TRPC6 zu den zahlreiche Zielrezeptoren und -proteinen von 
2-APB gehört.  
BCTC ist bereits als breit wirkender TRP-Hemmstoff bekannt und konnte in vergangenen Experimenten 
TRPV1-, TRPV3- und TRPM8-induzierte Effekte hemmen [2,4,31,48,58].  
Die hemmende Wirkung von BCTC auf die Menthol-induzierte TRPM8-Aktivität in HEK293-Zellen wurde 
zunächst durch Ca2+-Assays gezeigt und war in den Folgejahren durch Patch-Clamp-Experimente, mit 
ratiometrischen Ca2+-Messungen, sowie vor Kurzem durch lentivirale Experimente auch unter Stimulation 
mit Icillin nachweisbar [4,31,48].  
Genauso war es möglich, mit BCTC die TRPM3- und die Cav1.2-induzierte Signalkaskade zu hemmen [48]. 
Im Rahmen von Patch-Clamp-Experimenten wurden mit BCTC auch Ca2+ -Kanäle vom T-Typ (Cav3-
Kanäle) gehemmt [33,48]. Hier konnte mit BCTC auch die TRPC6-induzierte Signaltransduktion gehemmt 
werden. Damit wurde das breite Wirkspektrum von BCTC in Bezug auf TRP-Kanäle bestätigt. 
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Als TRPM8- und TRPM3-Kanal-Blocker wurde die Verbindung, TC-1 2014, identifiziert: Diese Verbindung 
konnte die Signaltransduktion von TRPM3 und TRPM8-Kanälen hemmen [48]. Darüber hinaus konnte die 
Signalkaskade, die nach Aktivierung des Cav1.2-Kanals ausgelöst wird, ebenfalls durch TC-1 2014 inhibiert 
werden [48]. Die Ergebnisse meiner Arbeit zeigen, dass TC-1 2014 auch die Signalkaskade hemmt, die nach 
Stimulation des TRPC6-Kanals mit Hyperforin ausgelöst wird. 
RQ-00203078 (RQ) wurde in der wissenschaftlichen Literatur als selektiver TRPM8-Hemmstoff 
beschrieben. Aufnahmen von Ganzzellströmen zeigten, dass RQ die menthol- und die durch den spezifischen 
TRPM8-Agonisten WS-12-induzierten Membranströme bei TRPM8-exprimierenden HSC3-Zellen hemmt 
und die durch Kühlung induzierte Stromerhöhung entlang der Membran umkehrt [36]. Bei 
mentholinduzierten Ca2+-Influx-Assays zeigte RQ eine hohe TRPM8-Selektivität, eine hohe Wirkstärke, 
sowie eine hohe mittlere effektive Wirkkonzentration. Des Weiteren wurde im Icillin-induzierten Wet-Dog 
Shake Modell von Rattenzellen eine hohe orale Bioverfügbarkeit im Vergleich zu anderen getesteten 
TRPM8-Antagonisten festgestellt [35]. Eine kürzlich veröffentlichte Arbeit von Thiel et al. [48] zeigte eine 
spezifische Inhibition der TRPM8-induzierten Signalkaskade durch RQ, während die Signaltransduktion 
nach Stimulation der TRPM3 und TRPV1-Kanäle nicht durch RQ beeinträchtigt wurde. Diese Verbindung 
konnte auch die Signaltransduktion des Cav1.2-Kanals ändern [48]. In meinen Experimenten konnte ich 
keine Inhibition der TRPC6-induzierten Signalkaskade durch RQ-00203078 beobachten. Damit wird die 
Schlussfolgerung von Thiel et al. [48] bestätigt, nach der RQ-00203078 ein TRPM8-spezifischer Antagonist 
ist.  
SAR 7334 ist ein (1R,2S)-Inden Oxid-Derivat, das durch die Bindung an die spannungssensible Domäne 
(„voltage sensor like domain“) der Ca2+-Bindungsstelle, die Ca2+-Bindung an den TRPC6-Kanal blockiert 
[16]. Die Verbindung konnte bisher in Ca2+-Imaging Experimenten die TRPC3-, TRPC6- und TRPC7-
Kanäle induzierte Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration hemmen. Außerdem wurde der Effekt 
von SAR 7334 auf den OAG-induzierten Ionenstrom an TRPC6-exprimierenden Zellen mit 
unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Die Versuche zeigten eine Hemmung der TRP-Kanal-induzierten 
Ca2+-Erhöhungen mit einem IC50-Wert von 7,9 nM [32]. In meinen Experimenten konnte die Verbindung 
SAR 7334 in einer Konzentration von 5 µM die TRPC6-induzierte Signalkaskade hemmen. SAR 7334 
hemmte ebenfalls die Signaltransduktion des TRPM3-Kanals [39], so dass es sich bei der Verbindung um 
einen Inhibitor der TRPC6 und TRPM3-Kanalproteine handelt. 

4.1 Fazit 

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Verbindungen auf die Signalkaskade des TRPC6-Kanals untersucht. 
Ich konnte zeigen, dass die Verbindungen 2-APB, BCTC, TC-I 2014 und SAR 7334 die Signalkaskade, die 
nach Stimulation des TRPC6-Kanals induziert wird, hemmen konnten. Die Verbindung RQ-00203078, die 
als Inhibitor des TRPM8-kanals beschrieben wurde, hatte hingegen keinen Effekt auf die Signaltransduktion 
von TRPC6.  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